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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

S5ARI - leki wptywajace na srodowisko hormonalne stercza, gtéwnie inhibitory Sa-reduktazy
steroidowej (ang. Sa-steroid reductase inhibitors)

AF - domena w strukturze receptora androgenowego wykazujace okreslone funkcje
aktywujace (ang. activation function; syn. transcription activation unit, TAU).

AF-1 - domena warunkujaca funkcje aktywacyjng AF-1 (ang. activation function domain 1)
AF-2 - domena warunkujacg funkcje aktywacyjng AF-2 (ang. activation function domain 2)
AR - receptor androgenowy (ang. androgen receptor;),

ARA - leki blokujace receptory al-adrenergiczne, (ang. andrenergic receptors antagonists)
ARAT70 - przyktad biatka aktywatora AR

ARE - elementy odpowiedzi androgendéw (ang. androgen response elements)

178-HSD - reduktaza 17p-hydroksysteroidowa

BD - zaburzenie czynnosci mi¢$nia wypieracza pgcherza (bladder dysfunction; syn. detrussor
disfunction, DD; syn. detrusor overactivity, DO) - okre$lane potocznie ,,podraznieniem
mig$nidowki wypieracza”)

BPE - powickszenie gruczolu krokowego (ang. benign prostatic enlargement,; syn. enlarged
prostate, EP)

BPH - tagodny rozrost stercza (ang. benign prostatic hyperplasia, LRS, syn. gruczolak
stercza)

BPO - przeszkoda podpecherzowa (uposledzenie przeptywu cewkowego) (ang. benign
prostatic obstruction, BPO; syn. bladder outlet obstruction, BOO),

¢AMP - drugorzedowe przekazniki informacji

CB - odcinek bloniasty cewki

CM - cewka moczowa.

COX-2 — enzym cyklooksygenaza 2

CYP19 - enzym aromataza

CZ - strefa Srodkowa (ang. central zone)

DBD - domena wiazacg DNA (ang. DNA binding domain)

DHEA - dehydroepiandrosteron (ang. didehydroepiandrosterone; syn.
dehydroepiandrosterone)

DHT - dihydrotestosteron (ang. dihydrotestosterone)

E2 - estradiol

ERT1 - receptor estrogenowy alfa (ang. estrogen receptor alpha; ERa)

ER2 - receptor estrogenowy beta (ang. estrogen receptor beta; ER)

GAPDH - dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego; (ang. glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase)

GPCR - receptorow sprz¢zonych z biatkiem G (ang. G-protein coupled receptor)

HME - enzymy modyfikujace histony (ang. histone modifying enzymes)

HSP - biatka szoku termicznego (ang. heat shock proteins)

IPSS - kwestionariusza oceny objawow LUTS wg Miedzynarodowej Oceny Symptomoéw
Prostaty (IPSS, ang. International Prostate Symptoms Score)

IU - nietrzymanie moczu (ang. urinary incontinence)

LAM - migsien dzwigacz odbytu (tac. musculus laevator ani)

LBD - domena wigzaca ligand (ang. ligand binding domain)

LUTS - (ang. lower urinary tract symptoms)

MAPK - kinaza aktywowana mitogenami (ang. mitogen-activated kinase)

MetS - “zespot metaboliczny” (ang. metabolic syndrome,)

MTOPS - rodzaj badania klinicznego (ang. Medical Therapy of Prostate Symptoms Study)



NLS - domena zawiasowa zawierajaca tzw. “sygnat lokalizacji jadrowej” (ang. nuclear
localization signal)

NRF - nadrodzina receptoréw jadrowych (ang. nuclear receptors family)

NREF - podrodzina jadrowych receptoréw (ang. nuclear receptor superfamily;),

NRSF - podrodziny jadrowych receptoréw (ang. nuclear receptor superfamily)

NTD - domena transaktywacyjna w strukturze AR (ang. amino-terminal transactivation
domain)

OAB - nadreaktywny pecherz moczowy (ang. overactive bladder;),

PIC - tzw. kompleks preinicjujacy; ang. preinitiation complex,

PKA, PKC - kinazy biatkowe A, C (ang. protein kinases A, C;)

PSA - marker biatkowy (ang. prostate specific antigen)

PSAT1 - aminotransferaza fosfoserynowa (ang. phosphoserine aminotransferase I; syn. PSA)
PW - przewod wytryskowy

PZ - strefa obwodowa (ang. peripheral zone)

REDUCE - rodzaj badania klinicznego (ang. Reduction by Dutasteride of Prostate Cancer
Events trial)

SHBG - bialek transportujacych androgeny (ang. sexual hormone binding globulins)

SP - spoidto przednie

SRdSar — enzym Sa-reduktaza steroidowa (syn. SRDSAR)

T — testosteron (ang. testosterone)

Tm — temperatura topnienia — jej analiza stosowana jest w ocenia produktu aplifikacji reakcji
gPCR (ang. Temperature melting)

TZ - strefa przejsciowa (ang. transition zone)

U - lagiewka sterczowa (tac. utriculus)

UTI - zakazenie drég moczowych (ang. urinary tract infection;),

UW - uj$cie wewngtrzne cewki

Wa-Wa - baczna obserwcja (objawow dolegliwosci LUTS) (ang. watchful waiting)
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1. WSTEP
1.1. Budowa morfologiczna i anatomiczna gruczolu krokowego u ludzi

1.1.1. Budowa morfologiczna gruczolu krokowego

Gruczot krokowy (syn. prostata, stercz) u mezczyzn jest nieparzystym narzadem
migsniowo — gruczolowym zlokalizowanym w obrgbie miednicy mniejszej, w proksymalne;j
czesci cewki moczowej, pod spojeniem tonowym, ponizej pecherza moczowego i powyzej
przepony moczo — ptciowej. Stanowi integralng cze$¢ meskiego uktadu piciowego. Jego waga
u modych mezczyzn waha si¢ w granicach ok. 15-20 g, wymiary to ok. 40 x 30 x 30 mm
[Bochenek i wsp., 2010]. Wystepowanie charakterystycznych powierzchni, tj. wierzchotka
(tac. apex), podstawy (tac. basis, syn. powierzchnia gorna — tac. facies superior), powierzchni
przedniej (lac. facies anterior), tylnej (tac. facies posterior) oraz dwoch powierzchni
bocznych (Yac. facies inferolaterales) powoduje, iz u ludzi swoim ksztaltem narzad ten
przypomina kasztan jadalny badz tez stozek ,Sciety” ku tytowi. Cze$¢ sterczowa cewki
moczowej przebija ku dotowi odcinek przedni gruczotu [Bochenek i wsp., 2010; Timms i
wsp., 2011]. Przez tylna, wigkszych rozmiardéw, cze$¢ gruczotu przechodza przewody
wytryskowe. Charakterystyczny dla tego narzadu jest tzw. ptat srodkowy (tac. lobus medius;
syn. pol. wiezina gruczolu krokowego - lac. isthmus prostatae) o klinowatym ksztalcie,
znajdujacy si¢ pomiedzy cewka moczowg a przewodami wytryskowymi, ktory u starzejacych
si¢ mezczyzn ulega powiekszeniu powodujac ucisk dna pecherza [Bochenek 1 wsp., 2010;

Timms 1 wsp., 2011].

1.1.2. Budowa anatomiczna gruczolu krokowego

Na strukture gruczolu krokowego sktada si¢ tkanka gruczotowa zwana migzszem
gruczotowym oraz tzw. tkanka $rodmigzszowa zbudowana z pasem miesnidwki gladkiej
przedzielonych tkankg taczng.

Istotng strukturalno-funcjonalng sktadowa stercza s3 komorki nabtonka o charakterze
wydzielniczym (tzw. Nablonek wydzielniczy) zebrane w postaci gron zakonczonych
przewodami wydzielniczymi w obrebie podscieliska wioknisto-migsniowego, z przewaga
gléwnie z migsni gladkich. W zrebie prostaty znajdujg si¢ takze liczne fibroblasty, naczynia
krwiono$ne, wtokna nerwowe, komoérki uktadu oodpornosciowego sktadniki odpornosciowe

[Cunha i wsp., 2004; Schauer i wsp., 2011; Cunha i wsp., 2011; Powers i wsp., 2013].
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Konsekwencja réznicy w procentowym udziale ww. tkanek w strukturze stercza jest
odpowiednie nazewnictwo budowy prostaty — wyrdéznia si¢ bowiem gruczotowy lub
mieg$niowy typ budowy tego gruczotu. Uwaza si¢ ponadto, iz ilo$¢ substancji gruczotowej jest
zawsze wigksza anizeli tkanki migsniowej [Bochenek 1 wsp., 2010; Timms 1 wsp., 2011]. W
pézniejszym wieku przewaza jednak udziat sktadowej tkanki $rodmiazszowej, tj. pasem
mig$niowych [Timms i wsp., 2011.
W strukturze tkanki gruczotowej wyrdzniajg si¢ liczne, nieregularne, silnie promienisto
rozgalezione na 30 — 50 jednostek gruczoly cewkowo — pecherzykowe, od ktorych odchodza
przewody wyprowadzajace taczace si¢ stopniowo w tzw. przewodziki gruczolu krokowego
[Bochenek i wsp., 2010; Timms i wsp., 2011]. W budowie stercza wyr6znia si¢ cztery,
zréznicowane morfologicznie 1 czynno$ciowo oraz podlegajace odmiennym zmianom
patologicznym, strefy:

e strefe obwodowa (peripherial zone),

e strefe przejSciowa (transition zone),

o strefe Srodkowa (central zone),

e cze$¢ przednig - spoidio (syn. przegroda przednia (anterior septum)) [Szopinski i wsp.,

2012].
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PODSTAWA

PW

Ryc. 1. Schemat budowy gruczotu krokowego z podziatem na strefy; wg McNeal [McNeal, 1978;
Szopinski i wsp., 2012]. Géra — przekroj w ptaszczyznie czotowej, dot — przekréj w ptaszczyznie
strzatkowej. UW — ujScie wewnetrzne cewki, CB — odcinek btoniasty cewki, TZ (transitional zone) —
strefa przejsciowa, CZ (central zone) — strefa srodkowa, SP — spoidto przednie, PW — przewdd
wytryskowy, U (utriculus) — tagiewka sterczowa.

1.2.  Rola fizjologiczna gruczolu krokowego

Gltowng funkcja prostaty jest do wytwarzania ptynnej frakcji nasienia. Komorki
gruczolow w obrgbie stercza produkuja w sposob ciagly ptyn bogaty w biatka i sktadniki
mineralne, ktore utrzymuja i odzywiaja plemniki, a nadmiar produkowanej cieczy usuwany
jest z organizmu wraz z moczem. Wydzielina gruczolu krokowego wytwarzana jest w
komorkach gruczotowych w postaci ziaren lipidowych, charakteryzuje si¢ mgtnym, biatawym
zabarwieniem o pH zasadowym nadajgc nasieniu charakterystyczny dla niego zapach. Tylko

okoto 15 — 30% produkowanej wydzieliny ulega sekrecji, pozostala ilo§¢ gromadzona jest w
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sterczu [Bochenek 1 wsp., 2010]. Wraz z wiekiem u m¢zczyzn réwniez jako$¢ produkowanej
przez stercz wydzieliny zmienia si¢ — obserwuje si¢ powstawanie tzw. kamykoéw sterczowych
zbudowanych z koncentrycznych struktur wydzieliny inkrustowanych solami wapnia
[Bochenek 1 wsp., 2010]. W trakcie pobudzenia seksualnego u mezczyzny dochodzi do
produkcji wickszej jego ilosci, ktory nastepnie ulega zmieszaniu si¢ z pozostatymi
sktadnikami nasienia. Gruczot krokowy odgrywa réwniez role w regulacji przeptywu moczu
na odcinku sterczcowym cewki moczowj. Widkna mig$niowe prostaty okalajace cewke
moczowg, poprzez zmian¢ kurczliwosci regulowang poprzez zakonczenia wiokien
nerwowych autonomicznego ukladu nerwowego, moga w ten sposdb zwalnia¢ i zatrzymac
przeptyw moczu na tym odcinku [Lepor, 2004; Untergasser i wsp., 2005; Schauer i wsp.,
2011].

1.3. Epidemiologia BPH

Lagodny rozrost stercza (ang. bemign prostatic hyperplasia, syn. benign prostatic
hyperthrophy, BPH; pol. tagodny rozrost stercza, LRS, syn. gruczolak stercza) jest
powszechnym, postepujacym wraz z wiekiem niejednorodnym zespotem chorobowym u
starzejacych si¢ me¢zczyzn, o réznorodnym przebiegu zmian patofizjologicznych, symptoméow
1 dolegliwosci. Wystepuje u ok. 20% mezczyzn po 40 r.z., u ok. 31% - 50% po 50 r.z., nasila
si¢ u mezczyzn przekraczajacych 70 r.z. (dotyka wowczas blisko 70%) [Chute 1 wsp., 1993;
Dutkiewicz, 2010]. Dane statystyczne wskazuja, iz w USA 17% pacjentow w wieku 50 — 59
lat wymaga leczenia, 27% w przedziale wiekowym 60 — 69 lat, 35% w wieku 70 — 79 lat
[Garraway 1 wsp., 1997; Medras i wsp., 2004], a mezczyzn w wieku 80 lat i wigcej kliniczne
objawy BPH wystepuja u ponad 80% [McDowell i wsp., 2009; Barnard, 2009]. Inni badacze
zajmujacy si¢ problematyka schorzen stercza wskazuja na wyniki badan autopsyjnych
(anatomiczno — mikroskopowych), u ktorych fenotypowo rozrost byt widoczny u 50%
wszystkich mezczyzn w wieku 50 lat 1 wigcej [Berry 1 wsp., 1984; Kwias 1 wsp., 2001].
Zgodnie z obliczeniami prof. Borowki, bylego Krajowego Konsultanta ds. Urologii, w Polsce
BPH stwierdzono u ponad 1,5 mln me¢zczyzn [Borowka, 2002].

Z uwagi na wspotwystepowanie w obrazie histopatologicznym, makroskopowym 1
klinicznym charakterystycznych cech, objawéw BPH u starzejacych sie mezczyzn szczegolne
znaczenie w rozwoju efektywnej diagnostyki, oceny stopnia progresji BPH i skutecznosci
farmakoterapii nabiera ustalenie zwigzku przyczynowo — skutkowego, stopnia korelacji

pomiedzy okreslonymi objawami w poszczegolnych grupach wiekowych mezczyzn [Isaacs i
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wsp., 1987; Lepor, 2005]. Ciagle niedostateczna liczba doktadnych danych
epidemiologicznych BPH wynika po cz¢$ci rowniez z ograniczonej liczby, a w dodatku do$¢
kosztownych, czy wymagajacych specjalistycznej aparatury, nieinwazyjnych lub
matoinwazyjnych metod diagnostycznych umozliwiajacych chociazby dokonanie pomiaru
objetosci stercza (do metod tych zalicza si¢ m.in. uroflowmetrie,  ultrasonografi¢
przezodbytnicza, obrazowanie rezonansu magnetycznego czy tomografie komputerowa)

[Bates 1 wsp., 1996; Lepor, 2004; Briganti i wsp., 2009].

1.4. [Etiopatogeneza BPH

Lagodny rozrost stercza rozwijajacy si¢ poczatkowo w strefach: okolocewkowej i
przejSciowe] gruczolu krokowego stanowi niezaprzeczalny “fenomen” dla starzejacej sie
populacji meskiej [Untergasser i wsp., 2005; Briganti i wsp., 2009]. Pomimo znaczacego
wptywu odkry¢ naukowych na zdrowie publiczne pacjentow cierpiacych na BPH, patogeneza
schorzenia pozostaje wcigz w duzej mierze nie w pelni poznana [Platz 1 wsp., 1999;
Untergasser 1 wsp., 2005]. W S$wietle aktualnego stanu wiedzy etiologia BPH ma bowiem
skomplikowany charakter [McVary i wsp., 2003; McVary 1 wsp., 2010; Briganti i wsp., 2009;
McVary i1 wsp., 2011; Roosen i wsp., 2013]. Wysuni¢to wiele teorii podejmujacych probe
wyjasnienia przyczyny BPH oraz patomechanizmu choroby, jednakze ustalenie, ktory z
proponowanych mechanizméw fizjologiczno-molekularnych odgrywa najistotniejsza role w
etiologii schorzenia pozostaje nadal otwarta karta. Wymienia si¢ miedzy teori¢ zarodkowego
przebudzenia (przebudowy) [McNeal, 1978; McNeal, 1990; Nicholson 1 wsp., 2011], teori¢
hormonalnych zmian (najobszerniej udokuentowang dowodowo) [Briganti i wsp., 2009;
Nicholson i wsp., 2011], oksydoreduktaz [Briganti i wsp., 2009], zespotu metabolicznego 1
procesu zapalnego [Thompson i wsp., 2000; Untergasser i wsp., 2005; Liu 1 wsp., 2007;
Bartoletti 1 wsp., 2009; Briganti 1 wsp., 2009; Nicholson i1 wsp., 2011]. U podtoza wszystkich
lezy proces fizjologicznego starzenia si¢ organizmu mezczyzny jako centralny mechanizm

inicjacji 1 rozwoju choroby [Ryec. 2, 3.].
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Ryc. 2. Najistotniejsze teorie ttumaczace etiopatogeneze BPH i wystepujgce miedzy nimi zaleznosci
[wg Briganti i wsp., 2009].

1.4.1. Teoria indukcji przebudowy tkanek gruczolu krokowego

Teoria podnoszaca rozregulowanie homeostazy interakcji komorek podscieliska 1
komorek nabtonkowych stercza jest uznawana za jedng z najistotniejszych dla rozwoju BPH
[Ryc. 3.] [Cunha i wsp., 1978; Cunha i wsp., 2004; Schauer i wsp., 2011; Cunha i wsp., 2011;
Ricke 1 wsp., 2011]. U starzejacych si¢ me¢zczyzn dochodzi do znacznej przebudowy tkanki
w obrgbie gruczotu krokowego, w szczegdlnosci w strefie przejsciowej (ang. transition zone,
TZ). Dochodzi wowczas do swoistego rodzaju ingerencji w sie¢ wzajemnych oddziatywan
czynnikow wzrostu w tkance pods$cieliska i nablonka gruczotu krokowego prowadzacej do
wzrostu jego objetosci. Do najbardziej znaczacych “modyfikacji” dochodzi w komorkach
podstawnych nablonka powierzchniowego stercza, w obrebie ktorych zachodzi zmiana
wewnatrzkomorkowego metabolizmu, wskutek czego ulegaja one powigkszeniu i/lub
proliferacji prowadzac do przerostu [Briganti i wsp., 2009; Cunha i wsp., 2011]. W rozwoju
BPH odnotowuje si¢ rowniez wystepowanie inkrustacji, struktur tzw. corpora amylacea 1

kamieni prostaty (ang. prostatic calculi) zawierajacych zazwyczaj fosforanowe sole wapnia,
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magnezu, potasu, weglanu lub szczawianu wapnia. Nastgpnie dochodzi do zmian czynno$ci
wydzielniczych komorek, a obecno$¢ wspomnianych struktur (corpora amylacea 1 kamieni
prostaty) prowadzi do zwapnienia i1 zatkania przewodow wydzielniczych w czesci
gruczotowej stercza [Briganti 1 wsp., 2009; Schauer i wsp., 2011; Ricke 1 wsp., 2011]. Procesy
te prowadza zatem przebudowy tkanek oraz zmian wysoce wyspecjalizowanych typow
komorek odpowiedzialnych za utrzymanie homeostazy poszczegélnych tkanek, stref w
obrebie prostaty i ich funkcji [Briganti 1 wsp., 2009]. Z uwagi na fakt, iz wzrost komorek
moze by¢ konsekwencja albo zwigkszonej proliferacji komoérek albo zahamowania procesu
ich programowanej $mierci, stad regulacja aktywnosci apoptotycznej komoérek w obrebie
stercza moze stanowi¢ kluczowy czynnik indukcji patogenezy BPH i jego progresji [Briganti i
wsp., 2009]. Ktoéry z tych procesow przewaza sumarycznie w toku rozwoju choroby, tj.
proliferacja czy apoptoza, jakie jest podtoze owych zmian? Zagadnienia te s3a nadal
przedmiotem badan wskazujac na potencjalny udziat wzmozonej ekspresji biatek
antyapoptycznych w procesie deregulacji programowanej $mierci komoérek prostaty
prowadzacej w konsekwencji do niezrownowazonego wzrostu 1 proliferacji komorek. Stad tez
procesy indukcji apoptozy i / lub nekrozy staja si¢ coraz bardziej atrakcyjne dla badaczy w
aspekcie projektowania i testowania nowych terapii choréb gruczotu krokowego [Briganti i

wsp., 2009; Schauer i wsp., 2011].
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Ryc. 3. Schemat zmian w strukturze prostaty w patomechanizmie BPH; wg lzumi i wsp.,
zmodyfikowane [lzumi i wsp., 2013]. PZ — strefa obwodowa (ang. peripheral zone; PZ); TZ — strefa
przejsciowa (ang. transition zone; TZ); CM — cewka moczowa.

1.4.2. Teoria zmian hormonalnych - udzial genéw regulujacych metabolizm androgenéw
i estrogenow

1.4.2.1. Metabolizm i rola androgenow, udzial w patogenezie BPH

Androgeny i inne steroidowe hormony piciowe sa syntetyzowane z cholesterolu -
prekursora steroli. Testosteron (T), gtowny androgen u mezczyzn, produkowany jest przez
komorki Leydiga w jadrach, (zaledwie 1% obwodowego testosteronu ulega syntezie i
metabolizmowi w nadnerczach) i odrywa kluczowa role m.in. w procesie wirylizacji struktur
androgenno-zaleznych w toku ontogenezy, w spermatogenezie [Veltri i wsp., 2007]. Jego
obecnos¢ powoduje zahamowanie produkcji hormonéw piciowych wskutek ujemnego
sprzezenia zwrotnego osi podwzgorze — przysadka - jadra [Veltri 1 wsp., 2007; Arnold, 2009;
Nicholson i wsp., 2011; Nicholson i wsp., 2013].

W prostacie testosteron przeksztatcany jest przy udziale jadrowego blonowego enzymu Sa-
reduktazy  steroidowej (SRdSar) [EC 1.3.99.5] do dihydrotestosteronu (ang.
dihydrotestosterone, DHT), gldéwnego androgenu w gruczole [McConnell 1 wsp., 1991;
McConnell 1 wsp., 1995], na drodze enzymatyczne konwersji przy udziale fosforanu
dinukleotydu nikotynoadeninowego (NAPDH) [Russell i wsp., 1994] [Ryc. 6.]. Wyr6znia si¢

obecnie trzy izoformy tego enzymu: So-reduktaze steroidowa typu 1, typu 2 i typu 3.
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Najdoktadniejsza charakterystyke tego enzymu opisano jak dotad w stosunku do izoformy 1 1
2 [Zhu 1 wsp., 2009]. Rdznig si¢ one m. in. chromosomalng lokalizacja genu ich kodujacego,
dystrybucjag w organizmie cztowieka, parametrami kinetycznymi (statg kinetyczng Km), czy
tez optimum aktywnos$ci w zaleznos$ci od pH [Jenkins i wsp., 1992; Thigpen i wsp., 1993;
Russell 1 wsp., 1994]. Obecnosc izoformy typu 3 enzymu stwierdzono, jak dotad, w
komorkach nowotworowych prostaty [Godoy i wsp., 2011; lzumi i wsp., 2013]. Krotka
charakterystyke dwoch pierwszych rodzajow So-reduktazy steroidowej przedstawiono w
tabeli ponizej [Tab. 1.].

Tab. 1. Charakterystyka izoform 5a-reduktazy steroidowej typu 1 i typu 2 [wg Kumar i wsp., 2008;
Gravas i wsp., 2010].

izoforma Typ 1 Typ 2

lokalizacja chromosom 5 chromosom 2

chromosomalna

lokalizacja w | szeroko komorki ukl. ptciowego i narzadéw piciowych, w

organizmie rozpowszechniony — w | tym: gruczolu krokowego, najadrza, pgcherzykow

czlowieka komorkach skory, nasiennych, narzadow skory, mieszkow
watroby, prostaty, | wlosowych, macicy, watroby, piersi, tozyska,
gruczotu moézgu
lojowego, w mozgu

optimum pH 6-85 5.5

warto$¢ Km 10 uM 0.4 uM

inhibitor dutasteryd finasteryd, dutasteryd

Okoto 90% catkowitej gruczotowej puli androgenéw (gtownie w postaci
dihydrotestosteornu; DHT) syntetyzowana jest zasadniczo w jadrach, dalsze 10% stanowic
moga androgeny pochodzenia nadnerczowego, chociaz tej puli przypisuje si¢ mniejsze
znaczenie w etiologii BPH [Roehrborn i wsp., 2008; Roehrborn i wsp., 2011]. Wewnatrz
komorki, zarowno testosteron i DHT, wigza si¢ efektywnie do receptora androgenowego,
jednakze powinowactwo DHT do receptora jest znacznie wigksze [Andriole 1 wsp., 2004].
Obecnos¢ tego hormonu podczas rozwoju ptodu napedza m. in. zréoznicowanie ptciowe zatoki
1 przeksztalcanie w prostat¢ w toku ontogenezy, odpowiedzialna jest rowniez za powstawanie
genitaliow meskich i1 drugorzednych cech piciowych w procesie wirylizacji [Chatterjee, 2003;
Nicholson i wsp., 2011]. Te wtasnie wtasciwosci biologiczne sprawiaja, iz uznaje si¢ go jako
najistotniejszy androgen prostaty, kluczowy w procesie rozwoju i starzenia si¢ tego gruczotu

[Roehrborn i wsp., 2008; Nicholson i wsp., 2011].
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Badacze zajmujacy si¢ problematyka schorzen ukladu moczowo - plciowego sa
zgodni, iz u podloza etiopatogenezy BPH lezy generalnie proces starzenia si¢ przy
jednoczesnym udziale hormonow piciowych: androgendéw i estrogendow, cho¢ ich udziat w
patogenezie BPH, w szczegdinosci androgenow, wydaje si¢ mie¢ charaktery permisywny, tj.
predysponujacy, niejako ulatwiajacy, czy tez przyspieszajacy progresje schorzenia, ale go nie
indukujacy [Huggins i wsp., 2002; Cunha i wsp., 2004; Ho i wsp., 2011]. Stad tez coraz
czesciej formowane jest przekonanie, iz rozw0j schorzenia wymaga¢ moze obecnosci
androgenow syntetyzowanych w jadrach juz w toku rozwoju czy dojrzewania, a nie tylko w
okresie starzenia si¢ m¢zczyzn [Cunha i wsp., 2004].

Badania nad wewnatrzgruczolowymi zmianami stgzen hormonow plciowych
wykazaty, ze zawarto$¢ testosteronu w prostacie ulega zmniejszeniu wraz z wiekiem wskutek
przebiegu okresu przekwitania u mezczyzn, w wyniku czego dochodzi do obnizenia tempa
syntezy testosteronu w jadrach, w konsekwencji jego stezenia w surowicy [Russell i wsp.,
1994; Briganti i wsp., 2009], a na zasadzie ujemnego sprz¢zenia zwrotnego prowadzi do
zwigkszenia produkcji hormondéw tropowych przysadki [Briganti i wsp., 2009]. Dochodzi
takze do zaburzen metabolizmu testosteronu w sterczu oraz rozregulowania systemu
wewatrzwydzielniczego: podwzgdrze-przysadka-gonady [Lepor, 2004; Lepor, 2005].
Doprowadza to do zmniejszania a nastepnie zaniku strefy zewnetrznej gruczotu krokowego,
zwigkszenia biosyntezy m.in. estrogenow indukujacych rozrost strefy przejsciowej [Briganti i
wsp., 2009; Ricke 1 wsp., 2011; Nicholson i wsp., 2013]. Komorki sekrecyjne wyScielajace
przewody wydzielnicze gruczotow (tzw. luminalne) wymagajag obecnosci androgenow,
zwlaszcza wewnatrzkomorkowo DHT, regulujacego koncowego procesy roznicowania i
wydzielnicze w obrgbie stercza, syntetyzowanego m.in. w komorkach glownie w
fibroblastach zrgbu 1 w komorkach podstawnych nabtonka gruczolu krokowego [Russell 1
wsp., 1994; Briganti i wsp., 2009]. DHT, uznawany za kluczowy w patogenezie BPH,
oddziatujac z receptorami androgenowymi, reguluje transkrypcje szeregu genéw promujacych
proliferacje komorek stercza 1 zwiekszanie ich objetosci [Wilson 1 wsp., 1980; Wilson, 1980;
Thigpen, 1992; Briganti i wsp., 2009; Ricke 1 wsp., 2011; Yadav i wsp., 2012; [zumi i wsp.,
2013].

Do innych androgenow ulegajacych przeksztatceniu w aktywne hormony steroidowe
oddziatujacych bezposrednio na aktywno$¢ metaboliczng gruczotu krokowego zalicza si¢
takie hormony nadnerczy jak: dehydroepiandrosteronu (DHEA), androstendion, i Sa-

androstendion [Weihua i wsp., 2002; Arnold, 2009; Oliveira i wsp., 2007].
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Niecatkowicie wyjasniony charakter udziatlu androgenow w etiopatogenezie BPH
wynika¢ moze ze skomplikowanej budowy samego receptora androgenowego (ang. androgen
receptor; AR), fizjologicznego, komoérkowego 1 molekularnego podtoza jego dziatania,
regulacji jego aktywnosci [Briganti 1 wsp., 2009; Benett i wsp., 2010; Yadav i wsp., 2012;
Green i wsp., 2012; Izumi i wsp., 2013; Nicholson 1 wsp., 2013; Schrecengost i wsp., 2013].
Receptor androgenowy nalezy do tzw. klasy I (steroidowej) podrodziny jadrowych
receptorow (ang. nuclear receptor superfamily; NRSF), do ktorej nalezg takze receptory dla
glikokortykoidow, mineralokortykoidéw, receptory estrogenowe oraz progesteronu [Benett i
wsp., 2010]. Wspdlnie wchodzg w sktad wigkszej nadrodziny receptorow jadrowych (ang.
nuclear receptors family, NRF) [Detera-Wadleigh i wsp., 1994; Heinlein i wsp., 2002;
Montgomery 1 wsp., 2001; Yadav i wsp., 2012; Green 1 wsp., 2012].

Podobnie, jak wigkszo§¢ innych cztonkéw narodziny receptoréw jadrowych, AR
posiada kilka domen wykazujace okreslone funkcje aktywujace (ang. activation function, AF;
syn. transcription activation unit; TAU). W jego strukturze mozna wydzieli¢ 4 funkcjonalne
domeny: N- koncowa, zmienng domen¢ NTD — tzw. transaktywacyjng (ang. amino-terminal
transactivation domain; NTD) zawierajaca domen¢ warunkujacg funkcje¢ aktywacyjng AF-1
(ang. activation function domain 1 AF-1) [Chamberlain i wsp., 1996]; silnie konserwatywna
(pod wzgledem sekwencji aminokwasowej) domeng DBD — wiazaca DNA (ang. DNA binding
domain; DBD) zawierajacg trzy alfa-helisy biatkowe tworzace dwa motywy “palca
cynkowego” (ang. zinc finger motifs); domen¢ (region) zawiasowg zawierajaca tzw. “sygnatl
lokalizacji jadrowej” (ang. nuclear localization signal, NLS); domene wigzaca ligand (ang.
ligand binding domain; LBD), w obrgbie ktorej znajduje si¢ rowniez domena warunkujgca
funkcje¢ aktywacyjna - AF-2 (ang. activation function domain I, AF-2) - o bardzo zmiennej
sekwencji aminokwasowej decydujacej o specyficznosci odpowiedzi AR na dziatanie liganda
[Jenster 1 wsp., 1993; Jenster 1 wsp., 1995; Chamberlain i wsp., 1996; Nicholson i wsp., 2011;
Yadav i wsp., 2012; [zumi 1 wsp., 2013] [Ryc.4].
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Ryc. 4. Schemat budowy receptora androgenowego (AR) z podziatem na poszczegélne domeny [wg
van de Wijngaart i wsp., 2012].

W odréznieniu od wysoce konserwatywnych sekwencji aminokwasowych domen
DBD i LBD, domena transaktywacyjna NTD jest najmniej konserwatywnym regionem AR.
Region ten sktada si¢ z szeregu powtdrzen poliglutaminianowych (poli-Q), poliprolinowych
(poli-P) 1 poliglicynowych (poli-G) [Green 1 wsp., 2012]. Obie wspomniane domeny AF-1 i
AF-2 wykazuja zroznicowang zalezno$¢ od liganda. Domena AF-1 wykazuje swoja
aktywno$¢ niezaleznie od jego obecnosci, natomiast aktywnos$¢ AF-2 wymaga specyficznego
wigzania si¢ liganda. Sugeruje si¢ rowniez kluczowa role wzajemnych interakcji pomiedzy
domenami NTD i LBD w aktywacji molekularnej receptora androgenowego [He 1 wsp., 2000;
Langley i wsp., 1995; Chang i wsp., 1999; Chang i wsp., 2005; Wang i wsp., 2005]. U ludzi
gen kodujacy AR zlokalizowany jest na chromosomie X, wielkosci 75-90 tys. par zasad (kb)
DNA. Region kodujacy obejmuje 8 egzondéw [Benett i wsp., 2010; Culig 1 wsp., 2012; van de
Wijngaart 1 wsp., 2012] [Ryc. 4.].

W stanie niezwigzanym z ligandem AR wystepuje w cytoplazmie komodrkowej w
potaczeniu z tzw. biatkami szoku cieplnego (opiekunczymi; syn. szaperonowymi; ang. heat
shock proteins; HSP. Minimalny zestaw biatek warunkujacych stabilizacj¢ receptora obejmuje
biatka: Hsp70 (hsc70), Hsp40 (Ydj1), Hop (p60), Hsp90 1 p23 [Pratt i wsp., 1997; Dittmar 1
wsp., 1998; Kosano 1 wsp., 1998; Prescott 1 wsp., 2006]). W tym stanie AR jest uwazany za
nieaktywny, niezdolny do wigzania si¢ z innymi biatkami, ani do wptywu na transkrypcje
genow [Prescott 1 wsp., 2006; Chmelar i wsp., 2007; Culig 1 wsp., 2012; van de Wijngaart 1
wsp., 2012].

W klasycznej, tzw. “kanonicznej”, genomowej drodze dziatania AR (ang. canonical
pathway; syn. genomic pathway) w komorkach stercza, indukcja aktywnosci molekularnej
odbywa si¢ wskutek zwigzania si¢ z androgenami prowadzac do okreslonej kaskady zdarzen.

Wiazania si¢ liganda (testosteronu, dihydrotestosteronu) do swego rodzaju “kieszeni” w
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obrgbie C-koncowej domeny wiazacej ligand (LBD) inicjuje skomplikowane zmiany
konformacyjne AR [Jenster i wsp., 1993; Wang i wsp., 2005; Benett i wsp., 2010; Nicholson i
wsp., 2011], dysocjacje AR z kompleksu z biatkami HSP, a w konsekwencji translokacje do
jadra komorkowego, sterowang przez domen¢ NLS [Simental i wsp., 1991; Jenster 1 wsp.,
1993; Benett i wsp., 2010; Nicholson i wsp., 2011; Yadav i wsp., 2012; van de Wijngaart i
wsp., 2012; Green i wsp., 2012]. W strukturze dimeru AR dwie domeny DBD rozpoznaja
specyficznie okreslone, konstytutywne sekwencje DNA okreslane terminem ‘“‘elementami
odpowiedzi androgenow” (ang. androgen response elements; ARE) sktadajacych si¢ z dwoch
palindromowych sekwencji przedzielonych trojka nukleotydowa AGAACAnnnTGTTCT
[Verrijdt i wsp., 2003; Gao, 2010; van de Wijngaart i wsp., 2012] [Ryc. 5.].

Receptory steroidowe, w tym AR, w komorkach prostaty nie oddzialujg samodzielnie
na geny bedace pod ich kontrolg lecz posrednicza w sieci interakcji z czynnikami
transkrypcyjnymi [Lee i wsp., 2000], z kompleksem polimerazy RNA II [Lee i wsp., 2003]
oraz bialkami warunkujacymi modyfikacje (relaksacje) struktury chromatyny. W pierwszej
fazie tego etapu dochodzi m.in. do utworzenia tzw. kompleksu preinicjujacego; ang.
preinitiation complex, PIC [Lee i wsp., 2000]) prowadzacymi do inicjacji syntezy mRNA
genéw docelowych w komoérkach gruczolu krokowego, m. in. PSA (okreslane réwniez
symbolem PSAT1; ang. phosphoserine aminotransferase 1 — aminotransferaza fosfoserynowa
1) [Montgomery i wsp., 1992; | i TGF [Kyprianou i wsp., 1989] i innych [O’Malley i1 wsp.,
2009].

Oproécz wplywu bezposredniego oddzialywania z biatkami komoérkowe) maszynerii
transkrypcyjnej na aktywno$¢ molekularng AR kluczowa role w tym procesie odgrywaja tzw.
bialka regulatorowe (syn. koregulatorowe; ang. co-regulators) [Lee 1 wsp., 2000]. W sktad
ich wchodza tzw. koaktywatory (ang. co-activators) - czynniki bezposrednio oddziatywujace
z AR 1 prowadzace do zwigkszenia jego aktywnoS$ci transkrypcyjnej, oraz hamujace ich
dziatanie biatka korepresorowe (ang. corepressors) - na drodze r6znych mechanizmow [ Wang
1 wsp., 2005; Gao, 2010; Culig 1 wsp., 2012; van de Wijngaart 1 wsp., 2012; Izumi 1 wsp.,
2013] [Ryc. 5.]. Oba typy koregulatoréw sa niezbedne do efektywnej regulacji aktywnosci
AR, w tym regulacji transkrypcji genow docelowych [Chang i wsp., 2005; Wang i wsp.,
2005; Chmelar 1 wsp., 2007].

Obecnie samych koaktywatorow receptora androgenowego, ktérych umownie dzieli
si¢ na dwie klasy, zidentyfikowano ponad 300 [Culig i wsp., 2012; van de Wijngaart i wsp.,
2012], a wiele z nich jest sktadnikami lub wchodzi w oddziatywania z bialkowymi

kompleksami warunkujacymi m. in. kowalencyjne modyfikacji histonéw (tzw. enzymy
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modyfikujace histony; ang. histone modifying enzymes, HME) [Chen i wsp., 1997; Spencer i
wsp., 1997; Blanco i wsp., 1998; Heemers 1 wsp., 2007; Kinyamu i1 wsp., 2004; Powell i
wsp., 2004; Tan 1 wsp., 2000; Wang 1 wsp., 2005; van de Wijngaart i wsp., 2012; Culig 1 wsp.,
2012].

Pierwsza klasa koaktywator6w wptywa na funkcjonalng aktywnos$¢ receptorow
steroidowych, wptywajac na aktywnos$¢ komoérkowych proceséw transkrypcyjnych [Heinlein
1 wsp., 2002; Hofman 1 wsp., 2001; Lewis 1 wsp., 2003; Culig i wsp., 2004; Culig, 2004].
Biatka koaktywatorowe nalezace do drugiej klasy wykazuja aktywno$¢ modyfikujaca
struktur¢ chromatyny poprzez zmiany aktywnoS$ci acetylotransferazy histonéw lub biora
udzial w przebudowie (zmianach konformacji) chromatyny zaleznej od ATP [Heinlein i wsp.,
2002; Dilworth 1 wsp., 2001; Culig i wsp., 2004; Wang 1 wsp., 2005; Lee i wsp., 2003;
Chmelar 1 wsp., 2007; Culig i wsp., 2012; van de Wijngaart 1 wsp., 2012]. Wykazano ponadto,
ze aktywacja AR 1 inicjacja transkrypcji genéw wiaze si¢ z jego przylaczaniem do innych
czynnikow transkrypcyjnych - w tym przypadku receptor dziata zasadniczo jak koaktywator
wiazacy si¢ z innymi koaktywatorami [Green i wsp., 2012]. Przyktadami koaktywatorow,
ktorych nadekspresja w komorkach prostaty koreluje z aktywnoscia receptora androgenowego
sa biatka: ARA70, FHL2, TIF2, FHL2 [Heemers i wsp., 2007; Agoulnik i wsp., 2006].
Natomiast przykladami androgenoniezaleznych koaktywatorow AR sg m. in. biatka p300,
CBP [Culig 1 wsp., 2012] 1 Tip60 [Halkidou i1 wsp., 2003]. Przedstawicielami korepresorow
receptora androgenowego sa m.in. kompleksy ARA67/PAT1 [Zhang i wsp., 2004],
kalretikulina [Dedhar 1 wsp., 1994], biatko Akt [Lin 1 wsp., 2001] czy tez biatko ARR19
[Jeong i wsp., 2004].

Trudnosci w zrozumieniu roli jaka odgrywaja androgeny 1 receptor androgenowy w
etiopatogenezie BPH przysparza réwniez fakt zlozonej enzymatycznej regulacji aktywnosci
molekularnej tego receptora [Benett 1 wsp., 2010; Green 1 wsp., 2012]. Biatko to podlega
szeregu procesom fosforylacji 1 jest substratem dla enzymoéw nalezacych do grup kinaz
biatkowych, w tym dla kinaz tyrozynowych czy w szlaku sygnalizacji komodrkowej za
posrednictwem receptoréw sprzezonych z biatkiem G (GPCR) [Cao i wsp., 2006; Benett 1
wsp., 2010]. W obu przypadkach obserwuje si¢ fosforylacje (aktywacje) szeregu
specyficznych reszt serynowych w strukturze AR, w obecnos$ci lub niezaleznie od obecnosci
liganda (androgenow) [Blok 1 wsp., 1998; Yeh i wsp., 1999; Scheid 1 wsp., 2001; Gioeli 1 sp.,
2002; Manin i wsp., 2002; Cao i wsp., 2006; Chmelar i wsp., 2007; Benett 1 wsp., 2010;
Mazaris i wsp., 2013; Ahmed i wsp., 2014].

27



SUBSTRAT:
T, DHT CYTOPLAZMA

&
ffg aktywacja AR,
dimeryzacja

koregulatory JADRO KOMORKOWE
AR

‘-

TRNNG N

wiazanie do sekwencji ARE

Kompleks
transkrypcyjny

———> TRANSKRYPCJA

Ryc. 5. Schemat genomowej drogi dziatania receptora androgenowego [Li i wsp., 2009 -
zmodyfikowane]. AR — receptor androgenowy; HSP — biatka szoku termicznego (ang. heat shock
proteins); ARA70 — przyktad bialka aktywatora AR.

Wyniki naukowych obserwacji poczynionych w ostatnich dwoch dekadach, w
przewazajacej ilosci przeprowadzone na hodowlach komoérkowych [Foradori 1 wsp., 2007,
Foradori i wsp., 2008; Benett i wsp., 2010] wskazuja, iz androgeny (podobnie jak progesteron
1 estrogeny), oprocz wspomnianej powyzej klasycznej, genomowej, drogi dzialania mogag
wywotywa¢ komodrkowe 1 fenotypowe efekty (m.in. wynikajace z faktu aktywacji zmian
androgenno-zaleznych pomimo obecno$ci inhibitoréw transkrypcji) §wiadczace o istnieniu
innej, tzw. niegenomowej (Syn. pozagenomowej; ang. nongenomic pathway) drogi ich
dziatania [Linja i wsp., 2004; Chmelar i wsp., 2007; Benett 1 wsp., 2010; Nicholson i wsp.,
2011; Green i wsp., 2012; Kamrath i wsp., 2013; Mazaris i wsp., 2013; Ahmed 1 wsp., 2014].
Jako przyktad niegenomowego mechanizmu dziatania hormonéw steroidowych (w tym AR)
mozna przytoczy¢ wyniki obserwacji $wiadczacych m.in. o tym, iz kompleksy hormony-
zaktywowane receptory jadrowe (w tym AR) sg w stanie oddzialywa¢ wraz z innymi
czynnikami transkrypcyjnymi w obrgbie sekwencji promotorowych gendéw docelowych bez

bezposredniego wigzania si¢ z DNA [Gottlicher 1 wsp., 1998]. Innym przykladem omawiane;j
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drogi dziatania hormondw steroidowych jest aktywacja kinazy aktywowanych mitogenami
(ang. mitogen-activated protein kinases, MAPK): gldwnie kinaz Raf oraz ERK1/2 [Unni i
wsp., 2004] z wylaczeniem bezposredniej indukcji procesoéw transkrypcyjnych w procesie
transdukcji sygnatlow w komoérkach docelowych [Migliaccio 1 wsp., 1996; Migliaccio 1 wsp.,
1998; Castoria i wsp., 1999] oraz czesto wystepujacy w wielu réznych typach komoérek
szybki wzrost st¢zenia wewnatrzkomorkowego wapnia [Ca2+] [Steinsapir i wsp., 1991;
Lieberherr 1 wsp., 1993; Audy i wsp., 1996; Benten i wsp., 1998; Benten 1 wsp., 1999; Liu i
wsp., 2005; Foradori i wsp., 2007] . Efekty te pojawiajg si¢ zwykle w ciggu kilku sekund do
minut i zostaty opisane dla wszystkich klas hormonéw steroidowych [Baulieu i wsp., 1995;
Wehling i wsp., 2006; Foradori i wsp., 2008; Nicholson i wsp., 2011].

Kluczowa role w niegenomowej drodze dziatania hormonéw steroidowych, oprocz
wspomianych kinaz, odgrywaja komorkowe szlaki sygalizacyjne, w ktorych posrednicza
takze kinazy Akt, niereceptorowe kinazy tyrozynowe Src [Migliaccio i wsp., 1996; Migliaccio
1 wsp., 2000; Kousteni i wsp., 2001], drugorzedowe przekazniki informacji cAMP czy kinazy
biatkowe A, C (ang. protein kinases A, C; PKA, PKC) [Ikonen i wsp., 1994; Nazareth i wsp.,
1996; Sadar 1 wsp., 1999] przy udziale biatek transportujacych androgeny SHBG (ang. sexual
hormone binding globulins) wiazacych si¢ z receptorem AR oraz testosteronem [Ikonen i
wsp., 1994; Nazareth 1 wsp., 1996; Rowan i wsp., 2000; Wang i wsp., 2002; Linja i wsp.,
2004; Foradori i wsp., 2008]. Coraz czesSciej w pozagenomowej, komorkowej drodze
dziatania androgenow bierze si¢ rowniez pod uwage istnienie nowego, blonowego receptora
steroidowego (osadzonego w blonie, zwigzanego z nig bezposrednio lub posrednio przy
udziale biatek SHBG), w tym androgenowego [Kampa 1 wsp., 2002; Pedram i wsp., 2002;
Foradori 1 wsp., 2008; Michels 1 wsp., 2008].

1.4.2.2. Estrogeny — ich metabolizm, udzial w patogenezie BPH

Jak wspomniano uprzednio, na rozwoj 1 czynnos¢ gruczotu krokowego wplywaja
rowniez estrogeny, w szczegolnosci estradiol (oznaczenie skrotowe - E2), ktory do stercza
dostarczany moze by¢ krwiobiegiem, jest syntetyzowany wskutek enzymatycznej konwersji
(aromatyzacji) z testosteronu i androgendéw nadnerczowych w komorkach mig$niowych i
thuszczowych katalizowanej przez enzym aromataze (syn. CYP19) [Griffiths, 2000; Ellem 1
wsp., 2009]. Szacuje sig, iz okoto 70% puli ww. hormondéw wytwarzanych jest na tej drodze,
wzglednie powstaje bezposrednio w jadrach (okoto 30%) [Weihua i wsp., 2001; Smith i wsp.,
2002; Ellem i wsp., 2009; Ellem 1 wsp., 2010] [Ryc. 6.].

29



W przeciwienstwie do obnizajacej si¢ wraz z wiekiem puli testosteronu w surowicy
starzejacych si¢ me¢zczyzn [Vermeulen 1 wsp., 1972], pula estradiolu w surowicy pozostaje
zwykle niezmieniona lub moze ulec podwyzszeniu [Briganti i wsp., 2009]. Jednakze u
starzejacych si¢ mezczyzn czgsto obserwuje si¢ przyrost masy ciala wynikajacy, po czesci, ze
zwigkszonej ilosci podskornej tkanki ttuszczowej [Zumoff 1 wsp., 1982; Griffiths 1 wsp,.,
2000; Briganti i wsp., 2009]. W komorkach adipocytow dochodzi wéwczas do nadmierne;j
aktywacji aromatazy o nie w pelni poznanym podlozu, co prowadzi moze nastgpnie do
zwigkszenia ilosci obwodowowego DHT powstajacego na drodze aromatyzacji [ Vermeulen i
wsp., 2002], zwigkszonej dystrybucji tego hormonu do gruczotu krokowego prowadzacej do
reaktywacji, badz tez indukcji proliferacji komorek stercza [Thomas i wsp., 1994; Stettner i
wsp., 2007; Vermeulen 1 wsp., 2002; Briganti i wsp., 2009; [zumi i wsp., 2013].

W konsekwencji obserwuje si¢ znaczacy spadek stosunku obwodowego testosteronu
do estradiolu, ktory jest tymczasowo zwigzany z wystegpowaniem schorzen prostaty, w
szczegolnosci postaci nowotworowej [Ellem 1 wsp., 2009]. Indukowane obecnoscig
estrogendw aberracje gruczotu krokowego wywotane rozrostem nabtonka prostaty
odnotowano, oprocz ludzi, réwniez u malp i pséw [Coffey 1 wsp., 1990; Prins i wsp., 2006;
Prins i wsp., 2008; Briganti i wsp., 2009; Ellem i wsp., 2010].

Kolejnym przyktadem wplywu estrogendéw na gruczot krokowy przytoczy¢ moga by¢
wyniki obserwacji $wiadczacych o tym, iz estradiol pochodzenia matczynego powoduje
metaplazj¢ nabtonka ptaskokomorkowego w rozwijajacym si¢ gruczole krokowym w meskim
potomstwie [Prins 1 wsp., 2008]. Eksperymentalnie wykazano mozliwos¢ indukcji rozrostu
prostaty u pséw otrzymujacych per os testosteron i estradiol (rowniez dihydrotestosteron)
[Juniewicz 1 wsp., 1989; Winter 1 wsp., 1995; Winter i wsp., 1996], jak 1 u szczurow [Noble i
wsp., 1977] - w obu rodzajach badaniach modelowych obecno$¢ estradiolu byta kluczowym
czynnikiem warunkujacych wystepowanie indukowanej postaci BPH [Kawashima i wsp.,
2012].

Przytoczone powyzej informacje oraz wyniki szeregu innych prac eksperymentalnych
wskazuja, iz rOwniez estrogeny, a nie tylko hormony androgenowe, odgrywaé¢ moga istotng
role w patomechanizmie BPH [Prins i wsp., 2006], indukujac estrogenozalezng proliferacje
komorek [Coffey 1 wsp., 1990; Prins 1 wsp., 2006; Prins 1 wsp., 2008; Briganti 1 wsp., 2009],
oddziatujgc na sSrodowisko komorkowe stercza poprzez aktywacje receptorow estrogenowych
1 androgenowych [Weihua i wsp., 2002; Smith i wsp., 2002] oraz wplyw na produkcje w
watrobie globulin wigzacych hormonéw plciowych [Von Schoultz i wsp., 1989; Farnsworth,

1999; Gupta 1 wsp., 2000; Smith 1 wsp., 2002] jak 1 czynnikéw wzrostu tkanek [Gupta 1 wsp.,
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2000; Weihua i wsp., 2001; Smith i wsp., 2002]. Dotychczas fizjologiczne i molekularne
podtoze aktywnosci estrogenoéw i ich rola w patogenezie BPH nie zostaly w pelni wyjasnione.
W S$wietle aktualnego stanu wiedzy oprocz ich wplywu na komorki nabtonka gruczotu
krokowego uwaza si¢, ze estrogeny moga stymulowaé rowniez proliferacje komorek zrebu
[Coffey 1 wsp., 1990; Prins i wsp., 2006; Prins i wsp., 2008; Briganti i wsp., 2009; Ellem i
wsp., 2009; Ho 1 wsp., 2011; Nicholson i wsp., 2011].

W  komoérkach docelowych hormony estrogenowe wigza si¢ do receptorow
estrogenowych wystepujacych w postaci dwoch izoform: receptor estrogenowy alfa (ang.
estrogen receptor alpha; ERa; syn. ERa, ER1) i receptor estrogenowy beta (ang. estrogen
receptor beta; ERP; syn. ERb, ER2), zroznicowanych pod wzglgdem strukturalnym czy
lokalizacji tkankowej (ERa wulega ekspresji glownie w zrgbie prostaty, a ERp jest
zlokalizowany przede wszystkim, ale nie wytacznie, w komodrkach nabtonka) [Weihua i wsp.,
2001; Weihua i wsp., 2002; Bonkhoff i wsp., 2003; Bosland, 2005; Ho i wsp., 2011;
Nicholson 1 wsp., 2013]), funkcjonalnym [Bosland, 2005; Ho i wsp., 2011] oraz
potencjalnego znaczenia w schorzeniach prostaty [Kawashima i wsp., 2012]. Izoformie ERa
przypisuje si¢ generalnie funkcje¢ stymulujaca proliferacje komorek, podczas gdy ERP funkcje
posredniczacg w procesie, z jednej strony biorgcej udzial w procesie réznicowania komorek
nabtonka gruczotu krokowego, z drugiej natomiast wskazuje si¢ na jej wlasciwosci
antyproliferacyjne / apoptotyczne w komodrkach nowotworowych [Bosland, 2005; Bonkhoft i
wsp., 2009; Kawashima 1 wsp., 2012]. Prowadzone w tym zakresie badana wskazuja ponadto
na potencjalne znaczenie biatkowych czynnikow wzrostu, w szczegolnosci FGF2 [Smith i1
wsp., 2002], ulegajacemu aktywacji wraz z ERa w komorkach zrebu gruczolu krokowego
[Prins 1 wsp., 2008; Briganti 1 wsp., 2009; Ellem i wsp., 2009].

Postgp wiedzy w tej materii wskazuje na swoistego rodzaju dualistyczny charakter
estrogendw w patomechamizmie schorzen prostaty, w szczegdlnosci postaci nowotworowej,
nie wykluczone jednak, ze réwniez w tagodnym rozroscie gruczotu krokowego [Ellem 1 wsp.,
2009; Ho 1 wsp., 2011; Kawashima 1 wsp., 2012; Nicholson 1 wsp., 2013]. Uwaza sig, iz
postepujacy wraz z wiekiem relatywny stabilny poziom lub nadmiar estrogenéw u me¢zczyzn
(bedacy przynajmniej czgsciowo konsekwencja, jak wspomniano uprzednio, konwersji T
pochodzacego z nadnerczy do 17B-estradiolu), zaburzenie homeostazy stosunku obwodowe;j i
tkankowej puli androgendéw / estrogenow moga by¢ sygnatem do hiperplazji strefy komorek
zrebu gruczotu krokowego [Griffiths 1 wsp., 2000; Weihua 1 wsp., 2002; Roberts i wsp., 2004;
Lepor, 2005]. Sugeruje si¢ ponadto, ze aktywacja ERa w zrgbie przez estrogeny promowac

moze proliferacje komorek tej strefy [Griftiths 1 wsp., 2000; Imamov 1 wsp., 2004; King i
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wsp., 2006; Zhao i wsp., 2007; Zhang 1 wsp., 2008; Kawashima i wsp., 2012]. Podobnie jak w
przypadku androgendéw, niecatkowicie wyjasniony charakter udzialu estrogenéw w
etiopatogenezie BPH rowniez wynika¢ moze ze skomplikowanej budowy receptorow, czy tez
regulacji ich aktywnos$ci [Ellem i wsp., 2009; Ho 1 wsp., 2011; Nicholson 1 wsp., 2011;
Nicholson i wsp., 2013].

el

androstenedion testosteron (T)

-

estron estradiol (E2)

e

Sa-dihydrotestosteron (DHT)

Ryc. 6. Schemat metabolizmu wybranych androgenéw i estrogenéw w komédrkach zrebu prostaty z
udziatem kluczowych enzyméw patogenezy BPH. Opracowanie wtasne.

SRd5ar1,2 - 5a-reduktaza steroidowa (izoformy typu 1,2); Arom — aromataza; 17B8-HSD — reduktaza
17B-hydroksysteroidowa; czarny kolor — androgeny; zielony kolor — estrogeny.

1.4.2.3. Kontrowersje w klinicznym obrazie obwodowego stezenia androgenow /
estrogenow w patomechanizmie BPH

Badania dowodza, Ze u starszej wiekiem populacji mezczyzn cierpigcych na BPH

moze dochodzi¢ do dodatnich korelacji pomiedzy stezeniem wolnego z estradiolu,
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biodostepnego testosteronu w obwodzie, poszczegdlnymi symptomami dolegliwosci LUTS a
objetoscig gruczotlu krokowego, co, zdaniem przynajmniej cze$ci badaczy, moze by¢ spdjne z
zatozeniem synergicznego zwigzku miedzy estrogenami a androgenami w patogenezie BPH u
mezczyzn w wieku starczym [Roberts 1 wsp., 2004; Ellem i wsp, 2010].

Doktadna analiza zmian stezen biodostepnego testosteronu, estradiolu w surowicy, w
homogenatach tkanek gruczotlu krokowego, biatkkowego markera PSA (ang. prostate specific
antigen) w surowicy pacjentoOw, intensywnosci wystepowania okreslonych dolegliwosci
LUTS 1 tempa wzrostu masy 1 objetosci gruczotu krokowego w okreslonych grupach
wiekowych pacjentow ze zdiagnozowanym BPH nie musi jednak wskazywacé na oczywiste,
fatwe w identyfikacji korelacje [Lepor, 2005; Nicholson i wsp., 2011]. W badaniach Roberts i
wsp. stwierdzono m.in., iz wystgpowanie u starszych mezczyzn podwyzszonego poziomu
biologicznie dostgpnego testosteronu i estradiolu w surowicy moze by¢ wyrazem dodatniej
(pozytywnej) korelacji z procesem powigkszenia rozmiaréw prostaty i stgzenia markera PSA
w surowicy, ale juz ujemnie (negatywnie) zwigzane z wartosciami urodynamicznymi (m.in.
tzw. parametru Qmax) u pacjentdw i stopniem nasilenia objawoéw LUTS [Robert i wsp.,
2004]. Na mozliwo$ci wystapienia problemow w dazeniu do ustalenia stopnia progresji BPH
na podstawie pomiaru zmian obwodowych androgenoéw i estrogenéw wskazuja kolejne
obserwacje dokonane m.in. przez Roberts i wsp. §wiadczace, iz u mezczyzn z niskim
poziomem biodostepnego testosteronu wartosci poziomu estradiolu moga by¢ skorelowane
wprost proporcjonalnie z wartosciami Qmax, jednakze bez zwigzku ze zmianami objgtosci
gruczotu krokowego [Robert 1 wsp., 2004].

Fizjologiczne 1 molekularne mechanizmy lezagce u podstaw wplywu hormonow
ptciowych na zmiany objetosci gruczotu krokowego, stezenia PSA w surowicy, parametry
urodynamiczne prostaty, moga by¢ osobniczo zmienne i, pomimo przeprowadzonych w
ostatnich latach badan eksperymentalnych i klinicznych w tym obszarze, pozostaja nadal nie
w pelni poznane 1 wymagaja wyjasnienia. Szereg prac wykonanych na przestrzeni minionych
lat nie wykazala bowiem istotnej korelacji pomiedzy zmianami st¢zen estradiolu
(transportowanego z biatkam SHBG oraz w postaci wolnej, niezwigzanej, czesto okre§lanego
terminem ,,catkowitego”) [Cochran i wsp., 1981; Rannikko i wsp., 1983; Hulka i wsp., 1987;
Suzuki 1 wsp., 1992], wolnego [Rannikko 1 wsp., 1983] 1 biologicznie dostgpnego T [Partin i
wsp., 1991; Parson 1 wsp., 2006] w osoczu lub surowicy starzejacych si¢ mezczyzn z
objawami BPH. Nie znaleziono bowiem istotnego zwigzku migdzy stezeniem catkowitego T
W osoczu u pacjentéw ze stwierdzonym BPH [Rannikko i wsp., 1983; Parson i wsp., 2006], u

pacjentow cierpigcych na BPH poddanych zabiegowi chirurgicznemu [Gann i wsp., 1995;
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Platz i wsp., 1999] lub z nasilonymi objawami LUTS $wiadczacymi o powigkszeniu prostaty
[Platz i wsp., 1999]. Réwniez udziat wplywu zmian st¢zen obwodowego estradiolu na stopien
progresji BPH, nasilenia symptomoéw LUTS 1 zmian objetosci gruczolu krokowego wymaga
dalszych ustalen w celu potwierdzenia pozytywnego lub udowodnienia negatywnego zwiagzku
przyczynowo - skutkowego. Postulowana rosngca rola oszacowania stosunku estradiolu do
objetosci prostaty, stezenia markera PSA w surowicy u me¢zczyzn i wysokiej zawartosci
biodostepnego T w diagnostyce przebiegu rozrostu prostaty, cieszy si¢ w Srodowisku
urologéw 1 endokrynologdéw coraz wigkszym zainteresowaniem [Robert 1 wsp., 2004; Lepor,
2005]. Przypuszcza sig¢, ze obserwowane relacje moga by¢é wynikiem wpltywem estradiolu
i/lub ww. androgenu nie tylko na wielko$¢ gruczotu krokowego ale i powodowaé zaburzenia
funkcjonowania pgcherza moczowego umiejscowionego w bezposrednim anatomicznym
sgsiedztwie stercza, ktéra to zmiana moze zwrotnie promowacé patogeneze BPH [Robert 1
wsp., 2004].

Jakkolwiek przytoczone powyzej przyktady badan wskazuja na pewnego rodzaju
zalezno$ci pomiedzy zmianami stezenia catkowitego estradiolu, biodostgpnego T a
wystepowaniem zmian masy i objetosci gruczotu krokowego u starzejacych si¢ mezczyzn, to
jednak bez watpienia maja one skomplikowany charakter, ciggle nie w peitni poznany.
Swiadcza o tym, iz u podloza indukcji / progresji tagodnego rozrostu gruczotu krokowego

leze¢ moga takze inne fizjologiczno - molekularne patomechanizmy [Lepor, 2005].

1.4.3. Procesy zapalne w przebiegu BPH

Procesy zapalne przebiegajace w obrebie stercza mogg w znaczacy sposob wpltywac
na powstawanie zmian rozrostowych zachodzacych w gruczole krokowym i w jego
bezposrednim anatomicznym otoczeniu [Briganti i wsp., 2009; Gandaglia i wsp., 2013;
Corona 1 wsp., 2014].

Szereg badan klinicznych, autopsyjnych (histopatologicznych) potwierdzito, oprocz
obecnosci limfocytow T, B, makrofagéw i1 komorek tucznych w zakresie fizjologicznych
wartosci [Steiner i wsp., 1994; Bierhoff i wsp., 1996; Bostwick i wsp., 2003], wystgpowanie
lokalnych procesow zapalnych w obrebie gruczotu korkowego u pacjentow z objawami BPH
[Briganti 1 wsp., 2009] . Postep wiedzy jaki dokonatl si¢ w tym obszarze sktania badaczy do
przekonania znacznego udzialu przewleklego zapalenia stercza w promocji wldknisto —
migsniowego rozrostu w obrgbie prostaty w patomechamizmie BPH [Kramer i wsp., 2002;

Briganti 1 wsp., 2009]. Jako przykiad mozna przytoczy¢ badania Kohnen 1 wsp. [Kohnen i
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wsp., 1979], badania REDUCE (ang. Reduction by Dutasteride of Prostate Cancer Events
trial) [Nickel i wsp., 2007; Nickel i wsp., 2008], MTOPS (ang. Medical Therapy of Prostate
Symptoms Study) [Kramer i wsp., 2006; Kramer i wsp., 2007], w ktorych poziom infiltracji
komoérek procesu zapalnego w obrebie stref gruczotu krokowego siegal 43% - 98%.
Nierzadko stwierdza si¢ dodatnig korelacje pomiedzy znacznym rozrostem stercza,
podwyzsoznym pozimem PSA, zwiekszonym ryzykiem wystgpowania ostrego nietrzymania
moczu a progresja stanu zapalnego [Kramer i wsp., 2006; Kramer 1 wsp., 2007].

Istnieje wiele hipotez dotyczacych nagromadzenia czynnikow wzrostowych i1 cytokin,
ktore indukuja powstawanie standow prozapalnych w obrebie stercza [Briganti i wsp., 2009;
Chughtai i wsp., 2011; Chughtai i wsp., 2013; Gandaglia i wsp., 2013; Corona i wsp., 2014].
Jedna z najbardziej wiarygodnych wydaje si¢ by¢ hipoteza oparta na etiologii infekcyjnej. W
kilku badaniach wykazano bowiem obecno$¢ réznorodnych bakterii 1 szczepdw wirusowych
w probkach BPH. Szczepy te moga prowadzi¢ do wytwarzania prozapalnych cytokin i
chemokin w obrebie komorek zrgbu, co z kolei moze prowadzi¢ do rozrostu gruczolu
prawdopodobnie na skutek reakcji autoimmunologicznych wobec wlasnych antygenow
uwolnionych w wyniku uszkodzenia tkanki [Mishra 1 wsp., 2007]. Sposrdd autoantygenow,
ktére uwaza si¢ za najbardziej prawdopodobne nalezy wskaza¢ na antygen PSA, ktérego
obecnosé przyczyniata sie do aktywacji receporow CD4" komorek T [Robert i wsp., 2009].
Istniejg badania wykazujace, ze interleukiny prozapalne moga prowadzi¢ do progresji BPH
[Briganti i wsp., 2009; Corona i wsp., 2014].

Coraz powszechniej postulowane jest zalozenie, iz odnotowywane zmiany zapalne
spowodowane moga by¢ mikrouszkodzeniami w obrebie stercza na poziomie lokalnym, a
cytokiny produkowane przez komorki zapalne moga stuzy¢ do kierowania w miejsca
mikoroszkodzen tkanek gruczotu krokowego i lokalnej produkcji czynnikow wzrostu i/lub
procesu angiogenezy w tkance w sposob zblizony do obserwowanego w procesie gojenia si¢
ran [Briganti 1 wsp., 2009; Corona 1 wsp., 2014]. Stwierdzano bowiem podwyzszone stezenia
szeregu cytokin prozapalnych w tkankach BPH, m. in. w komérkach zrebu interleukin IL-15
[Handisurya i wsp., 2001], w komorkach bazalnych i zrebu stercza — cytokin IL-17,
limfocytow T [Steiner i wsp., 2003], a w komorkach epitlialnych interleukin IL-8 [Royuela i
wsp., 2000; Giri i wsp., 2001; Briganti i wsp., 2009]. W testach in vitro obserwowano, ze
receptory CD4" na limfocytach T aktywowane przez rozrastajace sie komoérki zrebu prostaty
przyczynialy si¢ do znacznego wzrostu wydzielania m. in. interleukin IL-12, 17 1 IL-23
[Penna i wsp., 2009; Xu i wsp., 2010]. McDowell i wsp. wykazali, ze komorki zapalne moga

by¢ przyciggane do mikrosrodowiska tkanki gruczotu krokowego 1 moga selektywnie
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promowaé procesy proliferacji nablonka prostaty [McDowell i wsp., 2009]. Wang i wsp.
obserwowali natomiast, ze cyklooksygenaza 2 (COX-2) moze réwniez w znaczacy sposob
przyczynia¢ si¢ do powstawania stanu zapalnego w obrgbie stercza [Wang 1 wsp., 2004]. W
badaniu z udzialem ludzkich komoérek nablonka zrgbu gruczolu prostaty wykazano, ze
starzenie zrgbu prostaty powoduje aktywacje kilku genéw kodujacych mediatory zapalne,
takie jak chemokiny (CXCL1, CXCL2, CXCL5, CXCL6, CXCL12) i interleukiny, np. IL-11,
IL-33 [Begley 1 wsp., 2008]. Procesy te moga przebiega¢ na niskim poziomie i narasta¢ w
czasie, prowadzac z czasem do promowania i proliferacji zar6wno komorek nabtonka jak i
fibroblastycznych / miofibroblastycznych typow komorek w starzejacym si¢ gruczole BPH
[Robert i wsp., 2009; Briganti i wsp., 2009; Corona i wsp., 2014].

Zardéwno przewlekle jak 1 ostre zapalenie moze prowadzi¢ do sytuacji prowadzacych
do proliferacji komorek tkanki gruczotu krokowego przy udziale proceséw utleniajacych
[Naber i wsp., 2000]. Wiadomym jest, iz zapalenie gruczolu krokowego moze prowadzié
rowniez do powstawania wolnych rodnikow, powigzanych z tlenkiem azotu (ang. nitric oxide,
NO) i1 r6znych innych reaktywnych form tlenu [Naber 1 wsp., 2000]. Makrofagi i1 neutrofile,
ktore sg zrédtem wolnych rodnikdéw, moga wywotywaé zmiany rozrostowe, zmiany tkankowe
1 mutacje DNA oraz prowadzi¢ do uwalniania kwasu arachidonowego z bton. Uwaza si¢, ze
aktywno§¢ NO i1 COX moze odgrywaé¢ wazng role w okre$laniu zwigzku pomiedzy

zapaleniem i rozrostem prostaty [Naber i wsp., 2000].

1.4.4. BPH jako zespo6l metaboliczny

Na przetomie ostatnich dwoch dziesigcioleci coraz cze$ciej podkresla si¢ mozliwy
zwigzek miedzy czestoscia zapadalnosci na BPH, wystgpowaniem objawoéw LUTS oraz kilku
zaburzen metabolicznych sygnowanych pod wspdlng nazwa “zespotu metabolicznego” (ang.
metabolic syndrome, MetS) [Briganti 1 wsp., 2009; Abdollah 1 wsp., 2011]. Zdaniem
przynajmniej czesSci Srodowiska naukowego wspomniany zbidr standw chorobowych,
zwigzanych réwniez z uposledzonym insulinozaleznym wychwytem glukozy, staje si¢ coraz
bardziej rozpowszechnionym zaburzeniem na calym $wiecie [Hammarsten i wsp., 2001].
Obejmuje on zespdt metabolicznych zaburzen takich jak: otylo$¢, dyslipidemia, miazdzyca,
nadci$nienie 1 opornos¢ na insuling wraz z nast¢pujaca hiperinsulinemig i zaburzeniem
metabolizmu glukozy [Huang, 2009; Gorbachinsky i wsp., 2010]. Sposrdéd istniejacych

opisow MetS jest obecnie jednym z najbardziej uznawanych. Zawiera bowiem podstawowe
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kryteria oceny zmian metabolicznych i opiera si¢ na stosunkowo tatwych do zdiagnozowania

parametrach klinicznych [Tab. 2.] [Abdollah i wsp., 2011].

Tab. 2. Kryteria oceny zespotu metabolicznego [wg Abdollah i wsp., 2011].

Kryteria

1. Otyto$¢ brzuszna (dla mezczyzn, obwod w talii > 102cm)

2. Hipertriglicerydemia (> 1,69 mmol / L,> 150 mg/dl) lub leczenie

3. Niski poziom cholesterolu o wysokiej gestosci lipoprotein (dla megzczyzn, <1,04 mmol/l, <40 mg/dl) lub
leczenie

4. Wysokie ci$nienie tetnicze (> 130/85 mmHg) lub leczenie

5. Wysokie stezenie glukozy na czczo (> 6,1 mmol/L,> 110 mg/dl) lub leczenie

Na mozliwos¢ korelacji zaburzenia metabolizmu glukozy, cukrzycy z wystepowaniem
BPH u pacjentow wskazywano juz w latach 60-tych. Stwierdzenia te wysuwano w oparciu o
wyniki obserwacji wskazujacych na wiekszg czgstotliwo$¢ wystepowania przypadkow
cukrzycy u starszych mezczyzn (ktorej stopien nasilenia wzrastat proporcjonalnie do wieku
badanych pacjentow) poddanych zabiegowi prostatektomii, w stosunku do przebadanej przez

Bourke i1 wsp. populacji me¢skiej [Bourke i wsp., 1968].

1.5.  Patofizjologia BPH

Schorzenie to charakteryzuje hiperplastyczny wzrostu nabtonka 1 podscieliska
gruczotu krokowego widoczny w obrazie mikroskopowym i1 makroskopowym w postaci
pojawiajacych si¢ guzkéw [McNeal, 1990]. Biorac pod uwage charakterystyke histologiczna,
umiejscowienie wystepowania i czgsto$¢ powstajacych guzkow wyszczegdlniono pigé typodw
BPH: 1. widknisto-migsniowo-gruczolakowy (czgsto), 2. widknisto-gruczolakowy, 3.
wloknisto/widknisto-pecherzykowy, 4. wtoknisty 1 5. migsniowy (rzadko) [Shapiro 1 wsp.,
1992]. Najczesciej obserwuje si¢ w obrazie hitopatologicznym BPH tzw. postaé
“nabtonkowg” (o przewazajacej liczbie komodrek nabtonka prostaty w rozros$nigtym gruczole),
wzglednie “mieszang” (zawierajacg komorki nabtonka 1 zrgbu) 1 typu zrebu (zawierajace tylko
komorki zrgbowe) [Franks, 1953; Shapiro 1 wsp., 1992]. Tworzace si¢ guzki pojawiajg si¢
zwykle poczatkowo w strefie okolocewkowej 1 sa typu “zrgbu” (skladaja si¢ z widknistej
tkanki laczacej widkna miesni gladkich) [Franks, 1953]. Nieco rzadziej struktury guzkowe

znalez¢ mozna w obwodowej strefie (te wilasnie formy mozna wyczu¢ w badaniu
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przezodbytniczym) skladajace si¢ zazwyczaj z elementéw gruczolowych nabtonka [McNeal,
1990]. Progresja zmian rozrostowych w strefie przejsciowej stercza prowadzi do powstania
struktury okreslanej terminem ‘“gruczolaka”, objetej przez tzw. torebke chirurgiczng, a
utworzong przez zepchnigta na zewnatrz strefy obwodowej tkanke i tkanke tzw. spoidta
przedniego. Zwiekszajaca rozmiary strefa przejSciowa o guzkowatej etiologii prowadzi w
konsekwencji do utrudnienia przeptywu moczu przez sterczowg cze$¢ cewki moczowej
[Dutkiewicz, 2009; Dutkiewicz, 2010].

Badacze zajmujacy si¢ problematyka schorzen uktadu moczo-plciowego u
starzejacych si¢ m¢zczyzn podkreslaja, iz w naturalnym przebiegu omawianego schorzenia
rozrozni¢ mozna dwie fazy (etapy): 1) patologiczng; 2) kliniczng. W fazie patologicznej
wyrdzni¢ mozna etap: a) mikroskopowy i b) makroskopowy [Dutkiewicz, 2009; Dutkiewicz,
2010]. W etapie mikroskopowym dochodzi do inicjacji i progresji drobnych zmian
rozrostowych w strefie przejsciowej (zwykle u mezczyzn w wieku ok. 30 lat) zauwazalnych
jedynie w obrazie mikroskopowym [Dutkiewicz, 2009; Dutkiewicz, 2010]. Do zwickszenia
tempa rozrostu gruczotu (zachodzacego poczatkowo w obrgbie tkanki zrgbu — gléwnie w
migsnidowee gladkiej, nastgpnie takze w obrgbie nablonka gruczolowego), a nastgpnie
powickszenia jego masy dochodzi w etapie makroskopowym. Szacuje si¢, iz stan ten
wystepuje u blisko polowy mezczyzn, u ktérych uprzednio wystapil etap mikroskopowy
[Dutkiewicz, 2009; Dutkiewicz, 2010].

W §rodowisku urologdéw podkresla sie¢ wiek meczyzn - 50 lat - jako ta dekada zycia, w
toku, lub po przekroczeniu ktorej, istnieje zwykle mozliwos¢ fizycznego stwierdzenia w
badaniu per rectum powigkszonej objetosci stercza [Borkowski, 2011; Roehrborn, 2011].
Uwaza si¢ ponadto, iz tempo progresji objetosci stercza nie jest stata, rosnie bowiem wraz z
wiekiem 1 zalezy takze od jego wyjsciowej objetosci oraz wyjsciowego stgzenia PSA [Rhodes
1 wsp., 1995; Roehrborn 1 wsp., 1999; Roehrborn i wsp., 2000; Roehrborn, 2002; Roehrborn i
wsp., 2008; Roehrborn, 2011; Borkowski, 2011; Rhodes 1 wsp., 2012].

Na faz¢ kliniczng BPH sktada si¢ niejednorodny zespdt zmian patofizjologicznych,
dolegliwosci 1 objawow: 1) powigkszenie gruczotu krokowego (ang. benign prostatic
enlargement, BPE; syn. enlarged prostate, EP - proces prowadzacy do zwickszenia objetosci,
a w konsekwencji 1 masy stercza); 2) przeszkoda podpecherzowa (uposledzenie przeptywu
cewkowego) (ang. benign prostatic obstruction, BPO; syn. bladder outlet obstruction, BOO),
na ktorg skladaja si¢ dwa komponenty, tj. mechaniczny (statyczny) wynikajacy z
powigkszenia rozmiardow stercza oraz ucisku cewki moczowej oraz dynamiczny -—

powodowany przez zwigkszenie tonusu mig$niowki gladkiej w obrebie zrgbu gruczotu
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krokowego, czg$ci sterczowej cewki moczowej, szyi pecherza; 3) zaburzenie czynno$ci
mig$nia wypieracza pecherza (bladder dysfunction — BD; syn. detrussor disfunction — DD;
syn. detrusor overactivity; DO - okre§lane potocznie ,,podraznieniem migsniowki
wypieracza’) bedace konsekwencja trwajacego przez dlugi czas stanu BPE, a takze zwigzane
ze starzeniem si¢; 4) czesto rowniez subiektywne dolegliwosci (objawy) ze strony dolnych
drog moczowych (ang. lower urinary tract symptoms — LUTS) [Kaplan, 2004; Lepor, 2005;
Bushman, 2009; Dutkiewicz, 2010; McVary 1 wsp., 2010]. Objawy przeszkody

podpecherzowej oraz podraznienia pecherza scharakteryzowano w tabeli ponizej [Tab. 3.].

Tab. 3. Objawy i dolegliwosci towarzyszace podraznieniu pecherza (BD) oraz przeszkody
podpecherzowej (BPO) [wg Dutkiewicz, 2009].

Objawy podraznienia pecherza - fazy Objawy przeszkody podpecherzowej - fazy
gromadzenia moczu w pecherzu usuwania moczu z pecherza

- czestomocz dzienny i nocny - niezdecydowany poczatek na mikcje

- gwaltowne parcie na mocz - zwezenie strumienia moczu

- brak mozliwosci powstrzymania mikcji - wydluzenie czasu mikcji

- bodl w czasie mikcji - przerywany strumien moczu

— uczucie niecatkowitego oprdznienia pecherza - kroplowe oddawanie moczu z cewki po

mikcji
- zatrzymanie moczu

Trudno$ci w trafnym zdiagnozowaniu BPH przysparza fakt, iz objawy przeszkody
podpecherzowej, zaburzenia mig$nia wypieracza, oraz dolegliwosci LUTS maja charakter
niepatognomiczny (nieswoisty), a ich nasilenie i wzajemny udziat w patogenezie BPH
zachodzi w zrdéznicowany sposob u chorych [Lepor, 2004; Lepor, 2005; Dutkiewicz, 2009]
[Ryc. 7.]. Jako przyklad moga postuzy¢ miedzyosrodkowe, miedzypopulacyjne
(przeprowadzone w Kanadzie, Niemczech, Szwecji, Wtoszech 1 Wielkiej Brytanii w okresie
od kwietnia do grudnia 2005 roku na ponad 19000 pacjentach obu pici) badania Irwin 1 wsp.
majace oceni¢ stopien wspolwystgpowania objawow LUTS 1 nietrzymania moczu (ang.
urinary incontinence; IU) oraz nadreaktywnego pegcherza moczowego (ang. overactive
bladder; OAB) [Irwin 1 wsp., 2006]. Wyniki tych badan wskazywaty, iz u 64.3% pacjentow
stwierdzono wigcej niz jeden objaw LUTS, a u blisko 2/3 mezczyzn z LUTS stwierdzono
symptomy zwigzane z faza napelniania 1 oprdzniania pecherza. Powszechne jest zatem
wspotwystepowanie objawow BOO i DD u pacjentéw [Oelke 1 wsp., 2008; Barkin, 2011;
Barkin, 2012]. Symptomy LUTS, w $wietle obecnego stanu wiedzy, dzieli si¢ zwykle na trzy
fazy, tj. na nalezace do tzw. fazy gromadzenia (ang. storage), oprozniania (ang. voiding) i
fazy po oprdéznieniu, tzw. pomikcyjnej (ang. postmicturition) [Abrams i1 wsp. 2002;

Borkowski, 2011].
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Ryc. 7. Schemat wspotzaleznosci poszczegolnych objawéw klinicznych u chorych cierpigcych na
BPH: BPE - powigkszenia gruczotu krokowego; BOO — przeszkody podpecherzowej; BD — dysfunkcji
miesnia wypieracza; LUTS — objawéw ze strony dolnych drég moczowych [wg Borkowski i wsp.,
2011].

Na kliniczne przejawy procesu rozrostu stercza sktada¢ si¢ rowniez moga
niekompletne opréznianie pecherza moczowego, ostre i przewlekte nietrzymanie moczu,
zakazenie drog moczowych (ang. urinary tract infection; UTI), urosepsis, kamienie pgcherza
moczowego oraz krwiomocz [Jepsen i wsp., 2000; Lepor, 2004; Lepor, 2005]. Istnieje
ponadto wiele urologicznych i nieurologicznych schorzen, w toku rozwoju ktérych pojawiaja
si¢ symptomy mogace $wiadczy¢ o pojawieniu si¢ dolegliwosci LUTS, m. in. rak prostaty,
zapalenie gruczotu krokowego, rak pecherza moczowego, kamica pecherza moczowego,
nadreaktywno$¢ pecherza, $rodmiazszowe =zapalenie pecherza, infekcje przewodow
moczowych (ang. urinary tract infection, UTI), pierwotny przerost szyi pecherza moczowego,
zapalenie cewki moczowej, cukrzyca, choroba Parkinsona, dyskopatia odcinka ledzwiowego
oraz stwardnienie rozsiane [Jepsen 1 wsp., 2000; Lepor, 2004; Dutkiewicz, 2009]. Nierzadko
specjalisci dokonuja diagnozy BPH na podstawie parametréw LUTS po uprzednim
wykluczeniu ww. schorzen [Lepor, 2004; Lepor, 2011]. Stad tez diagnostyka réznicowa
LUTS znalazta powszechne zastosowanie w starzejacej si¢ populacji meskiej do identyfikacji

urologicznych i neurologicznych stanéw patofizjologicznych.
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W miar¢ dalszego powigkszania rozmiardw stercza obserwuje si¢ zmiany patologiczne
w ukladzie moczowym - dochodzi bowiem do przerostu mig¢$nia wypieracza pecherza
moczowego 1 tworze si¢ tzw. ,,uchytki rzekome” [McConnell, 1991; Hanecki, 2003; Kirby i
wsp., 2005; Ricke 1 wsp., 2011; Priest 1 wsp., 2012] w wyniku czego zdolnosci
kompensacyjne pecherza moczowego ulegaja stopniowemu wyczerpaniu i dochodzi do coraz
wickszego zalegania moczu w pecherzu moczowym po mikcji, nastepnie do kroplowego
wykapywania moczu (lac. ischuria paradoxa), wzglednie do jego zatrzymania. Nastepnie
zwigkszenie cisnienia podpecherzowego moze powodowaé powigkszenie moczowodow,
uktadow kielichowo — miedniczkowych nerek, stopniowego zanikania ich migzszu i ich
niewydolno$ci [Hanecki, 2003; Kirby 1 wsp., 2005].
Ze wzgledu na fakt, iz nie w pelni pozostaje poznany mechanizm inicjujacy BPH,
przyczynowy zwiagzek miedzy procesem powigkszenia gruczotu krokowego a pojawieniem
si¢ symptomow klinicznych utrudniajacych swobodne oddawanie moczu, objawow LUTS czy
tez przeszkody podpgcherzowej, podkresla si¢ coraz czgsciej konieczno$¢ lepszego
zrozumienia owych zalezno$ci a korzysci ptynace z wynikow badan w znaczny sposob
przyczyni¢ si¢ moga do zwickszenia skuteczno$ci profilaktyki 1 farmakoterapii wsrdd
pacjentdw ze zdiagnozowanym BPH bez potrzeby kierowania ich do wykonania zabiegow

operacyjnych.

1.6. Farmakoterapia BPH

Aktualnie obowigzuja cztery sposoby postgpowania z chorymi cierpigcymi na BPH
[Dutkiewicz, 2009; McVary i wsp., 2011; Szopinski 1 wsp., 2012]:

* baczna obserwacja (ang. watchful waiting; skrot Wa-Wa, syn. WW),
* leczenie farmakologiczne,

* leczenie zabiegowe minimalnie inwazyjne,

* leczenie operacyjne.

W ostatnich latach zauwazalne jest zwigkszenie zainsteresowania, zarOwno w
srodowisku lekarskim, jak 1 u pacjentéw, w szczegdlnosci w krajach rozwinietych, a takze i w
Polsce, problematyka ogdlnie rozumianej profilaktyki i leczenia schorzen prostaty, w tym
fagodnego rozrostu stercza. Wzrost §wiadomosci i wiedzy w tym aspekcie skutkuje postepem
we wdrazaniu i usprawnianiu metod diagnostyki i leczenia BPH, takze w Polsce [Kwias i
wsp., 2001; Dutkiewicz, 2009, Dutkiewicz, 2010]. Konieczno$¢ leczenia farmakologicznego

staje si¢ coraz bardziej akceptowana przez pacjentdw cierpigcych na BPH, ze wzgledu na
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coraz lepsze efekty terapeutyczne ordynowanych lekéw wraz ze zmniejszajacg si¢ liczba
powiktan [Dutkiewicz, 2008].

Istota farmakoterapii, w $wietle obecnego stanu wiedzy, jest dazenie do
przeciwdziatania wystepowania badz ztagodzenia symptomow LUTS i/lub zapobiezenie lub
eliminacja przeszkody podpgcherzowej, w stanach znacznej progresji schorzenia réwniez
przeciwdziatanie zatrzymaniu moczu i leczenia operacyjnego [Husiatynski 1 wsp., 1999;
Dutkiewicz, 2009, Dutkiewicz, 2010; de la Rosette i wsp., 2009; Kaplan, 2006; McVary i
wsp., 2011; Szopinski 1 wsp., 2012]. Kluczowe jest réwniez dazenie do zahamowania
progresji abnormalnego rozrostu stercza. Kwalifikacja pacjenta do odpowiedniego
postepowania terapeutycznego zalezna jest, przede wszystkim, od jego wieku, ogdlnego stanu
pacjenta, stopnia progresji schorzenia i nasilenia ww. objawow, wystepowania chorob
wspotistniejacych oraz akceptacji proponowanej metody leczenia przez pacjenta [de la
Rosette i wsp., 2001; Dutkiewicz, 2008; Dutkiewicz, 2009, Dutkiewicz, 2010; de la Rosette i
wsp., 2009; Kaplan, 2006; McVary i wsp., 2010; McVary i wsp., 2011].

Do leczenia farmakologicznego BPH kwalifikuja si¢ zwykle chorzy z umiarkowanie
lub $rednio nasilonymi dolegliwosciami LUTS, nie obejmujacy zaburzen tych okolic o
podlozu neurogennym, bez powiktan przeszkody podpecherzowej oraz chorzy, ktorzy,
pomimo wystepowania u nich wskazan do leczenia zabiegowego, nie wyrazaja na nie zgody,
lub u ktérych nie mozna go zastosowa¢ z powodu nadmiernego ryzyka powiktan
okotooperacyjnych zwigzanego z obcigzeniami nie bedacymi nastepstwem BPH [de la
Rosette 1 wsp., 2009; Kaplan, 2006; McVary i wsp., 2011; Szopinski 1 wsp., 2012]. W
stosunku do pacjentéw z symptomami LUTS o niewielkim stopniu nasilenia, niewielkim
pogorszeniem jakosci zycia (ang. quality of liffe; QoF) przewiduje si¢ zwykle inng forme
leczenia zachowawczego [Borkowski i wsp., 2011; Dutkiewicz, 2010; Szopinski i wsp.,
2012].

W farmakoterapii BPH stosuje si¢ gtownie nastepujace grupy lekow [Eure, 2005;
Dadej 1 wsp., 2008; Dutkiewicz, 2009; Dutkiewicz, 2010; McVary 1 wsp., 2011; Borkowski 1
wsp., 2011; Barkin i wsp., 2011; Elterman 1 wsp., 2012; Szopinski 1 wsp., 2012; Schmidt 1
wsp., 2011; Azzouni i wsp., 2012; Hamilton i wsp., 2012; Filson i wsp., 2013; Oelke i wsp.,
2013]:

1) leki blokujace receptory al-adrenergiczne, tzw. ARA (ang. andrenergic receptors

antagonists), np. doksazosyna, terazosyna, alfuzosyna, tamsulozyna, silodosyna,
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2) leki wptywajace na S$rodowisko hormonalne stercza, gldwnie inhibitory Sa-
reduktazy steroidowej, tzw. S5ARI (ang. Sa-steroid reductase inhibitors):
finasteryd, dutasteryd,

3) leki antymuskarynowe,

4) inhibitory fosfodiesterazy.

Do najczesciej rekomendowanych lekow nalezace do SARI oraz do ARA. Skuteczno$¢,
bezpieczenstwo, profile farmakokinetyczne 1 farmakodynamiczne witasnie tych dwoch grup
lekow najobszerniej opisano w literaturze [McConnell i wsp., 2003; Greco i wsp., 2008;
Lepor, 2009; Nickel i wsp., 2010; Lepor, 2011; Szopinski i wsp.., 2012; McVary i wsp., 2011;
Borkowski i1 wsp., 2011; Barkin, 2011; Barkin i wsp., 2012; Hamilton i wsp., 2012; Filson i
wsp., 2013; Oelke 1 wsp., 2013; Hennenberg 1 wsp., 2014].

Leki bedace inhibitorami Sa-reduktaz steroidowych, nalezace do grupy tzw. 4aza-
steroidow, powoduja zahamowanie enzymatycznej konwersji T do aktywnego metabolitu
DHT, stymulujacego rozrost gruczotu krokowego [Wilson, 1980; Thigpen, 1992; Briganti i
wsp., 2009]. W leczeniu przyczynowym BPH stosuje si¢ obecnie dwa inhibitory reduktazy
steroidowej — finasteryd 1 dutasteryd — roznigce si¢ aktywnos$cig, powinowactwem
substratowym 1 biodostepnos$cia [Tab. 4]. Wysokim powinowactwem do So-reduktazy typu 2
charakteryzuje si¢ finasteryd, dutasteryd natomiast hamuje aktywnos$¢ obu izoform tego

enzymu [Gruntmanis, 2012; Kang i wsp., 2013].

Tab. 4. Wybrane parametry farmakokinetyczne finasterydu i dutasterydu [wg Kumar i wsp., 2008;
Oelke i wsp., 2013, zmodyfikowane].

Parametr finasteryd | dutasteryd
Biodostepnos¢ po podaniu doustnym | 63% 60%
Maksymalne stgzenie w surowicy 1-2h 2-3h
Stan rownowagi >30h > 3 mies.
Okres pottrwania 6h 5 tygodni
Zdolnos¢ do wigzania biatek 90% 99.5%
0socza

Opublikowano wyniki szeregu randomizowanych, kontrolowanych placebo badan
klinicznych z uzyciem obu inhbitoréw [finasterydu zwykle w dawce 5 mg/dobe; dutasterydu
— zwykle w dawce 0,5 mg/dobe], w wyniku ktorych stwierdzano m.in. redukcje objetosci
gruczotu krokowego, zahamowanie progresji badz tez uwstecznienie objawow przeszkody
podpecherzowej, obnizenie ryzyka wystgpienia ostrego zatzymania moczu, objawow LUTS, a

takze poprawe przeptywu przezcewkowego, parametréw urodynamicznych, poprawe jakos$ci
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zycia wedlug oceny kwestionariusza Miedzynarodowej Oceny Symptoméw Prostaty (IPSS,
ang. International Prostate Symptoms Score) w stopniu znacznie wigkszym anizeli placebo
[McVary i wsp., 2011; Barkin, 2011; Barkin i wsp., 2012; Hamilton i wsp., 2012; Filson 1
wsp., 2013; Oelke 1 wsp., 2013]. Strategia terapii SARI prowadzita w konsewkencji do
obnizenia ryzka konieczno$ci interwencji chirurgicznej [Goomley i wsp., 1992; Andresen i
wsp., 1993; Gormley i wsp., 2002; Kaplan, 2006; Kaplan i wsp., 2006; Ravish i wsp., 2007;
Kumar i wsp., 2008; Gravas i wsp., 2010; Barkin, 2011; Hamilton i wsp., 2012; Filson 1 wsp.,
2013; Oelke 1 wsp., 2013].

Ograniczeniem skuteczno$ci terapii tymi lekami jest m. in. potrzeba dlugiego okresu
ich zazywania (mimialny czas ich stosowania po jakim obserwuje sie zwykle wystgpienie
pelnego dziatania wynosi 6 miesiecy), najwigksza efektywnos$¢ u pacjentéw o objetosci
stercza przekraczajacej 31 ml oraz wzrost prawdopodobienstwa wystapienia dziatania
niepozadanych w miar¢ wydiuzenia terapii z udzialem SARI [Dadej i wsp., 2008; Dutkiewicz,
2009; Lepor, 2004; Hamilton i wsp., 2012; Filson i wsp., 2013; Kang i wsp., 2013]

Obecnie na znaczeniu zyskuje stosowanie terapii skojarzonej zuzyciem
poszczegbdlnych SARI oraz ARA [Lepor, 2009; Gravas i wsp., 2010; Barkin, 2011; Woo 1
wsp., 2011; Woo, 2011; Hamilton i wsp., 2012; Filson i wsp., 2013; Oelke 1 wsp., 2013].
Poczatkowe, krotkoterminowe (nie przekraczajace zwykle 1 roku) badania kliniczne, m. in.
badanie PRE-DICT [Kirby 1 wsp., 2003], Veterans Affairs Cooperative Studies Benign
Prostatic Hyperplasia Study [Lepor 1 wsp., 1996] nie wykazaly istonnego polepszenia
parametréw urodynamicznych oddawanego moczu, redukcji objawow LUTS czy tez objetosci
gruczotu krokowego u pacjentow ze zdiagnozowanym BPH, u ktorych stosowano
komedykacje (finasterydu tacznie lub osobno zterazosyng) w stosunku do pacjentow
leczonych jedynie al-blokerami. Kolejne badania, np. MTOPS (ang. Medical Therapy of
Prostatic Symptoms Research Group) (ocena skuteczno$ci terapii finasterydem i1 doksazosyng
podawanych osobno lub tagcznie) i CombAT (ang. Combination of Avodart and Tamsulosin)
(ocena skutecznos$ci terapii dutasterydem i tamsulozyng podawanych osobno lub facznie),
obejmujace juz okres 4 - 5 lat wykazaty m. in. znaczng popraw¢ parametréw urodymicznych
oddawanego moczu, parametrow jakos$ci zycia wedlug oceny na podstawie kwestionariusza
IPSS, obnizenia stopnia objawow ostrego zatrzymania moczu, czy tez ryzyka koniecznos$ci
wykonania zabiegu chirurgicznego [de la Rosette 1 wsp., 2001; McConnell 1 wsp., 2003;
Kaplan i wsp, 2006; Roehrborn i wsp., 2008; Roehrborn i wsp., 2010; Lepor, 2011;
Roehrborn i wsp., 2013].
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1.7.  Fitoterapia schorzen prostaty

Pierwsze wzmianki dotyczace stosowania fitototerapii w leczeniu symptomow
zwigzanych z oddawaniem moczem, bedacych w zwigzku z wystepowaniem u pacjentow
BPH pochodzaca z Egiptu w XV wieku p.n.e. [Lowe i wsp.., 1996; Wilt i wsp., 2000].
Obecnie profilaktyka BPH / LUTS i terapia oparta na bazie substancji pochodzenia ro$linnego
staje si¢ coraz bardziej powszechnie brang pod uwage koncepcja stanowiacg alternatywe dla
klasycznej farmakoterapii schorzen prostaty oraz objawow LUTS, szczegdlnie na polkuli
zachodniej, gldownie w Europie i w USA [Wilt i wsp., 2000; Fong i wsp., 205; Madersbacher i
wsp., 2005; Madersbacher i wsp., 2008; Dedhia i wsp., 2008; Wehrberger i wsp., 2012; Azimi
1 wsp., 2012; Kim i wsp., 2012; Moran i wsp., 2013; Oelke 1 wsp., 2013]. Badania
przeprowadzone w USA pod koniec lat 90-tych wykazaly, iz 14% pacjentdéw z objawami
LUTS wtornych do BPH stosowato wytacznie ziololecznictwo jako strategi¢ leczniczg ww.
objawow, a dalszych 20% siggalo po preparaty pochodzenia roslinnego, adjuwantowo do
stosowanej jednoczes$nie klasycznej farmakoterapii [Bales 1 wsp., 1999; Gerber, 2002; Dedhia
1 wsp., 2008]. Obliczono, iz w samym tylko 1998 roku w USA blisko 70% dorostych
me¢zczyzn dokonato zakupu réznego rodzaju fitopreparatow. W znacznej mierze byty one
kupowane w ramach samoleczenia, czg¢sto poza kontrolg lekarza, nierzadko w celu
zapobiezenia objawow LUTS lub tez ,,w celu zachowania zdrowej prostaty” [Ernst i wsp.,
1998; Lowe 1 wsp., 1999; Lowe, 2000; Katz, 2002; Wilt i wsp., 2000; Dreikorn, 2002].
Szacuje si¢, iz obecnie na Swiatowym rynku dostgpnych jest okolo 100 preparatow
rekomendowanych w terapii 1 profilaktyce BPH/LUTS [Cristoni 1 wsp., 2000; Kim 1 wsp.,
2012; Moran 1 wsp., 2013]. Zainteresowanie fitoterapig schorzen prostaty wzrasta szczegdlnie
w ostatnich dwudziestoleciu [Madersbacher i wsp., 2005; Madersbacher i wsp., 2008]. W
takich krajach jak Niemcy, Austria czy Francja spowodowato to m. in. blisko 30 — 50%
wzrost sprzedazy rdéznego rodzaju fitopreparatow [Berges 1 wsp., 1999; Berges 1 wsp., 2003;
Madersbacher 1 wsp., 2005; Madersbacher 1 wsp., 2008].

Do surowcow roslinnych stosowanych zapobieganiu i leczeniu BPH oraz tagodzeniu
objawow LUTS, w oparciu gldwnie o tradycje medycyny naturalnej, ale i o wzrastajaca liczbg
doniesien naukowych, zgodnie z zasadami zdobyczy medycyny opartej na faktach (ang.
Evidence Based Medicine; EBM), zalicza si¢ przede wszystkim Serenoa repens (boczni¢
pitkowang), Pygeum africanym (Sliwe afrykanska), Cucurbita pepo (dyni¢ zwyczajng), ale
takze nastepujace: Urtica dioica (pokrzywe zwyczjnaa, Zea mays (kukurydze zwyczajng),

Secale cereale (zyto zwyczajne), Hypoxis rooperi (jeden z gatunkéw traw potudnio-
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afrykanskich) [Wilt i wsp., 2000; Cristoni i wsp., 2000; PDR, 2007; Dedhia i wsp., 2008;
Wehrberger 1 wsp., 2012; Azimi i wsp., 2012; Kim 1 wsp., 2012].

Surowcom tym przypisuje si¢ wilasciwosci antyproliferacyjne, normalizujace
gospodarke hormonow steroidowych (przeciwandrogenowe, przeciwestrogenowe), obnizajace
pule biatkowych transporterow androgendéw (gléwnie bialek SHBG), relaksacje migsniowki
gladkiej gruczotu krokowego i1 pecherza moczowego, czy tez wlasciwosci przeciwzapalne i
antyoksydacyjne [Lowe 1 wsp., 1999; Wilt i wsp., 2000; Dreikorn, 2002; PDR, 2007; Azimi i
wsp., 2012; Moran i wsp., 2013]. Mechanizm dziatania wyciggow opartych na ich bazie jest
wielokierunkowy 1 opiera si¢ przede wszystkim na zmianie aktywno$ci enzymatycznej So-
reduktazy steroidowej, aromatazy, biatkowych czynnikéw wzrostu, lipooskygenaz,
receptoréw androgenowych, estrogenowych, o-adrenergicznych, muskarynowych, biatek
regulujacych proces apoptozy (w tym kaspaz, duetu Bcl2/Bax) [Madersbacher 1 wsp., 2008;
Dedhia i wsp., 2008; Kujawski i wsp., 2010; Wehrberger i wsp., 2012; Kim i wsp., 2012;
Moran i wsp., 2013].

Nalezy podkresli¢, iz dostrzegalne zainteresowanie fitoterapia, wynika przede
wszystkim, oprocz tradycji ziotolecznictwa potwierdzonej przez wiele pokolen, z naturalnego
pochodzenia surowcow roslinnych — a wigc powszechnego dostepu do surowca leczniczego.
Wynika réwniez z wielokierunkowego mechanizmu dzialania preparatow opartych na bazie
surowcow roslinnych oraz powszechnego akceptowania stosowanych zidt i fitopreparatow
jako stosunkowo bezpieczne [Dadej 1 wsp., 2008; Hurkacz, 2010; Kim i wsp., 2012; Moran i
wsp., 2013; Oelke 1 wsp., 2013], co niejednokrotnie wydaje si¢ by¢ bardziej korzystnym dla
pacjenta, anizeli wylgczne stosowanie klasycznej farmakoterapii.

Pomimo zwigkszonego zainteresowanie medycyna alternatywng nie tylko wsrdd
pacjentow, to jednak w obecnych realiach nie mozna méwi¢ o powszechnym uznaniu przez
srodowisko medyczne fitoterapii BPH/LUTS jako obowiazujacej alternatywy dla klasycznej
ich farmakoterapii [Dadej 1 wsp., 2008; Oelke 1 wsp., 2013]. Watpliwosci dotyczg przede
wszystkim kwestii skutecznosci lekow ziotowych. Konsekwencja tego stanu rzeczy moze by¢
nie tylko brak odpowiednich rekomendacji WHO, czy tez w amerykanskich, brytyjskich,
niemieckich czy polskich opracowaniach farmakopealnych, ale takze niewystarczajaca liczba
badan przedklinicznych 1 klinicznych (w szczego6lnosci dlugoterminowych) z wykorzytaniem
potencjalnych fitoterapeutykow, ktére spetniatyby wymagania metodyczne i formalne, zgodne
z dobrg praktyka badawcza (Good Laboratory Practice - GLP; Good Clinical Practice - GCP),
na ktérych mozna oprze¢ wiedz¢ o ich skuteczno$ci i bezpieczenstwie stosowania [Hurkacz,

2010; Wehrberger 1 wsp., 2012; Oelke 1 wsp., 2013]. Zarowno amerykanskie (American
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Urology Association) jak i europejskie (European Association of Urology) towarzystwa
urologiczne, podkreslajag wage, potrzebe i znaczenie prowadzenia dalszych prospektywnych
badan, wedlug standardow WHO, zmierzajacych do okreslenia skutecznosci ekstraktow

roslinnych w profilaktyce i leczeniu BPH / LUTS [Oelke 1 wsp., 2013].

1.8. Serenoa repens — charakterystyka surowca, wlasciwosci farmakologiczne, stan
badan

Serenoa repens (Bartr.); syn. Sabal serrulata (Michs. Nichols)— bocznia pitkowana;
syn. palma sabalowa; palma sabalowa (ang. Saw Palmetto; syn. Sabal Palm; Dwarf Palm;
American Palm) jest niska, skartowaciala palma nalezaca do rodziny palm kartowatych
(arekowych), naturlanie wystepujaca na poludniowo-wschodnim obszarze USA, od
poludniowej Karoliny do Florydy, oraz na terenie Europy Poludniowej i Afryki Péinocne;.
Roslina ta ro$nie do wysokosci od sze$ciu do dziesieciu metrow, posiada charakterystyczne
roztozyste lisScie utozone w ksztal wachlarza (albo korony). Owocem sg ciemnoczerwone
jagody, zmieniajace kolor w czarny, rozmiarami przypominajace oliwki [Czap, 2002; ESCOP,
2003; PDR, 2007; Nawrot, 2009].

Do metabolitow zidentyfikowanych w owocach Serenoa repens 1 w wyciagach
lipofilnych (n-heksanowych, etanolowych) z nich uzyskanych zalicza si¢ gléwnie kwasy
tluszczowe (kwasy kapronowy, kaprylowy, kaprynowy, laurynowy, mirystynowy,
palmitynowy, oleinowy, linolowy, linolenowy, ferulowy, oleomirystynowy) i ich etylowe estry
oraz fitosterole (gltéwnie B-sitosterol, D-glikozyd B-sitosterolu, kempesterol, stigmasterol oraz
cykloartenol, lupeol, lupenol, metylocykloartenol) i ich estry etylowe [Duke, 1985; Murray i
wsp., 1994; Plosker 1 wsp., 1994; Lowe, 2000; Czap, 2002; ESCOP, 2003; Nawrot, 2009;
Gryszczynska 1 wsp., 2011]. Wykazano tez obecno$¢ m. in. triglicerydéw, monoglicerydéw
(1-monolauryng i 1-monomirystyng), triterpenow, alkanoli, polisacharydow, flawonoidéw i
olejkow eterycznych [Shimada 1 wsp., 1997; Czap, 2002; ESCOP, 2003; British
Pharmacopoeia, 2009; Geavlete 1 wsp., 2011].

Tradycyjne stosowanie Serenoa repens obejmuje leczenie zapalenia pecherza
moczowego, przewleklego zapalenie oskrzeli, astmy, cukrzycy, biegunek, niestrawnosci,
sugeruje si¢ rowniez uzycie u kobiet ze stabo rozwinigtymi piersiami [Blumenthal i wsp.,
2000; Czap, 2002; ESCOP, 2003], a jagody byty réwniez uwazane za afrodyzjak [Czap, 2002;
PDR, 2007].
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Obecnie Serenoa repens jest surowcem zielarskim najczesciej wykorzystywanym do
leczenia objawowego BPH/LUTS [Murray i wsp., 1994; Blumenthal i wsp., 2000; Czap,
2002; ESCOP, 2000; PDR, 2007]. Zgodnie z monografiami PDR [Physycian’s Desk
Reference] [PDR, 2007] i ESCOP [ang. European Scientific Cooperative On Phytotherapy]
[ESCOP, 2000] wskazanie terapeutyczne S. repens obejmuje objawowe leczenie zaburzen
oddawania moczu (trudnosci w oddawaniu moczu, czgstomocz, nocne oddawanie moczu, czy
tez zatrzymanie moczu) w tagodnym do umiarkowanego stadium rozrostu prostaty (BPH) —
wg. klasyfikacji Alkena: w I 1 II stadium progresji schorzenia [Alken, 1973] lub
porownywalnych objawow o zblizonej dotkliwosci wedlug parametréw ocenianych przez
IPSS i powigzanych badan diagnostycznych [Cocket i wsp., 1993; Plosker i wsp., 1994].

Sposrod surowcow roslinnych bedacym przedmiotem analizy pod katem oceny
mechanizmu dziatania, skutecznos$ci 1 bezpieczenstwa w terapii BPH, biochemiczny i
fizjologiczny aspekt dzialania preparatoéw i wyciggdw opartych na bazie Serenoa repens
udokumentowano najobszerniej. W badaniach tych przewazaty lipofilne extrakty heksanowe
oraz etanolowe.

Wykazano m. in. zmiany w metabolizmie cholesterolu pod wptywem S. repens
[Christensen i wsp., 1990]. W minionych latach opublikowano wyniki szeregu badan,
przeprowadzonych w przewazajacej liczbie w modelu hodowli komorkowych in vitro,
wskazujacych na wlasciwosci antyandrogenowe 1 antyestrogenowe lipidowo-sterolowego
wyciagu z owocow S. repens (w badaniach tych dominowat lipidowo-sterolowy esktrakt
Z owocOw S. repens opisywany skrotami: ,,LSES*, LSESr* albo ,,PC-SPES*, a obejmowat on
zwykle komercyjny preparat Permixon) [Dreikorn 1 wsp., 1990; Marwick, 1995; Wilt 1 wsp.,
2002; Tacklind 1 wsp., 2009; Tacklind 1 wsp., 2012; Kim i wsp., 2012; Macdonald 1 wsp.,
2012]. Mechanizm dzialania miat polega¢ m. in. na niekompetycyjnej inhibicji aktywnosci
So-reduktazy steroidowej typu 1 i/lub 2 w komorkach fibroblastow, zrebu 1 nabtonka gruczotu
krokowego [Sultan 1 wsp., 1984; Bayne 1 wsp., 1999; Weisser 1 wsp., 1997], objawiajacy si¢
hamowaniem konwersji testosteronu do DHT [Dedhia, 2008].

Badania stawiajace sobie za cel ustalenie czy ekstrakt ten wplywa na androgenno-
zalezne procesy biochemiczne zachodzace przy udziale tylko wspomnianych reduktaz
steroidowych nie byly jednoznaczne. Otrzymywano bowiem niejednoznaczne wyniki
wskazujace na wplyw badanego wyciggu na zdolno$ci sekrecyjne markera PSA przez
komorki prostaty [Bayne 1 wsp., 1999; Habib i wsp., 2005; Habib, 2009].

Jako przyktad mozna przytoczy¢ badania z uzyciem preparatu Permixonu (w st¢zeniu

10ug/ml) przeprowadzone przez Bayne i wsp. na kulturach komoérek nabtonkowych
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1 fibroblastow wykazaty, ze dziata on jako inhibitor niekompetycyjny na obie izoformy 5-a-
reduktazy (1 1 2 typu) (obserwowano bowiem degradacje frakcji srodkomoérkowych bton
(gtownie mitochondrialnych 1 jadra komodrkowego). Wskazywalo to na hamowanie
aktywnos$ci enzymatycznej katalizowanej przez Sa-reduktaz steroidowych), bez wptywu na
sekrecje PSA, co mogloby sugerowac, ze preparat ten zasadniczo nie ma wptywu na inne
androgenno-zalezne procesy w komodrkach prostaty i na proces wigzania si¢ androgenow ze
specyficznym receptorem [Bayne 1 wsp., 1999]. Obserwowano réwniez hamowanie
aktywno$ci  enzymatycznej katalizowanej przez inny, hormono-zalezny enzym
(odpowiadajacy za odwracalng reakcje przeksztalcania T w androstendion) - dehydrogenaze
17-B-hydroksysteroidowa (178-HSD) [Bayne i wsp., 1999]. Takze badanie przeprowadzone
przez Habib 1 wsp. obejmujace ocen¢ wplywu preparatu Permixon na aktywnos$¢ androgenow
w komorkach raka ludzkiej prostaty zaleznych od androgenéw LNCaP wskazywato, iz
badany preparat nie zaburza stezenia PSA [Habib i wsp., 2005]. Nie zawsze jednak obecnos¢
standaryzowanego ekstraktu z palmy sabalowej w komorkach prostaty pozostawalo bez
wpltywu na poziom wewnatrzkomorkowego 1 zewnatrzkomorkowego PSA. Eksperyment
przeprowadzony przez Hsieh 1 wsp. wykazal, ze ekstrakt z Serenoa repens w dawce Sul/ml
skutkowal zwigkszenie stezenia pozakomodrkowego PSA [Hsieh i wsp., 2002].

Ponadto, znaczne zahamowanie aktywnosci obu izoform Sa-reduktazy steroidowej w
hodowli komorek owadzich w warunkach in vitro, pod wptywem LSESr, wykazaty badania
Iehle 1 wsp. [Iehle et al., 1995]. Podobne efekty stwierdzono w badaniach Delos 1 wsp. w linii
ludzkich komorek raka prostaty DU-145 o niskiej wrazliwosci androgenowej. W tym
przypadku badany wyciag S. repens charakteryzowal si¢ trzykrotnie silniejsza,
niekompetycyjna inhibicja ekspresji Sa-reduktazy typu 1 (w mniejszym stopniu izoformy
typu 2), w stosunku do referencyjnego finasterydu [Delos et al., 1994]. Nieco odmienne
efekty zaobserwowano w badaniach Hill 1 wsp. na androgenno-zaleznych komodrkach prostaty
(PC-3) 1 androgenno-niezaleznych (LNCaP) oraz komorkach raka piersi (MCF-7), w toku
ktorych stwierdzono, iz Permixon w dawkach 10 1 100 pg/ml wykazywat silng inhibicje
proliferacji badanych komorek przy jednoczesnym stabym oddziatywaniu na So-reduktazy
typu 2 [Hill i wsp., 2004]. Badania z zastosowaniem innego ekstraktu z owocoéw palmy
sabalowej - preparatu IDS 89 wykazaty hamujace, zalezne od zastosowanej dawki, dziatanie
na aktywnos$¢ Sa-reduktazy w komorkach nabtonka 1 zrebu ludzkiej prostaty. Najsilniejsze
dziatanie wykazaty wolne kwasy tluszczowe znajdujace si¢ w jednej z subfrakcji preparatu
zawierajace czasteczki kwasu laurynowego, oleinowego, mirystynowego, palmitynowego

[Weiiser 1 wsp., 1996; ESCOP, 2003]. W doswiadczeniu przeprowadzonym przez Raynaud i
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wsp. wykazano rowniez, ze to kwasy ttuszczowe z dlugimi nienasyconymi fancuchami silniej
hamuja izoforme¢ typu 1 enzymu Sa-reduktazy steroidowej (w eksperymencie tym 5a-
reduktaze typu 2 hamowat jedynie kwas mirystynowy) [Raynaud i ws., 1992]. Rezultaty
doswiadczenia Di Silverio i wsp. na komorkach prostaty pobranych od pacjentow ze
zdiagnozowanym BPH wskazywaty na zr6znicowang aktywnos¢ lipido-sterolowego ekstraktu
z S. repens (LSESr) w zaleznosci od obszaru gruczotu [Di Silverio i wsp., 1998]. W grupie
pacjentow otrzymujacych badanych ekstrakt [320mg LSESr/dobe/3 miesigce] stwierdzono
znaczne obnizenie poziomu DHT oraz naskorkowego czynnika wzrostu (ang. epithelial
growth facotr, EGF) w obszarze okotocewkowym (ktérego powigkszenie odpowiedzialne jest
m.in. za wystgpienie zaburzenia oddawania moczu) oraz ztagodzenie symptoméw choroby, z
jednoczesnym wzrostem stezenia testosteronu, co zdaniem badaczy, moze wskazywac na
zdolnosci tego preparatu do hamowania aktywnosci obu izoform enzymu 5-a-reduktazy [Di
Silverio 1 wsp., 1998]. Potwierdzono réwniez zdolno$¢ lipidowo-sterolowego wyciagu do
blokowania wigzania si¢ androgenéw do receptoréw androgenowych w ludzkich komoérkach
fibroblastéw oraz w ludzkich i szczurzych komorkach prostaty [Sultan 1 wsp., 1984; Carilla i
wsp., 1984; Magdy i wsp., 1988; Goepel 1 wsp., 1999; Levin i wsp., 2000].

Wykazano rowniez m.in. wlasciwosci przeciwzapalne ektraktow z owocow S. repens
[McGuire 1987; Buck, 2004; Vela-Navarrete 1 wsp., 2003], zdolno$¢ do obnizenia stgzenia
frakcji wolnych biatek SHBG [Di Silverio i wsp., 1993], wilasciwosci proapoptotyczne
skutkujace hamowaniem proliferacji komérkowej [Marwick, 1995; Buck 2004; Vacherot i
wsp., 2000; Vela-Navarrete 2005), a takze hamowanie aktywacji al-adrenergicznej [Goepel 1
wsp., 1998; Goepel 1 wsp., 1999].

Przytoczone powyzej informacje sa efektem, jak juz wspomniano, prac
eksperymentalnych przeprowadznych gtownie w modelu in vitro. Pomimo wzrastajacej liczby
publikacji danych z do$wiadczen in vivo wyjasnienie mechanizmu dzialania wyciagow i
preparatow opartych na bazie S. repens w tkankach gruczotu krokowego pozostaje nadal
kwestig wymagajacg intensywnych badan.

Zdaniem czgéci Srodowiska naukowego niedostateczna liczba badan z
wykorzystaniem zwierzat doswiadczalnych moze by¢ przyczyna naukowego sceptycyzmu w
kwestii zdolnosci lipofilnych wyciagow z S. repens do promowania apoptozy w tkankach
BPH 1lub chociazby hamowania aktywnos$ci Sa-reduktaz steroidowych w sposob
porownywalny do np. finasterydu [Geavlete i wsp., 2011].

W minionych latach wyciagi z S. repens poddano rowniez szeregu badan klinicznych,

trwajacych zwykle 4 tygodnie, 2 i 3 miesigce, 6, 12 miesiecy 1 dtuzej (2 lub 3 lata),
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definiujacych mechanizm ich dzialania w gruczole krokowym. Wyniki tych badan wskazuja,
generalnie, na umiarkowang ich skuteczno$¢ w terapii tagodnego rozrostu gruczolu
krokowego [ESCOP, 2003]. W dobrze metodologicznie skonstruowanym trzy miesi¢cznym
badaniu (podwojnie §lepa proba, placebo kontrolowanym) wykazano m. in., iz heksanowy
ekstrakt [320mg/dobg/3 miesigce] powodowatl obnizenie ilo$ci receptorow progesteronu i
estrogenu w probkach tkanek gruczotu krokowego pobranych od pacjentéw ze stwierdzonym
BPH [Di Silverio 1 wsp., 1992]. W badaniach Weiiser 1 wsp. pod wptywem ekstraktu
[1920mg/dobe/3 miesigce; preparat Sabal serrulata extract IDS 89 (Strogen)] wykazano takze
zahamowanie aktywnos$ci enzymaycznej Sa-reduktazy steroidowej oraz nieznacznie
oksydoreduktazy 3a- i 3B-hydroksysteroidowej w komorkach nabtonka gruczotu krokowego
pacjentow ze stwierdzonym BPH [Weisser 1 wsp., 1997].

W kolejnym sze$ciomiesigcznym, randomizowanym, kontrolowanym podwdjna $lepa
proba, badaniu na 1098 pacjentach z BPH stwierdzono, iz heksanowy ekstrakt [320mg/dobeg]
wptywal pozytywnie na subiektywna ocene poprawy jakosci zycia (ang. quality of life; QoF),
zgodnie z wytycznymi uznawanego powszechnie w $rodowisku urologéw kwestionariusza
oceny symptomow zmian rozrostowych stercza, tzw. IPSS powodujac m. in. redukcj¢ zmian
objetosci stercza, poprawe cewkowego przeptywu moczu (ang. peak urinary flow rate)
[Carraro 1 wsp., 1996]. Przeprowadzono takze szereg innych badan z wykorzystaniem
heksanowego wyciagu [160 mg lub 320mg/dobg], w toku ktorych zaobserwowano korzystne
zmiany urodynamiczne u pacjentow ze stwierdzonym BPH, m.in. w czesto$ci dziennego i
nocnego oddawania moczu, obje¢tosci oddawanego moczu 1 zalegajacego w pecherzu
moczowym, czy tez eliminacje¢ dysurii [ Tab. 5].

Przykladem  randomizowanego wieloosrodkowego badania  klinicznego
kontrolowanego placebo, z podwojna $lgpa proba, z wykorzystaniem ekstraktu z S. repens jest
badanie przeprowadzone przez Hutchinson i wsp. [Hutchinson i wsp., 2007]. W rocznym
badaniu TRIUMPH przeprowadzonym w szesciu osrodkach europejskich na 2351 pacjentach
z objawami BPH/LUTS wykazano m.in., ze sposrod grupy pacjentdow poddanych ocenie
skuteczno$ci fitoterapii istotnie statystyczne poprawy parametrow jakosci zycia, wedlug
kwestionariusza IPSS, nastapily u 42,7% pacjentow otrzymujacych S. repens. W tym
przypadku farmakoterapia finasterydem i wybranymi adrenolitykami charakteryzowata sig
jednak wigksza skutecznoscig w poréwnaniu do badanych surowcow roslinnych [Hutchinson
1 wsp., 2007]. Wyniki szeregu innych badan wskazuja na niewielkie zmiany w objetosci
stercza, parametrach urodynamicznych czy tez wynikajace oceny kwestionariusza IPSS lub

AUASI (syn. AUA-SI) (ang. American Association of Urology Symptom Index) w
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poréwnaniu z placebo czy klasyczng farmakoterapig [Debruyne i wsp., 2002; Debruyne i
wsp., 2004; Djavan i wsp., 2005; Shi i wsp., 2008].

Podjeto proby usystematyzowania wiedzy na temat skutecznos$ci i bezpieczenstwa
fitoterapii BPH/LUTS z uwzglednieniem Serenoa repens stosowanej osobno i/lub lacznie z
lekami syntetycznymi [Lowe i wsp., 2009; Habib i wsp., 2009; McDonadl i wsp., 2012;
Tacklind 1 wsp., 2009; Tacklind i wsp., 2012; Kim i wsp., 2012; Moran i wsp., 2013].
Kompleksowe metaanalizy badan klinicznych, trwajacych zwykle przez okres od 4 tygodni
do 3 lat (w tym 11 dlugotrwatych (1 rok i powyzej), dwa badania trwajace przez okres 6 — 12
miesiecy oraz 13 krétkotrwatych (ponizej 6 miesigcy)), przeprowadzone m.in. przez Tacklind
1 wsp. [Tacklind i wsp., 2012] oraz McDonadl i wsp. [McDonadl i wsp., 2012], oprocz opisow
dotyczacych obnizenia objetosci gruczotu krokowego, czy tez poprawy poszczegdlnych
parametréw urodynamicznych 1 jako$ci zycia (na podstawie oceny kwestionariuszéw IPSS 1
AUASI), wskazuja na znaczng réznice w skutecznosci preparatow opartych na bazie Serenoa
repens (glownie preparat Permixon) w poréwnaniu do finasterydu i1 wybranych al-
adrenolitykow, na rozbiezno$ci we wplywie stosowanej fitoterapii (S. repens) na poprawe
jako$ci zycia, poszczegélnych parametrow mikcji w zaleznosci od stadium progresji
symptomow LUTS u pacjentow [Tacklind i wsp., 2012; McDonadl i wsp., 2012].
Podsumowujac, badacze, w $wietle obecnego stanu wiedzy, sktaniaja si¢ raczej do
zdefiniowania skuteczno$ci stosowania preparatow na bazie S. repens na poziomie ré6znigcym
si¢. w niewielkim stopniu od placebo, podkreslajac przy tym konieczno$¢ prowadzenia
dalszych, dlugotrwatych badan, w tym ze zwigkszong dawka wyciagu z S. repens [Tacklind 1
wsp., 2012; McDonadl 1 wsp., 2012].
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Tab. 5. Zestawienie wybranych kontrolowanych, randomizowanych badan klinicznych z podwdjng Slepg préba z zastosowaniem grupy placebo [wg Wilt i wsp.,
2000; McDonald i wsp., 2012; uzupetnione]

1— wzrost; | — obnizenie.

Autor badania Dawkowanie, czas | Pacjenci Efekt
podawania (BPH)/srednia
wielu
Cukier i wsp., 1985 Permixon - 160mg | 168 chorych/69 lat | objawow w grupie otrzymujacej wyciag z S. repens (0 37%) i finasteryd;
2x/dobe¢/10 tyg.; 1 szybkosci odptywu moczu i obn objetosci zalegajacego moczu vs. grupa placebo
finasteryd
Reece Smith 1 wsp.,|Permixon - 160mg | 80 chorych/55-80 lat | czestotliwosci oddawania moczu w ciggu dnia i w nocy w obu grupach
1986 2x/dobe¢/12 tyg.;
finasteryd

Roveda i wsp., 1994

Permixon - 160mg 4x/dobe
lub 640mg 1x/dobe/30 dni

60 chorych/40-82 lata

| czestotliwoséci oddawania moczu w ciggu dnia i w nocy; obn zalegania moczu w
obu grupach chorych otrzymujacych wyciag z S. repens. Biorownowazno$¢
stosowania wickszej dawki 1 raz na dobe¢ z podawaniem wyciagu co 6 godzin

Descotes i wsp., 1995 | Permixon - 160mg | 215 chorych/66 lat 1 szybkosci mikcji
2x/dobe/30 dni
Braeckman i wsp., 1997 | Prostataserene 238 chorych/67 lat 1 szybkosci mikcji; obn czgstotliwosci oddawania moczu w ciggu dnia i w nocy;
| objetosci gruczotu krokowego i moczu zalegajacego na podstawie formularza
oceny jakoS$ci zycia
Gerber 1 wsp., 1998;|Permixon - 160mg |50 chorych/46-84 lata | | objawow w skali IPSS (z 19.5+5.5 do 12.5+7.0 pkt.)
Gerber 1 wsp., 2001 2x/dobg/6 miesigcy
Bauer i wsp., 1999 LG166/S - 160mg | 101 chorych/bd. | objawow w skali IPSS (o 37%) w grupie otrzymujacej wyciag; brak zmian w
2x/dobg/6 miesigcy objetosci zalegajacego moczu.
Al - Shukri i wsp., 2000 |PA109 Permixon — 160mg| 75 chorych/52-78 lat | objawow w skali IPSS (0 26.8%); obn objetosci zalegajacego moczu (o 12.6%);
2x/dobg¢/9 tygodni 1 Qmax (0 6%).
Pytel i wsp., 2002 Permixon - 160mg | 155 chorych/52-87 lat || objawow w skali IPSS po 24 miesigcach (o 41.4%); | objetosci stercza (o
2x/dobe¢/24 miesiace 14.6%);

1 Qmax i poprawa jakosci zycia.
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Giannakopoulos i wsp.,

Libeprosta — 160mg 2x lub

100 chorych/63-67 lat,

| objawow w skali IPSS (o 7.6 pkt); | objetosci gruczotu krokowego oraz ilosci

2002 3x/dobe/6 miesiecy >45 lat zalegajacego moczu i nykturii w grupach otrzymujacych wyciag.
Pecoraro i wsp., 2004 | Permixon - 160mg | 88 chorych/67 lat ocena wplywu wyciagu z S. repens na krwawienie po resekcji stercza (TURP przez
2x/dobe/8 tygodni moczowodowe);

| objetosci gruczotu krokowego i krwawienia pooperacyjnego.

Bent i wsp., 2006

Wyciag z S. repens

225 chorych w wieku
>49 lat

brak znamiennych réznic w indeksie AUASI, szybkos$ci maksymalnej odplywu
moczu, objetosci gruczotu krokowego i stezenia PSA w obu grupach.

Lopatkin i wsp., 2005;
Lopatkin i wsp., 2006

PRO 160/120 — 1 Kkaps.
2x/dobe¢/12 miesiecy

257 chorych/bd.

| objawow wg. oceny Miedzynarodowej Skali Objawow Rozrostu Prostaty (IPSS),
dobra tolerancja leku.

Avins 1 wsp., 2008

standaryzowany wyciag —
160mg/2x/dobe/12
miesiecy

225 chorych

brak znamiennych roéznic w czestosci wystepowania dziatan niepozadanych w
porownaniu z grupg placebo.
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1.9.  Epilobium sp. — charakterystyka surowca, wlasciwosci biologiczne

W obrebie rodziny Onagraceae (Luss.) (Oenotheraceae) wystepuje okoto 656
gatunkéw roslin nalezacych do 22 rodzajow powszechnie wystepujacych na kuli ziemskiej -
na calym obszarze Europy, takze na terenie Ameryki, Australii i Nowej Zelandii, na
ponocnym, poludniowym i wschodnim obszarze Afryki (od strefy borealnej po lasy
tropikalne), poza suchymi strefami Australii 1 Afryki - reprezentowanych przede wszystkim
przez rosliny zielne, rzadziej przez krzewy i drzewa [Hansel 1 wsp., 1993; Mirek Z, 2002]. W
obrebie rodzaju Epilobium stwierdzono ponad 200 [Hevesi 1 wsp., 2009], 250 [Leveille, 1910;
Hansel i wsp., 1993] gatunkéw, z czego 27 rdzennie wystepuje na terenie Europy [Hevesi i
wsp., 2009], a liczbe gatunkow zidentyfikowanych w Polsce szacuje si¢ na 14 [Mirek Z.,
2002]. Ze wzgledu na fakt, iz liscie ro$lin z tego rodzaju przypominaja wygladem liscie
wierzby, w nomenklaturze angielskiej przedstawicieli tego rodzaju powszechnie okresla sig¢
terminem ,,Willow herb” [Steenkamp 1 wsp., 2006; PDR, 2007], w szczego6lnosci nalezacych
do gatunku Epilobium angustifolium (wierzbowki kiprzycy). Innymi anglojezycznymi
terminami powszechnie przypisywanymi dla tego gatunku sg okreslenia: ,,Fire weed” (syn.
,Fireweed”) [Hansel i wsp., 1993; Pizorno i wsp., 2012], ,,French willow”, ,,rosebay”, ,,spiked
willow herb”’[Hansel i wsp., 1993].

W medycynie tradycyjnej surowce roslinne z rodzaju Epilobium maja ugruntowana
pozycje. Stosowane sa bowiem od wielu lat przede wszystkim w profilaktyce 1 tagodzeniu
symptoméw wystepujacych u pacjentow cierpigcych na tagodny przerost gruczotu
krokowego, z dysfunkcja uktadu moczo-piciowego, w szczegdlnosci w stanach zapalnych
cewki moczowej 1 zaburzeniach mikcji [Hostettmann 1 wsp., 1990; Volak i wsp., 1992; Hansel
1 wsp., 1993; Schaffner, 1996; Steenkamp, 2003; Vitalone 1 wsp., 2003; PDR, 2007; Pizorno i
wsp., 2012]. Wiedza na temat wlasciwosci przeciwzapalnych 1 antyseptycznych ekstraktow z
Epilobium sp. wykorzystywana jest rowniez w leczeniu grzybic, owrzodzen 1 obrzekow skory
[Van-Hellemont, 1986; Foster i wsp., 2000; Wichtl, 2004]. Z kolei w tradycyjnej medycynie
chinskiej substancje nalezace do tego rodzaju wykorzystuje si¢ rdwniez leczniczo w celu
ztagodzenia objawow zaburzen miesigczkowania, a przez rdzennych Amerykanow
wykorzystywane sg takze przy krwawieniach odbytnicy [Hansel 1 wsp., 1993; Foster 1 wsp.,
2000; Wichtl, 2004; PDR, 2007; Stolarczyk, 2013]. Miode pedy lub calg rosling Epilobium
parviflorum (wierzbownicy drobnokwiatowej) wykorzystywano rowniez do uzyskiwania
lekoéw o wiasciwos$ciach rozmigkczajacych, ostaniajacych i Sciggajacych [Schaffner, 1996]. W

medycynie tradycyjnej postuluje si¢ rowniez wlasciwosci kojace uktad nerwowy dla suchych
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lisci z E. angustifolium, a takze dla naparow i odwaréw opartych na bazie ww. surowca w
leczeniu boléw migrenowych. Odwar i sproszkowane klacza E. angustifolium uzywane sa
roéwniez zewngtrznie jako $rodek gojacy [Volak 1 wsp., 1992]. Wyciagi z E. angustifolium
zaleca si¢ rowniez do stosowania przy stanach zapalnych btony S$luzowej zoladka i jelit
[Hansel 1 wsp., 1993; PDR, 2007]. Pomimo szerokiego terapeutycznego znaczenia SUrowcoOw
opartych na bazie poszczegolnych gatunkdéw Epilobium sp. zaden z nich nie posiada jednakze
monografii ESCOP, Komisji E ani tez w europejskiej [Eur Ph, 2014] czy tez polskiej
Farmakopei IX [FP, 2011; Hevesi 1 wsp., 2009].

W miar¢ uptywu lat wzrosta wiedza na temat biologicznego dziatania substancji
biologicznie czynnych stwierdzonych u poszczegdlnych gatunkéw tego rodzaju, ktorych
sktad i1 procentowa zawarto$¢ rézni si¢ w zalezno$ci m.in. od tego, jaki gatunek, surowiec
poddano analizie, od stadium jego rozwoju, rodzaju badanego ekstraktu, uzytej metodyki i
techniki analityczne;j.

Wedlug monografii PDR for Herbal Medicines surowcem zielarskim jest czgsé
nadziemna (ziele) oraz korzen rosliny a do substancji biologicznie czynnych zawartych w
surowcach jak i1 wyciggach uzyskanych z poszczegélnych gatunkéw rodzaju Epilobium
zalicza si¢ gtownie: flawonoidy i ich pochodne (np. myricetyne, izokwercetyne, kwercetyne,
guajaweryne, kwercetyno-3-O-B-D-glukoronid), taniny i ich pochodne (w szczegdlnosci
nalezace do elagitanin, gl. oenoteina B i A oraz galotanin), kwasy thuszczowe i ich sole (np.
palmitynian), fitosterole i ich pochodne (m.in. B-sitosterol i jego pochodne) [PDR, 2007].

Obecnos¢ flawonoidow, ich pochodnych w analizowanych surowcach roslinnych i
wyciagach Epilobium sp. wykazali Denford 1 wsp. [Denford 1 wsp., 1974; Denford, 1980],
Rzadkowska-Podalska i1 wsp. [Rzadkowska-Podalska 1 wsp., 1987], Ducrey i wsp. [Ducrey 1
wsp., 1997], Hiermann i wsp. [Hiermann i wsp., 1986, Hiermann 1 wsp., 1991; Hiermann,
1995; Hiermann 1 wsp., 1998], Slacanin i wsp. [Slacanin 1 wsp., 1991], Ivancheva i wsp.
[Ivancheva 1 wsp., 1992], Lesuisse 1 wsp. [Lessuise 1 wsp., 1995], Barakat 1 wsp. [Barakat 1
wsp., 1997], Rauha 1 wsp. [Rauha i wsp., 2000], Vitalone 1 wsp. [20], Pelc i wsp. [Pelc 1 wsp.,
2006], Kiss 1 wsp. [Kiss 1 wsp., 2010], Hevesi 1 wsp. [Hevesi i wsp., 2009], Stolarczyk 1 wsp.
[Stolarczyk 1 wsp., 2013] i inni. Denford i wsp. przeprowadzili analize chemotaksonomiczng,
pod katem obecnosci glikozydéw flawonolowych, u osobnikow wchodzacych w sktad 239
populacji 17 gatunkéw rodzaju Epilobium wystepujacych na terenie Kanady (E. latifolium, E.
angustifolium, E. glandulosum, E. paniculatum, E. hirsutum, anagallidifolium, E.
platyphyllum, E. hornemanii, E. clavatum, E. lactiflorum, E. alpinum, E. luteum, E.
davuricum, E. leptophyllum, E. palustre, E. palustre var. Grammadophyllum, E. palustre var.
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Monticolor). W obrgbie przeanalizowanych przedstawicieli stwierdzono obecnos¢
mirycetyno-3-O-arabinozydu, -3-O-glukozydu, -3-O-ramnozydu;  kwercetyno-3-O-
arabinozydu, -3-O-glukozydu, -3-O-diglukozydu, -3-O-ramnozydu oraz kemferolo-3-O-
glukozydu i1 -3-O-ramnozydu [Denford i wsp., 1980]. Hiermann 1 wsp. na poczatku lat 90-
tych wykazali w zielu Epilobium angustifolium obecnos¢ m.in. kolejnej glikozydowe;j
pochodnej mirycetyny, tj. mirycetyno-3-O-B-glukuronidu [Hiermann i wsp., 1991]. Obszerna
analiz¢ fitochemiczng trzynastu gatunkdéw z rodzaju Epilobium (9 gatunkdéw zebranych z
terenu Szwajcarii, 4 pozostalych z Afryki) wykonat Ducrey wraz z zespotem, ktoérzy dokonali
identyfikacji w metanolowych ekstraktach z ziela Epilobium angustifolium, E. dodonaei, E.
capense, E. hirsurtum, E. hirsutum, E. montanum, E. parviflorum, E. alpinum, E. roseum, E.
salignum, E. stereophyllum, E. tetragonum 1 gatunku mieszancowego (ktérego organizmami
rodzicielskimi sg E. roseum 1 E. parviflorum) znacznej liczby glikozydéw flawonolowych, w
tym kwercetyne, izokwercetyne, guajaweryne, hiperozyd, mirycetyne, izomirycetyne. Reszty
glikozydowe stanowity: ramnoza, glukoza, galaktoza, galoilo-6-galaktoza i arabinoza [Ducrey
1 wsp., 1997]. Kompleksowa ocene fitochemiczng przeprowadzita Hevesi i wsp. analizujac
metanolowe ekstrakty uzyskane z pigciu gatunkow rodzaju Epilobium natywnie
wystepujacych na terenie Wegier (Epilobium parviflorum, E. angustifolium, E. montanum, E.
tetragonum, E. roseum) oraz dwoch dostepnych komercyjnie ekstraktow z Epilobium
parviflorum, w wyniku czego potwierdzono obecnos¢ m.in. mirycetyno-3-O-heksogalusanu,
mirycetyno-3-O-heksozydu, kwercetyno-3-O-heksogalusanu, pentozydu kwasu elaginowego,
mirycetyno-3-O-pentozydu 1 -3-O-ramnozydu, kwercetyno-7-O-glukuronidu, heksozydu
kwasu elaginowego, kwercetyno-3-O-pentozydu, kemferolo-3-O-heksozydu i1 kwercetyno-3-
O-ramnozydu [Hevesi 1 wsp., 2009]. Wystepowanie ww. metabolitéw wtornych potwierdzono
réwniez w ekstraktach etanolowych z E. parviflorum, E. angustifolium i1 E. hirsutum..
Zroznicowany profil ww. zwiazkow w fazie wegetatywnej i1 generatywnej w zielu E.
angustifolium 1 E. hirsutum wykazaly ponadto badania Pelc i wsp. [Pelc 1 wsp., 2006]. W
badaniach tych zidentyfikowano m.in. obecnos¢ flawonow: 7-glikozydu luteoliny
(dominujacy), 7-glikozydu apigeniny, luteoling oraz flawonole: kwercetyne i pochodne:
rutyng (3-rutynozyd kwercetyny), kwercetryng, izokwercetryng, 3-glikozyd izoramnetyny,
mirycetyne¢ i kemferol [Pelc 1 wsp., 2006]. W ostatnim czasie szerokie spektrum flawonoidow
wykazano rowniez w wodnych 1 etyleno-octowych wyciagach ww. E. angustifolium 1 E.
hirsutum oraz E. parviflorum [Stolarczyk 1 wsp., 2013].

Kolejng grupa zwiazkoéw, ktorych obecnosé stwierdzono w surowcach lub ekstraktach

uzyskiwanych z ro$lin omawianego rodzaju, stanowig taniny, nalezace gtownie do elagitanin 1
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galotanin. Ich obecno$¢ w wodno-etanolowym wyciagu z ziela Epilobium hirsutum wykazata
m.in. Ivancheva i wsp. [Ivancheva i wsp., 1992], Lesuisse i wsp., ktorzy w wodnych i
etanolowych wyciagach z todygi i ziela Epilobium angustifolium stwierdzili obecnosé¢
makrocyklicznej taniny hydrolizujgcej - oenoteiny B [Lessuise 1 wsp., 1995]. Vitalone i wsp.
obecno$¢ jej wykazali natomiast w etanolowych wyciggach otrzymanych z czesci
nadziemnych kolejnych trzech gatunkow (Epilobium rosmarinifolium, E. spicatum 1 E.
tetragonum) [Vitalone 1 wsp., 2003]. Rowniez w nadziemnych cze$ciach przedstawicieli
siedmiu gatunkoéw roslin z rodzaju Epilobium (Epilobium angustifolium, E. hirsutum, E.
fleischeri Hochst., E. roseum, E. parviflorum, E. montanum 1 E. lanceolatum) wykazano
obecno$¢ wspomnianej powyzej makrocykllicznej dimerycznej oenoteiny B oraz jej
trimerycznego analogu — oenoteiny A [Ducrey i wsp., 1995]. Obecno$¢ elagitanin, w
szczegolnosci oenoteiny B w wyciagach z ziela przede wszystkim E. angustifolium, E.
parviflorum 1 E. hirsutum a takze E. montanum, E. rosmarinifolium 1 E. tetragonum wykazaty
réwniez badania m.in. Kiss i wsp. [Kiss i wsp., 2004; Kiss 1 wsp., 2006; Kiss i wsp., 2010],
Granica 1 wsp. [Granica 1 wsp., 2012] oraz Stolarczyk i wsp. [Stolarczyk i wsp., 2013].
Niewielkg ilo$§¢ steroli 1 ich estrow (glownie [-sitosterolu, kampesterolu,
stigmasterolu, cholesterolu, brasikasterolu) w zielu lub oleju z nasion roslin z rodzaju
Epilobium (E. tetragonum, E. hirsutum, E. angustifolium) stwierdzono w pracach
prowadzonych m.in. przez Hiermann i wsp. [Hiermann i wsp., 1997], Nowak i wsp. [Nowak
1 wsp., 1998], Pelc i wsp. [Pelc i wsp., 2005], Mrozikiewicz i wsp. [Mrozikiewicz i wsp.,
2005], Weglarz 1 wsp. [Weglarz 1 wsp., 2011]. W oleju z nasion Epilobium sp. stwierdzono
rowniez obecnos$¢ kwasow tluszczowych (kwas palmitynowego, stearynowego, oleinowego,
linolowego, y-linolenowego 1 a-linolenowego) 1 ich pochodnych [Hiermann 1 wsp., 1997],
Nowak 1 wsp. [Nowak 1 wsp., 1998], Pelc 1 wsp. [Pelc i wsp., 2005].
W szeregu analizach potwierdzono rowniez obecnos¢ kwaséw fenolowych i ich pochodnych,
w tym kwasu elaginowego, kwasu galusowego, pentozydu 1 heksozydu kwasu elaginowego,
kwasu chlorogenowego, estru pentozowego kwasu kawowego 1 innych [Hevesi 1 wsp., 2006;
Hevesi 1 wsp., 2009; Jirgenson i wsp., 2012; Huttunen i wsp., 2013]. W tabeli nr 6
zestawiono gatunki Epilobium sp., ktére poddano analizie fitochemicznej wraz ze

zidentyfikowanymi metabolitami wtérnymi [Tab. 6.].
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Tab. 6. Zestawienie gatunkéw rodzaju Epilobium wraz z najistotniejszymi zidentyfikowanymi metabolitami wtérnymi. Opracowanie wtasne.

Grupa Badane zwigzki Badany gatunek Autor
zwiazkow

flawonoidy i | glikozydowe pochodne: mirycetyno-3-O-arabinozyd, 3-O- | E. latifolium, E. angustifolium, E. glandulosum, E. | Denford, 1980
ich pochodne | glukozyd i 3-O-ramnozyd; kwercetyno-3-O-arabinozyd, 3-O- | paniculatum, E. hirsutum, anagallidifolium, E.

glukozyd, 3-O-diglukozyd, 3-O-ramnozyd; kemferolo-3-O-
glukozyd i 3-O-ramnozyd

platyphyllum, E. hornemanii, E. clavatum, E.
lactiflorum, E. alpinum, E. luteum, E. davuricum,
E. leptophyllum, E. palustre, E. palustre var.
Grammadophyllum, E. palustre var. Monticolor

kemferol, mirycetyna, kwercetyna i ich 3-O-B-glikozydowe
pochodne: kemferolo-3-O-ramnozyd, kemferolo-3-O-
glukozyd, mirycetyno-3-O-ramnozyd, kwercetyno-3-a-L-
arabopiranozyd, kwercetyno-3-O-ramnozyd, 3-O-galaktozyd,
3-0-glukozyd

E. parviflorum

Rzadkowska-Podalska i
wsp., 1987; Hiermann, 1982

mirycetyno-3-O-p-glukuronid

E. angustifolium, E. parviflorum, E. hirsutum, E.
dodanaei

Hiermann 1
Hiermann 1
Slacanin i
Ivancheva i

wsp., 1986;
wsp., 1991;
wsp., 1991;
wsp., 1992;

Hiermann, 1993; Hiermann

i wsp., 1998

kemferol, kwercetyna, mirycetyna, guajaweryna, hiperozyd,
izokwercetyna, izomirycetyna i1 3-O-glikozydowe pochodne
kemferolu, kwercetyny i mirycetyny (reszty glikozydowe:
ramnoza, glukoza, galoilo-6-glukoza)

E. angustifolium, E. dodonaei; E. campestre, E.
hirsutum, E. montanum, E. parviflorum; E.
alpinum, E. roseum, E. salignum, E. stereophyllum,
E. tetragonum; hybryda: E. roseum i E. parviflorum

Ducrey 1 wsp.,

1997

kwercetyno-3-O-glukuronid, mirycetyno-3-O-ramnozyd

E. angustifoium, E. hirsutum, E. parviflorum

Kiss i wsp., 2010

mirycetyna, kwercetyna, hiperozyd i ich 3-O-glikozydowe
pochodne (reszta glikozydowa: glukoza, ramnoza)

E.  pawrviflorum, E. hirsutum, E. roseum, E.

montanum, E. roseum, E. tetragonum

Hevesi i wsp., 2006
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flawony: 7-glikozyd luteoliny (dominujacy ), 7-glikozyd
apigeniny, luteolina; flawonole: kwercetyna i pochodne: rutyna
(3-rutynozyd kwercetyny), kwercetryna, izokwercetryna, 3-
glikozyd izoramnetyny, mirycetyna, kemferol

E. angustifolium, E. hirsutum

Pelc i wsp., 2006

mirycetyno-3-O-hekso-gallusan,
kwercetyno-3-O-heksogallusan,
mirycetyno-3-O-ramnozyd, ,
kemferolo-3-O-heksozyd,
kemferolo-3-O-ramnozyd

mirycetyno-3-O-heksozyd,
mirycetyno-3-O-pentozyd,
kwercetyno-3-O-penozyd,
kwercetyno-3-O-ramnozyd i

E. parviflorum, E. montanum, E. tetragonum, E.
roseum

Hevesi i wsp., 2009

kwercetyno-7-O-glukuronid, kemferolo-7-O-glukuronid

E. angustifolium

Hevesi i wsp., 2009

glikozydowa forma mirycetyny, mirycetyna, glikozydy:
kwercetyny i kemferolu

E. parviflorum

Arredondo i1 wsp., 2004

zawarto$¢ frakcji fenolowe;j

E. hirsutum, E. palustre, E. rosmarinifolium, E.
spicatum, E. tetragonum

Vitali 1 wsp., 2006

catkowita zawartos$¢ flawonoidow

E. angustifolium

Jiirgenson 1 wsp., 2012

catkowita zawarto$¢ flawonoidoéw (glikozyd kwercetyny)

E. angustifolium

Huttunen i wsp., 2013

catkowita zawartos$¢ flawonoidow

E. parviflorum, E. angustifolium, E. hirsutum

Stolarczyk i wsp., 2013

mirycetyno-3-O-galoilo-heksozyd, mirycetyno-3-O-
galaktozyd, mirycetyno-O-heksozyd, kwercetyno-3-O-(6"-
galoilo)-galaktozyd, mirycetyno-3-O-arabinozyd, kwercetyno-
O-galoilo-heksozyd, mirycetyno-3-O-ramnozyd, kwercetyno-
3-O-galaktozyd, kwercetyno-3-O-glukozyd, kwercetyno-3-O-
glukuronid, kwercetyno-3-O-arabinozyd, kemferolo-O-galoilo-
heksozyd, kwercetyno-3-O-ramnozyd, kwercetyno-O-galoilo-
glukuronid

E. parviflorum, E. angustifolium, E. hirsutum

Stolarczyk i wsp., 2013

fitosterole
ich pochodne

i

B-sitosterol, kempesterol, stigmasterol, cholesterol

E. parviflorum

Hiermann, 1983;

Hiermann, 1985

B-sitosterol, kempesterol, stigmasterol, brasikasterol

E. tetrgonum, E. hirsutum

Pelc i wsp., 2005

[-sitosterol, kempesterol, stigmasterol

E. angustifolium

Mrozikiewicz i wsp., 2005
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[-sitosterol

E. angustifolium

Nowak i wsp., 1998

B-sitosterol,  P-sitosterolo-D-glukuronid,
stigmasterol, brasikasterol, cholesterol

kempesterol,

Weglarz i wsp., 2011

kemferolo-O-galoilo-heksozyd,
kemferolo-3-O-ramnozyd

kemferolo-3-O-glukuronid,

E. parviflorum, E. angustifolium, E. hirsutum

Stolarczyk i wsp., 2013

kwasy kwas linolowy, palmitynowy, kaproinowy, kaprylowy, | E. angustifolium (?) Hiermann i wsp., 1997
thuszczowe 1 | kaprynowy, laurynowy, mirystynowy, stearynowy, linolenowy,
ich pochodne | arachidonowy, behenowy, lignocerowy, cerotowy, montanowy i
melisynowy
kwas palmitynowy, stearynowy, oleinowy, linolowy, v- | E. tetragonum, E. hirsutum Pelc i wsp., 2005
linolenowy i a-linolenowy
kwas linolowy, palmitynowy, mirystynowy, stearynowy, Nowak i wsp., 1998
linolenowy E. parviflorum, E. angustifolium
kwas palmitynowy E. tetragonum, E. hirsutum Vitalone i wsp., 2003
kwasy pochodne kwasu kawowego, kwas elaginowy E. roseum, E. tetragonum, E. parviflorum, E. | Hevesii wsp., 2006
fenolowe i montanum, E. hirsutum
ich pochodne | pentozyd kwasu elaginowego, heksozyd kwasu elaginowego, Hevei i wsp., 2009

kwas chlorogenowy, ester pentozowy kwasu kawowego

E. parviflorum, E. angustifolium, E. montanum, E.
tetragonum, E. roseum

catkowita zawarto$¢ polifenoli

E. angustifolium

Jiirgenson 1 wsp., 2012

kwas benzoesowy, kwas kwas

hydroksycynamonowy

hydroksybenzoesowy,

E. angustifolium

Huttunen i wsp., 2013

catkowita zawartos$¢ polifenoli

E. parviflorum, E. angustifolium, E. hirsutum

Stolarczyk i wsp., 2013
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kwas galusowy, kwas 3-O-kawoilochinowy, ester pentozowy
kwasu kawowego, kwas 3-O-p-kumaroilochinowy, kwas 4-O-
p-kumaroilochinowy, kwas 5-O-kawoilochinowy, kwas 3-O-
feruloilochinowy, kwas 5-O-p-kumaroilochinowy, kwas 5-O-p-
feruloilochinowy, dilakton kwasu walonowego, kwas
elaginowy, pochodne kwasu elaginowego

E. parviflorum, E. angustifolium, E. hirsutum

Stolarczyk i wsp., 2013

taniny

oenoteina B

E. hirsutum

Ivancheva i wsp., 1992

oenoteina A1 B

E. angustifolium, E. dodonaei; E. campestre, E.
hirsutum, E. montanum, E. parviflorum; E.
alpinum, E. roseum, E. salignum, E. stereophyllum,
E. tetragonum; hybryda: E. roseum i E. parviflorum

Ducrey i wsp., 1995

oenoteina B

E. rosmarinifolium, E. spicatum, E. tetragonum

Vitalone i wsp., 2003

oenoteina B

E. angustifolium

Kiss i wsp., 2004

oenoteina B

E. angustifolium

Kiss i wsp., 2006

oenoteina B

E. angustifolium

Bazylko i wsp., 2007

oenoteina B

E. parviflorum, E. hirsutum

Kiss i wsp., 2010

zawarto$¢ frakcji tanin

E. hirsutum, E. palustre, E. rosmarinifolium, E.
spicatum, E. tetragonum

Vitali 1 wsp., 2006

oenoteina B

E. angustifolium

Schepetkin 1 wsp., 2007
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catkowita zawarto$c¢ tanin

E. angustifolium

Jiirgenson 1 wsp., 2012

oenoteina B

E. parviflorum, E. angustifolium, E. hirsutum, E.
montanum, E. colinum

Granica i wsp., 2012

oenoteina B

E. parviflorum, E. angustifolium, E. hirsutum

Stolarczyk i wsp., 2013

oenoteina B, nieznana ellagitanina, galoilo-
heksahydroksydifenoilo (HDDP)-glukoza,
pentagaloiloglukoza, digaloilo-HDDP-glukoza, bi-HHDP-
glukoza

E. parviflorum, E. angustifolium, E. hirsutum

Stolarczyk i wsp., 2013
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1.9.1. Wlasciwosci biologiczne przedstawicieli Epilobium sp.

Analiza literaturowa przeprowadzonych dotychczas badan pozwala na przypisanie ro§linom
rodzaju Epilobium szeregu biologicznych wlasciwosci, migdzy innymi antyproliferacyjnych czy
wplywajacych na gospodarke hormonalng [Hiermann i wsp., 1997; Vitalone 1 wsp., 2001; Vitalone 1
wsp., 2006; Kiss 1 wsp., 2004; Kiss 1 wsp., 2006; Kujawski i wsp., 2010; Stolarzyk i wsp., 2013].
Wskazuje si¢ tez na dziatanie rozkurczajace na migsnie gltadkie pecherza moczowego oraz cewki
moczowej, co wptywa na ztagodzenie symptomoéw towarzyszacych BPH [PDR, 2007]. Wykazano
rowniez dla ekstraktow uzyskanych z poszczegélnych gatunkéw rodzaju Epilobium dziatanie
przeciwzapalne, przeciwobrzekowe [Hiermann i wsp., 1986; Hiermann i wsp., 1991, Hiermann i
wsp., 1998; Hevesi i wsp., 2009], immunomodulujace [Schepetkin i wsp., 2009, Kiss i wsp., 2011,
Ramstead 1 wsp., 2012], antyoksydacyjne [Arredondo i wsp., 2004; Steenkamp i wsp., 2006;
Stajner 1 wsp., 2007; Hevesi 1 wsp., 2009; Kiss i wsp., 2011], przeciwbiegunkowe 1 wykazujace
wplwy na perystaltyke jelit [Vitali i wsp., 2006], wlasciwosci przeciwbolowe [Hiermann i wsp.,
1986; Hiermann i wsp., 1991; Tita i wsp., 2001; Pourmorad i wsp., 2007] oraz przeciwbakteryjne i
przeciwgrzybiczne [Ivancheva i wsp., 1992; Rauha 1 wsp., 2000; Steenkamp 1 wsp., 2006; Bartfay i
wsp., 2012; Smirnova i wsp., 2012; Huttunen 1 wsp., 2013; Glowacka i wsp., 2013; Kosalec i wsp.,
2013].

Wyniki badan przeprowadzone przede wszystkim w modelu in vitro, wskazuja gtownie na
potencjalne wlasciwosci antyproliferacyjne 1 normalizujace gospodarke hormonéw, gltownie
ptciowych (wlasciwosci antyandrogenowe i1 antyestrogenowe) dla wyciagdéw opartych na bazie
Epilobium sp., dla poszczegdlnych frakcji ekstraktow czy tez zidentyfikowanych metabolitow
wtérnych. I tak wyniki badan przeprowadzone przez Lesuisse 1 wsp. [Lesuisse 1 wsp., 1996] oraz
Ducrey i wsp. [Ducrey i wsp., 1997] wskazaly na mozliwo$¢ oddziatywania kluczowych
metabolitow wtérnych zawartych w poszczegdlnych frakcjach ekstraktow z Epilobium sp. na
aktywnos¢ SRdSar. Lesuisse 1 wsp. przeprowadzili pomiar wpltywu poszczegdlnych frakcji
etanolowych 1 wodnych ekstraktow uzyskanych z suchych, nadziemnych czgsci Epilobium
parviflorum na zmiany aktywnos$ci SRd5ar (SRd5a, syn. SRd5a; Sd5aR) w homogenatach tkanek
pobranych z materialu klinicznego poprzez analiz¢ zmian ilo§ciowych metabolitow enzymu: DHT,
Sa-androstano-3a,17B-diolu 1 Sa-androstano-3f3,17p-diolu. Otrzymana frakcja wodna spowodowata
spadek aktywnosci enzymu o 90% - wspotczynnik ICsy dla wyizolowanej 1 oczyszczonej z tej
frakcji przedstawiciela makrocyklicznej taniny hydrolizujacej - oenoteiny B - wynosit 2,2x107,
podczas gdy dla suchego wodnego wyciagu E. parviflorum - 0,16 g/L [Lesuisse 1 wsp., 1996].
Ducrey 1 wsp. wykazali dziatanie hamujace aktywno$¢ SRd5ar 1 aromatazy w homogenetach prostat

ludzkich 1 szczurzych, zaréwno dla ekstraktu wodno-metanolowego uzyskanego z czesci
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nadziemnych Epilobium campestre, pojedynczej frakcji zawierajacej taniny (gtownie oenoteine A 1
B) oraz podanym zwierzgtom osobno tych dwoch zwigzkéw. Oenoteina A, w stgzeniu 50 uM,
spowodowata zahamowanie aktywno$ci aromatazy o 70%, oenoteina B natomiast o 33%.
Odmienne dzialanie obu zwigzkéw zaobserwowano w przypadku drugiego enzymu - Sa-reduktazy
steroidowej [Ducrey 1 wsp., 1997]. Zmiany w zachowaniu zdolnosci do proliferacji komorek pod
wplywem wyciagow z Epilobium prowadzono réwniez przez Vitalone i wsp. w badaniach w
modelu komoérkowych hodowli w warunkach in vitro [Vitalone i wsp., 2001; Vitalone i wsp., 2003].
W doswiadczeniu na nienowotworowej linii komorkowej nabtonka prostaty — PZ-HPV-7
wykazano, iz najsilniejsze wtasciwosci objawiajgce si¢ obnizeniem liczby komorek w stosunku do
grupy kontrolnej wykazat 0,65% etanolowy ekstrakt z Epilobium angustifolium w dawce 1900
pg/ml zarowno po 1 - jak i 2 - dniowym okresie inkubacji (zahamowanie proliferacji o 68% po 24h,
po 48h spadek o 67%) [Vitalone 1 wsp., 2001]. W kolejnym doswiadczeniu tej grupy badaczy
okreslano mechanizm antyproliferacyjnego dziatania etanolowych ekstraktow uzyskanych z kilku
przedstawicieli rodzaju Epilobium: Epilobium hirsutum, E. palustre, E. spicatum (E. angustifolium),
E. rosmarinifolium i E. tetragonum (Boiron Laboratories). Najsilniejszy efekt hamujacy proliferacje
komorek, objawiajacy si¢ zahamowaniem syntezy DNA komodrkowego na etapie fazy Go/Gy,
wykazaty ekstrakty pochodzace z Epilobium tetragonum i E. romarinifolium, jednak odznaczaty sie
réwniez niepozadanymi wilasciwosciami cytotoksycznymi [Vitalone i wsp., 2003]. Wyciagi z E.
rosmarinifolium (w stgzeniach 0,05 -1 mg/ml), E. tetragonum (w stezeniu 0,25 mg/ml) i E.
spicatum (w stezeniu 0,5 mg/ml) wykazywaty §rednio okoto 40% inhibicje proliferacj¢ badanych
komorek bez efektow cytotoksycznych [Vitalone 1 wsp., 2003]. W kolejnym badaniu etanolowe
wyciagi z nadziemnych czg$ci E. rosmarinifolium, E. tetragonum 1 E. spicatum wykazywaty
aktywnos$¢ antyproliferacyjng w stosunku do komoérek PZ-HPV-7 oraz ludzkich nowotworowych,
androgenno-zaleznych komorek prostaty LNCaP, ssaczych komorek nabtonka HMEC i1 w linii
komorkowej gwiazdziaka 1321N1 [Vitalone 1 wsp., 2003]. Najsilniejsze wtasciwosci hamujace
syntez¢ DNA, w powigzaniu z efektem cytotoksycznym, we wszystkich przebadanych liniach
komorkowych wykazat ekstrakt z Epilobium rosmarinifolium o najwigkszym ste¢zeniem oenoteiny
B [Vitalone i wsp., 2003].

W pracach Kiss 1 wsp., przeprowadzonych rowniez w modelu hodowli komérkowych in
vitro (komorek LNCaP, komorek SK-N-SH charakteryzujacych si¢ wysokim poziomem aktywnosci
NEP oraz nowotworowych komorek prostaty PC-3 o jej niskiej aktywnos$ci) wykazano ponadto
hamujacy charakter ekstraktow z Epilobium angustifolium, (gldéwnie 70% metanolowy,
etylooctowy, butanolowy), na aktywno$¢ enzyméw nalezacycy do grupy metalopeptydaz -
neutralnej endopeptydazy (NEP), enzymu konwertujagcego angiotensyn¢ (ACE), w znacznie

mniejszym stopniu aminopeptydazy P (APN) [Kiss 1 wsp., 2004; Kiss 1 wsp., 2006]. Jest to o tyle
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wazne, poniewaz biatka te znane sg z udowodnionej roli w patogenezie wielu postaci nowotworow,
m.in. nerek, pgcherza moczowego, prostaty, endometrium i phluc, czy tez w przeksztatcaniu si¢
komoérek nowotworowych z formy androgenno-zaleznej do androgenno-niezaleznej [Papandreou i
wsp., 1998; Albrecht i wsp., 2002]. Sugeruje si¢ kluczowy udzial dimerycznej, makrocyklicznej
ellagitaniny — oenoteiny B, a takze flawonoidow - hyperozydu, izokwercetyny, kwercetyny 1 ich
pochodnych (glukuronidu kwercetyny, kwercetyno-3-O-(6"-galloilo)-galakotozydu, kemferolo-3-O-
(6’-p-kumaroilo)-glukozydu) oraz kwaséw fenolowych (m.in. kwas gallusowy, elaginowy)
hamowaniu aktywnosci ww. enzymow [Kiss 1 wsp., 2004; Kiss 1 wsp., 2006].

Kluczowych badaniem przeprowadzonych w modelu zwierzecym, podejmujgcych probe
ustalenia potencjalnuych antyproliferacyjnych, hormono-zaleznych wlasciwosci wyciagow z
przedstawicieli Epilobium sp. jest eksperyment przeprowadzony przez Hiermann i wsp. [Hiermann
1 wsp., 1997]. Oceniano w nim wilasciwosci ekstraktu heksanowego 1 wodnego z ziela Epilobium
angustifolium oraz frakcji powstatej na drodze ultrafiltracji wodnego ekstraktu badanego surowca
zawierajacg sktadniki o masie molowej nie przekraczajacej 1000 Da (oznaczong symbolem UF)
[40mg/kg m.c./dobe/20 dni; p.o.; ekstrakt wodny i ww. frakcja] u 30 - dniowych szczurow
kastrowanych 1 niepoddanych kastracji dokonujac m.in. pomiaréw zmian masy ich gruczolu
krokowego, migénia dzwigacza odbytu (ang. musculus laevator ani, LAM) 1 pegcherzykéw
nasiennych [Hiermann i wsp., 1997]. U niekastrowanych szczuréw odnotowano znaczace
zmniejszenie masy pecherzykdéw nasiennych (a wiec androgenno-zaleznych gruczoldw) w stosunku
do zwierzat kontrolnych otrzymujacych testosteron. Silniejsze dziatanie obnizajagce mase
pecherzykow nasiennych, obserwowano w przypadku ekstraktu wodnego (spadek masy o 43%)).
Nieco odmienny efekt zaobserwowano u szczurdw kastrowanych, tj. wzrost masy wszystkich
badanych narzagdow (nieznaczne dziatanie proandrogenne). Wysunig¢to wniosek, 1z zidentyfikowane
w badanym ekstrakcie kwasy tluszczowe aplikowane zwierzgtom w ww. ilosciach nie wywolaly
oczekiwane] hamujacej aktywno$ci wobec enzymu Sa-reduktazy steroidowej [Hiermann i wsp.,
1997]. Odmienne dziatanie wodnego wyciagu z ziela Epilobium angustifolium, tzn. antyandrogenne
dzialanie u zwierzat niekastrowanych 1 niewielkie proandrogenne u kastratow w stosunku do
zwierzat kontrolnych stymulowanych testosteronem, Hiermann 1 wsp. tlumacza obecnos$cia
komponentow (o masie czasteczkowej przewyzszajacej 1000 Da) we frakcji wodnej,
wzmacniajacych biodostgpnos¢ podawanego egzogennie testosteronu [Hiermann i wsp., 1997]. W
innych badaniach in vivo, w mysim modelu leukocytarnego nowotworu P-388 1 wodobrzusznego
guza Ehricha, przeprowadzonych przez Voynova i wsp. alkoholowe wyciagi Epilobium hirsutum, w
stezeniach 1 mg/kg and 3 mg/kg, wydluzyly dtugos¢ zycia myszy odpowiednio o 158 i 152%
[Voynova 1 wsp., 1991]. W badaniach Kujawski 1 wsp. zaobserwowano zrdéznicowany wpltyw

wodnego wyciagu z ziela E. angustifolium na ekspresj¢ mRNA receptorow o 1 B receptora
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estrogenowego w brzusznym ptacie prostat indukowanych hormonalnie szczuréow przy
nieznacznym zwig¢kszeniu stezenia wolnego estradiolu (E2) w osoczu [Kujawski i wsp., 2010].

W badaniach Stolarczyk i wsp. udowodniono wlasciwosci antyproliferacyjne wodnych
wyciagow E. parviflorum, E. hirsutum 1 E. angustifolium (20, 50 1 70 pg/ml; czas trwania
eksperymentu — 72h) w stosunku do ludzkich nowotworowych komorek prostaty LNCaP (wartosci
IC50 wynosity odpowiednio 32.245.6 mg/ml, 37.3£1.9 mg/ml i 44.6+7.3 mg/ml). Indukcja
apoptozy pod wplywem badanych ekstraktow zwigzana byta proporocjonalna od uzytego stezenia
(najsilniesze efekty obserwowano przy stezeniu 70 pg/ml), a objawiata si¢ podwyzszeniem
aktywnosci kaspazy 3 do wartos$ci odpowiednio: 1.08 £+ 0.12 ng kaspazy 3/mg bialka dla ekstraktu z
E. angustifolium, 1.10 £ 0.8 ng dla wyciagu z E. parviflorum oraz do 1.39 + 0.21 ng w przypadku
ekstraktu z E. hirsutum. Stwierdzono ponadto, ze ich aktywno$¢ apoptotyczna zwigzana jest z
redukcja komorkowych potencjalow mitochodnrialnych. Badacze wysuneli wniosek, iz
obserwowane efekty moga by¢ skutkiem wysokiej zawartosci oenoteiny B, wzglednie kwasow
ellaginowych, flawonoidow [Stolarczyk i wsp., 2013]. W kolejnym badaniu wykazano ponadto
proporocjonalne do uzytej dawki (20, 50 and 70 pg/ml) zahamowanie proliferacji nowotworowych
komorek prostaty LNCaP, co moze korelowaé¢ z zahamowaniem sekrecji PSA oraz obnizeniem
aktywnosci arginazy w ww. komorkach pod wpltywem wodnych i etyleno-octanowych (w miejszym
stopniu) wyciagébw z Epilobium parviflorum, E. hirsutum i E. angustifolium [Stolarczyk i wsp.,
2013]. Wartosci IC50 dla wodnych wyciaggow wyniosty odpowiednio 32.2+5.6 ug/ml, 37.3+1.9
pg/ml 1 44.6+7.3 pg/ml. Podobne efekty obserwowano w obecnos$ci zidentyfikowanych w nich
oenoteiny B 1 mirycetyno-3-O-ramnozydu. Efektywniejsza w zahamowaniu proliferacji komorek
LNCaP, inhibicji sekrecji PSA oraz aktywnos$ci arginazy byta wspomniana ellagitanina (wartosci
IC50 wynosity odpowiednio 7.8+0.8 uM, 21.9£3.2 uM 1 19.2+£2.0 uM) [Stolarczyk 1 wsp., 2013]

Problematyka ustalenia roli proceséw zapalnych w patogenezie BPH zainicjowala wérdd
badaczy podjgcie prac zmierzajacych do ustalenia czy wyciagi uzyskane z przedstawicieli
Epilobium sp. lub zidentyfikowane w nich metabolity wtorne powodowaé moga zmiany w
aktywnos$ci enzymow charakterystycznych dla procesu zapalnego. Na uwage zasluguja przede
wszystkim wyniki badan in vivo przeprowadzonych przez Hiermann i wsp. [Hiermann i wsp., 1986;
Hiermann i wsp., 1991, Hiermann 1 wsp., 1998] oraz Juan i wsp. [Juan 1 wsp., 1988]. I tak w
modelu perfuzji ucha u krolikow (3 ml/min ekstraktu wodnego z Epilobium angustifolium lub E.
parviflorum, odpowiadajacego odpowiednio 1,5 albo 5 mg jego zaawartosci w 1 ml) wykazano, iz
wyciagi te w sposob proporcjonalny od uzytej dawki redukuja stezenie prostaglandyn typu PGE2,
6-keto PGE2,,, PGD2 [Juan i wsp., 1988]. Szczegolnie wodny ekstrakt z E. angustifolium w dawce
5 mg/1ml spowodowat obnizenie uwalniania PGE2, 6-keto PGE2,,, odpowiednio o0 60 i 98% (n =

4; p<0,001). Odpowiedni wycigg z E. parviflorum wykazywal 5-krotnie mniejszg aktywnoS¢.
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Natomiast etanolowe i metanolowe wyciggi obu gatunkéw rodzaju Epilobium nie wykazywaty
badanych wilasciwosci na oznaczalnym poziomie [Juan i wsp., 1988]. Na podstawie uzyskanych
wynikow postawiono hipoteze, iz za obserwowane efekty odpowiedzialne moga by¢ zawarte w
ekstraktach flawonoidy i fitosterole [Hiermann 1 wsp., 1986; Hiermann 1 wsp., 1991]. Wiasciwosci
przeciwzapalne etanolowego wyciagu E. angustifolium objawialy si¢ réwniez zmniejszeniem
obrzeku tapy szczura indukowanym karagening [Hiermann i wsp., 1986]. Dalsze prace zespolu
Hiermann i wsp. wskazaly na mozliwo$¢ udzialu mirycetyno-3-O-glukuronidu w inhibicji
cykooksygenaz COX-1 1 COX-2 oraz lipooksygenazy 5-LOX [Hiermann i wsp., 1991, Hiermann i
wsp., 1998]. Dalsze badania, przeprowadzone przez Steenkamp i wsp. w modelu in vitro, wykazaty
blisko 10-krotne silniejsze wlasciwosci przeciwzapalne ww. metabolitu glownie w etanolowych
wyciagach E. parviflorum anizeli syntetyczna indometacyna (w st¢zeniach, odpowiednio: 7,14
pg/ml (20 pM) 1 71,4 pg/ml (200 puM)) [Steenkamp i wsp., 2006]. Réwniez badania in vitro
przeprowadzone przez Hevesi 1 wsp. wskazaly na wlasciwos$ci przeciwzapalne wodno-acetonowego
ekstraktu z E. parviflorum, objawiajace si¢ zahamowaniem aktywnosci cykoooksygenazy i sekrecji
prostaglandyny E2 [Hevesi i wsp., 2009]. W doswiadczeniach tych badany ekstrakt wykazat
hamowanie aktywno$ci cyklooksygenazy przy niskim zakresie stezen, wzgledem ekstraktu
etanolowego zbadanego uprzednio przez Steenkamp 1 wsp. [Steenkamp 1 wsp., 2006].

Wyniki prac réznych grup [Schepetkin i wsp., 2009, Kiss i wsp., 2011, Ramstead i wsp.,
2012] sugeruja, iz za wlasciwosci immunomodulujace ekstraktow Epilobium sp. odpowiedzialna
moze by¢ w szczegodlnosci oenoteina B. W badaniach in vitro przeprowadzonych na ludzkich
monocytarnych komorkach THP-1Blue, komorkach biataczki HL-60 oraz in vivo w odniesieniu do
komorek neutrofili szpiku kostnego pobranych z myszy szepu BALB/c stwierdzono m.in.
aktywacje, indukcje chemotaksji monocytow/makrofagdéw i granulocytéw obojetnochtonnych oraz
sekrecje¢ wybranych cytokin (interferon-y, IL-1B, GM-CSF, TNF-a, IL-6) pod wplywem obecnosci
oenoteiny B (10 puM, 25 puM) [Schepetkin 1 wsp., 2009]. Szczegdétowe analizy wykazaly, ze
oenoteina B, w sposob zalezny od uzytej dawki, indukuje m.in. wewnatrzkomérkowe podwyzszenie
stezenie jonow Ca2+ w neutrofilach co, zdaniem badaczy, wskazywa¢ moze na fakt, iz zwigzek ten
moze by¢ agonista fagocytow. Takich efektow nie stwierdzono w przypadku zwigzkéw
strukturalnie powigzanych, bedacych niejako sktadowa oenoteiny B (tj. pirokatechiny, kwasu
galusowego, pirogalolu i kwasu 3,4-dihydroksybenzoesowego) [Schepetkin 1 wsp., 2009]. W
kolejnych badaniach, przeprowadzonych przez Kiss i wsp., udokumentowano, iz etanolowe wyciagi
z Epilobium hirsutum, E. parviflorum 1 E. angustifolium (o wysokim st¢zeniu tannin - oenoteiny B,
a takze flawonoidow — kwercetyno-3-O-glukuronidu, mirycetyno-3-O-ramnozydu) hamowaly m.in.
aktywnos$¢ hialuronidazy 1 lipoksygenazy z (IC50 = 3.3 - 6.5 pg/ml i 16 — 28 pg/ml, odpowiednio).

Hamowanie hialuronidazy zwigzane byto z obecnos$cig oenoteiny B (IC50 = 1,1 uM). Wykazano
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ponadto zahamowanie uwalniania markera stanu zaplanego - mieloperoksydazy (MPO) przez
stymulowane neutrofile, bez wptywu na uwalnianie elastazy pod wptywem badanych wyciagow
ro$linnych, jak rowniez samej oenoteiny B (IC50 - 7,7 pg/ml) [Kiss 1 wsp., 2011]. W badaniach
Ramstead 1 wsp. stwierdzono z kolei, ze metabolit ten, wyizolowany z ziela E. angustifolium, w
sposob zalezny od uzytej dawki moze stymulowac limfocyty (wotowego 1 ludzkiego komoérki T
typu: y6 T, CD8+ oraz NK (CD25 i/lub CD69) co objawiato si¢ podwyzszeniem sekrecji m.in.
interferonu y (IFNy) oraz interleukiny-18 (IL-18) przez komorki bydlece i ludzkie [Ramstead i
wsp., 2012]. Badania in vitro (w indukowanym $wiattem UV procesie starzenia si¢ ludzkich
fibroblastow skory NHDF (ang. normal human dermal fibroblasts)) 1 in vivo przeprowadzone przez
Ruszova 1 wsp. wksazuja ponadto na potencjalne dermoprotekcyjne wiasciwosci wyciagow
uzyskanych z E. angustifolium objawiajace si¢ zwigkszeniem przezywalnosci komodrek w obecnosci
ww. stresora [Ruszova i wsp., 2013].

Kolejnym z nurtow badan nad skutecznoscia fitoterapii BPH byly prace zmierzajace do
oszacowania wlasciwosci antyoksydacyjnych wyciagéw otrzymywanych z przedstawicieli rodzaju
Epilobium. Jak dotad w tej materii przeanalizowano, w warunkach in vitro, gldwnie ekstrakty
otrzymane z Epilobium parviflorum 1 E. angustifolium, w ostatnim czasie rowniez E. tetragonum,
E. roseum i E. montanum. Arredondo 1 wsp. w eksperymencie na komorkach linii komoérek PC12
wykazali, iz napar z cze$ci nadziemnych Epilobium parviflorum o st¢zeniu w zakresie 12,5 — 200
pug surowca/ml charakteryzowat si¢ silnymi wilasciwos$ciami antyoksydacyjnymi (zmiatajagcymi
rodnik ABTSe- (kwas 2,2’-azynobis-(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowy)) bez widocznego efektu
cytoprotekcyjnego. Zidentyfikowana w naparze mirycetyna oraz jej glikozydowe postacie, a takze
kwercetyna 1 kemferol, gdy byly podawane osobno do komoérek w stezeniu 100 pg/ml réwniez
wykazaty ww. wtasciwosci [Arredondo 1 wsp., 2004]. Przebadano takze wtasciwosci zmiatajace
(redukujace) rodnik hydroksylowy (HO-) pod wpltywem suchego wodnego i etanolowego (o
stezeniu 4mg/ml) wyciggu ww. surowca. Obie formy wyciagdw w 80% zredukowaty ilo$¢ rodnika
hydroksylowego (HO-) [Steenkamp 1 wsp., 2006]. W przypadku E. angustifolium wykazano w
warunkach in vitro, iz komercyjnie dostepne wodne ekstrakty z tego surowca wykazuja rowniez
wlasciwosci antyoksydacyjne objawiajace si¢ redukcja jondéw zelaza (III), zmiataniem wolnych
rodnikow 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylowych, hamowaniem degradacji fosfolipidow i1 2-deoksy-
D-rybozy indukowanej obecno$cig rodnikéw hydroksylowych [Shikov i wsp., 2006]. Na podstawie
uzyskanych wynikéw badacze zaproponowali, iz za owe wilasciwosci odpowiedzialne moga by¢
zidentyfikowane w ww. wyciggach polarne zwiazki fenolowe, m. in. hydroksylowane pochodne
kwasu benzoesowego i flawonoidy. W innych badaniach ekstrakty z liSci (w szczego6lnos$ci) oraz
todygi 1 korzeni E. angustifolium wykazywaly in vitro aktywnosci antyoksydacyjne objawiajace si¢

redukcja ilosci malonylodialdehydu, zredukowanej postaci glutationu oraz wolnych rodnikow
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0O2+—, OHe [Stajner 1 wsp., 2007]. Badania Hevesi i wsp. rowniez potwierdzily zdolno$¢ wyciagu
wodnego z E. angustifolium do hamowania in vitro aktywnos$ci cyklooksygenazy [Hevesi i wsp.,
2009]. W komorkach ludzkich fibroblastow 70% metanolowy wyciag z E. angudifolium (w
stezeniach w zakresiel0, 20, 30, 40 and 50 pg/mL) obnizal ilo$¢ wolnych rodnikow, w sposéd
zalezny od dawki hamowat rowniez w modelu liposomalnym process peroksydacji lipidow ((IC50
=2.37£0.12 mg/ml) [Hevesi i wsp., 2009]. W dalszych badaniach zesp6t Hevesi i wsp. potwierdzit
zdolno$¢ do zmiatania rodnikéw ABTSe- przez 70% metanolowe ekstrakty (w ww. stezeniach)
otrzymane z pi¢ciu gatunkéw roslin (Epilobium angustifolium, a takze E. angustifolium, E. roseum,
E. tetragonum 1 E. montanum). Podjeto nawet probe przypisania antyoksydacyjnych wlasciwosci
konkretnym zidentyfikowanym zwigzkom [Hevesi i wsp., 2009].

Przeprowadozno réwniez randomizowane, kontrolowane placebo badanie kliniczne z
podwojnie zaslepiong proba trwajace przez okres od 1 do 3 miesigcy, w ktdrym poddano ocenie
skuteczno$ci dziatania preparatu komercyjnego ProstateEZEMax w postaci kapsutek, w sktad
ktérych wchodzit m.in. ekstrakt z Epilobium parviflorum (odpowiadajacy 500 mg suchego ziela), a
takze olej z nasion Cucurbita pepo (160 mg), likopen (2,1 mg), wyciag z Pygeum africanym
(odpowiadajacy 15 g suchej fodygi, standaryzowany na B-sitosterol) oraz esktrakt z Serenoa repens
(odpowiadajacy 660 mg suchego liscia). Obserwowano miedzy innymi znaczaca, statystycznie
itotng redukcje nasilenia objawoéw LUTS (ocenianych na podstawie kwestionriusza IPSS), redukcje
czestotliwosci dobowego oddawania moczu u pacjentdw ze zdiagnozowanym BPH. Wyjasnienie
czy obserwowane efekty mogty by¢ spowodowane obecnoscia ekstraktu z E. parviflorum pozostaje

kwestia wymagajaca dalszych badan [Coulson i1 wsp., 2013].
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2. CELE PRACY

Celem pracy byla ocena wybranych wtasciwosci biologicznych i1 farmakologicznych oraz poznanie
molekularnego mechanizmu dziatania ekstraktu wodnego z ziela wierzbownicy waskolistnej
(Epilobium angustifolium) oraz lipidowo-sterolowego ekstraktu z owocow palmy sabalowe;j
(Serenoa repens) w szczurzym modelu rozrostu prostaty u szczuréw indukowanych testosteronem.
Do okreslenia wiasciwosci biologicznych i farmakologicznych postanowiono wykonaé nast¢pujace
badania:

1) oceng in vivo dziatania przeciwzapalnego;

2) ocene¢ wlasciwos$ci hamujacych diureze (oszacowanie zmian objetosci i czegstotliwosci oddawania
moczu u szczuréw) ekstraktu ziela Epilobium angustifolium;

3) dokonanie pomiaru zmian mas prostat (oraz ich ptatoéw brzusznych i grzbietowych) u zwierzat
indukowanych testosteronem oraz nie poddanych indukcji hormonalnej, pod wptywem badanych
wyciagow z E. angustifolium oraz S. Repens, a takze referencyjnego leku syntetycznego —

finasterydu.

Prébe poznania molekularnego mechanizmu dziatania ekstraktow roslinnych postanowiono
zrealizowac poprzez oceng zmian:

1) w poziomie transkrypcji mRNA gendéw kandydujacych do rozwoju tego schorzenia w gruczole
krokowym szczura, tj. So-reduktazy steroidowej typu 1 (SRD5SAR1), Sa-reduktazy steroidowej typu
2 (SRD5AR?2), aromatazy (CYP19), receptora androgenowego (AR), receptora estrogenowego a
(ERa) oraz receptora estrogenowego B (ERp), a takze genéw genomowego (gendw kodujacych
biatka p68 i1 Arip4) oraz niegenomowego (gendw kodujacych kinazy RafA, Mapkl, Mapk3) szlaku
sygnalizacji biatek wewnatrzkomérkowych zaleznych od androgenow;

2) w stezaniach wybranych hormonéw steroidowych (testosteronu (T), dihydrotestosteronu (DHT)

oraz B-estradiolu (E2) w osoczu zwierzat doswiadczalnych.
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3. MATERIALY I METODY

3.1. Materialy

3.1.1. Odczynniki, bufory, roztwory
3.1.1.1. Bufory

- bufor do nanoszenia probek DNA: 30% glicerol, 0, 25% barwnika Bromophenol blue
- bufor TBE 10 x stezony: 88 mM TRIS, 89 mM kwas borowy, 2 mM EDTA

- roztwor soli fizjologicznej - sktad roztworu na 1000 ml: 0,351 g NaCl, 3ml $rodka zmniejszajacego

napigcie powierzchniowe (,,Desprej" - ptyn do dezynfekcji matych powierzchni), woda destylowana

3.1.1.2. Odczynniki i roztwory
Preparaty:
- finasteryd (Proscar, tabl. 5 mg, Merck Sharp & Dohme, Niemcy)
- Testosteronum prolongatum (100 mg/ml, Jelfa)
- indometacyna (Metindol, inj. 0.06 g/2ml amp., Pliva Krakéw, Polska)
- heksanowy lipidosterolowy wyciag z owocow Serenoa repens (Fitoprost, Hasco-Lek)
Odczynniki:
- agaroza (ABO, Fermentas, Litwa)
- alkohol etylowy 75% (POCh, Polska)
- bromek etydyny -10mg/ml (Sigma, USA)
- chloroform (Sigma, USA)
- DEPC (ang. diethylpyrocarbonate) (Sigma, USA)
- Dimetylosulotlenek - DMSO (Sigma, USA)
- EDTA (ang. ethylenediaminetetraacetic acid) (Sigma, USA)
- izopropanol (Sigma, USA)
- karagenina (Carrageenan, Sigma- Aldrich, USA)
- kwas borowy (Sigma, USA)
- marker wielkosci KBL (1kb DNA Ladder, Fermentas, Litwa)
- odczynnik TriPure Isolation Reagent (Roche Diagnostic, Niemcy)
- olej arachidowy rafinowany farmaceutyczny |
- polietylenoglikol - PEG 400 (Sigma, USA)
- TRIS (ang. trinydroxyaminmethane) base (Sigma, USA)
- zestaw (kit) Fast Start DNA Master Sybr Green | (Roche Diagnostic, Niemcy)
- zestaw (kit) Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche Diagnostic, Niemcy)
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3.1.2. Urzadzenia labolatoryjne i aparatura badawcza

- amplifikator DNA z detekcja fluorescencji w czasie rzeczywistym LightCycler (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)

- czytnik mikroptytek Sunrise (Tecan, Austria)

- homogenizator tkankowy Power Gen 125 (Fisherbrand, Fisher Scientific, USA)

- komora do elektroforezy poziomej (BioRad, USA)

- komora laminarna Heraeus Herasafe KS (Kendro, Niemcy)

- komora PCR UV-CLEANER UVC/T-M-AR (Biosan, USA)

- komputerowy system wizualizacji i analizy obrazu UV: UVI-KS4000/Image PC (System
Biotech Molecular Biology Instruments, USA)

- kuchenka mikrofalowa Electrolux EMS 2840 (Electrolux, Szwecja)

- lodéwka ERE 3000 (Electrolux, Szwecja)

- pipety z nastawialng objetoscia (Eppendorf, USA)

- pipety z nastawialng objetoscig (Labmate, Wielka Brytania)

- pletyzmometr (UGO BASILE, Wtochy)

- spektrofotometr BioPhotometer (Eppendorf, USA)

- termocykler PTC 200 (MJ Research, USA)

- termomikser Compact (Eppendorf, USA)

- waga elektroniczna WPE 600 (Radwag, Polska)

- wiréwka Centrifuge 5415D/R (Eppendorf, USA)

- wirowka MiniSpin (Eppendorf, USA)

- wytrzasarka WL-1 (Biomix, Polska)

- wytwornica lodu ptatkowego iShin IF 300-150 (Biocom, USA)

- zamrazarka EUC -2100 (Electrolux, Szwecja)

- zamrazarka niskotemperaturowa Joun VXE 380 (Kendromed, Polska)

3.2. Metodyka badan

3.2.1. Zakup zwierzat, kwarantanna

Zwierzgta, samce szczurOw rasy Wistar o masie ciata 230 - 350 g w wieku 4 tygodni,
zakupiono w Hodowli Zwierzat Laboratoryjnych w Brwinowie. Przechowywano je w osobnych
klatkach z tworzywa sztucznego, w pomieszczeniu o wilgotnosci powietrza 65 — 75%,
temeperaturze 20 £ 2 °C ze swobodnym dostepem do wody przez caly okres czasu trwania

doswiadczenia 1 standardowej paszy laboratoryjnej (peletki, Labofeed B, Wytwornia pasz
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,,Morawski”, Kcynia, Polska, ISO 22000).

Doswiadczenie farmakologiczne wykonano we wspotpracy z Katedra 1 Zaktadem
Farmakologii Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Obejmowato
ono kastracje, podanie zwierzgtom odpowiednich wyciggoéw, substancji czynnych, ich dekapitacje,
wypreparowanie 1 zabezpieczenie szczurzych prostat oraz pobranie krwi zwierzg¢cej, pomiar
objetosci 1 czestosci oddawanego moczu oraz wilasciwosci przeciwzapalnych suchego wyciagu
wodnego z ziela Epilobium angustifolium.

Badania na zwierzetach przeprowadzone zostaly zgodnie z ustawg o ochronie zwierzat z
dnia 21 stycznia 2005 r. (Dz.Ust. nr 33 poz. 289, z dnia 24 lutego 2005). Uzyskano ponadto zgode
na przeprowadzonie doswiadczen na zwierzetach w Katedrze 1 Zakladzie Farmakologii
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu (numer zgody Lokalnej Komisji Etycznej Do Spraw
Doswiadczen Na Zwierzgtach: 03/2008).

3.2.2. Otrzymanie i charakterystyka wyciagu z Epilobium angustifolium

Suchy wyciag wodny z ziela Epilobium angustifolium przygotowano na zlecenie w
Zaktadzie Analityczno — Kontrolnym (p6zniej - Zaktad Badania Jakosci Produktow Leczniczych i
Suplementow Diety) w Instytucie Widkien Naturalny i Ros$lin Zielarskich (poprzednio Instytut

Roslin i Przetworow Zielarskich).

3.2.2.1. Uzyskanie surowca zielarskiego, ustalenie tozsamosci

Materiat ros§linny Epilobium angustifolium zebrano w okresie kwitnienia z upraw probnych
z terenu ogrodu roslin leczniczych Instytutu Wtokien Naturalnych 1 Roslin Zielarskich. W ramach
dziatalnosci statutowej Instytutu (projekt nr 3/POSF00425) wykonano wstgpna oceng zawartosci
substancji czynnych dla ujednoliconego surowca, ktéra wynosita odpowiednio:
- dla flawonoglikozydéw w przeliczeniu na kwercetyne [%] — 0,44
- dla zwigzkow fenolowych w przeliczeniu na kwas galusowy [%] — 9,39
- dla tanin w przeliczeniu na pirogallol [%] — 4,03

- dla steroli w przeliczeniu na B-sitosterol [%] — 0,18.

3.2.2.2. Sporzadzenie wyciagu z Epilobium angustifolium

Do 100 g sproszkowanego surowca dodano 1000 ml wody i ogrzewano pod chtodnicg

zwrotng w temperaturze 90 - 95°C przez 8 godzin, a nastgpnie pozostawiono do dnia nastepnego.
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Saczono pod zmniejszonym cisnieniem, a nast¢pnie liofilizowano. Otrzymano 22 g suchego
wyciggu wodnego, a wyniki oznaczen przedstawiono ponize;j:

- postac: proszek

- barwa : z6tto-bezowa

- strata masy po suszeniu [%] - 3,4

- zawarto$¢ flawonoidow w przeliczeniu na kwercetyne [%] - 0,91

- zawarto$ci zwigzkow fenolowych w przeliczeniu na kwas galusowy [%] - 24,36

- zawarto$¢ fitosteroli w przeliczeniu na beta-sitosterol [%] - 0,09

- zawarto$¢ tanin w przeliczeniu na pirogallol [%] - 0,01.

3.2.3. Ocena in vivo wlasciwosci przeciwzapalnych wyciagu z Epilobium angustifolium

Oszacowanie przeciwzapalnego efektu badanego ekstraktu z ziela Epilobium angustifolium
dokonano przy zastosowaniu pletyzmometru (Ugo Basile, Witochy) wg. Choudhary i wsp., 2005
[Choudhary i1 wsp., 2005]. Przed przeprowadzeniem do$wiadczenia sporzadzono plyn elektrolitowy
(roztwor chlorku I-warto$ciowego metalu alkalicznego o stgzeniu ok.6 mmol/l; sktad roztworu na 1000
ml: 0,351 g NaCl, 3ml $rodka zmniejszajacego napigcie powierzchniowe (,,Desprej" - ptyn do
dezynfekcji matych powierzchni, woda destylowana).

Przebieg doswiadczenia opisano ponizej:

Lape¢ kazdego szczura zanurzano na takg samg, wczesniej ustalona, gtebokos¢ w komorze pomiarowej;
po 4 sekundach odczytywano wynik. Ilos¢ ptynu w komorze uzupetniano do poziomu zerowego po
kazdym pomiarze. Aby zapobiec zanieczyszczeniu plynu elektrolitowego w komorze pomiarowej,
tapy szczura byty przed pomiarem oczyszczane.

Stan zapalny wywotywano poprzez wstrzyknigcie do podeszwy lewej tapy 1% roztworu karageniny
w dawce 2000 pg [Hiermann i wsp., 1986, Okulicz-Kozaryn 1 wsp., 2004, Kedzia 1 wsp., 2007].
Do prawej tapy wstrzykiwano t¢ sama objetosci soli fizjologicznej [Okulicz-Kozaryn 1 wsp., 2004].
Ekstrakt podawano w dawce 100 mg/kg m.c. (p.o.) (1/20 dawki toksycznej granicznej) podawano
bezposrednio po podaniu karageniny [Hiermann 1 wsp., 1986].

Do badan poréwnawczych uzyto indometacyne (Metindol, inj, 0.06g/2ml amp., Pliva Krakéw,
Polska) jako leku referencyjnego o dzialaniu przeciwzapalnym podawanego w dawce 10 mg/kg; s.c.
(bezposrednio po podaniu karageniny).

Po okresie 1.5 1 3.0 h od podania ekstraktu 1 leku referencyjnego przeprowadzono pomiar dziatania
przeciwzapalnego. W trakcie wszystkich pomiarow ograniczano do minimum czynniki mogace
negatywnie wptywa¢ na uzyskane wyniki (hatas, obecno$¢ osob postronnych, obecno$¢ innych
zwierzat).
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W opracowaniu wynikOw uzyto wzoru wyrazajacego réznice w zmianach objetosci prawej 1 lewej tylnej

tapy po wywolaniu stanu zapalnego:
G = (Lt'LO)'(Pt'PO),

G - warto$¢ wyrazajaca roznicg w zmianach objetosci prawej (Py) 1 lewej (L) tylnej tapy po 1.5h lub 3h
od wywotania stanu zapalnego w poréwnaniu z wartosciami wyjsciowymi
L, - objetos¢ wyjsciowa lewej tylnej tapy

P, - objetos¢ wyjsciowa prawej tylnej tapy.

3.2.4. Ocena wlasciwosci przeciwdiuretycznych ekstraktu z Epilobium angustifolium

3.2.4.1. Dane eksperymentalne

Zwierzeta przeznaczone w wieku 4 tygodni poddano zabiegowi kastracji obustronnej w
znieczuleniu ogoélnym z zastosowaniem tiopentalu (40 mg/kg i.p.) przed przeprowadzeniem
wlasciwego doswiadczenia. Przerost gruczotu krokowego wywolano podawaniem testosteronu.
Zwierzeta podzielono na 5 grup o liczebnos$ci 10 osobnikow.
Grupe kontrolng stanowily szczury, ktérym podskérnie (s.c.) podawano réwnowazng objetosé
vehiculum (tj. rownowazng objetos¢  kwasu arachidowego (olej arachidowy rafinowany
farmaceutyczny I) rozpuszczony w wodzie + PEG 400 1:1 (p.o.).
Kolejnym grupom zwierzat podawano sonda dozotadkowa (p.o.) wyciag roéliny, referencyjna

substancje czynng — finasteryd, wedtug nsstepujacego schematu:

suchy wyciag wodny z ziela Epilobium angustifolium rozpuszczonym w roztworze wodnym

+ PEG 400 1:1 (p.o.) w dawce 100 mg/kg m.c./dobg (1/20 dawki granicznej) przez 21 dni,

- testosteron ([Testosteronum prolongatum, 100 mg/ml w oleju arachidowym (s.c.)] + Woda +
PEG 400 1:1, p.o., 3 - krotnie co 7 dni w dawce 40 mg/kg) [wg Kosowicz i wsp., 2004],

- testosteron ([ Testosteronum prolongatum, 100 mg/ml w oleju arachidowym (s.c.)] + Woda +
PEG 400 1:1; p.o., 3 - krotnie co 7 dni w dawce 40 mg/kg]) + wyciag z ziela Epilobium
angustifolium (rozpuszczony w roztworze wodnym + PEG 400 1:1 (p.o.); 100 mg/kg
m.c./21 dni),

- testosteron ([ Testosteronum prolongatum, 100 mg/ml w oleju arachidowym (s.c.)] + Woda +

PEG 400 1:1; p.o., 3 - krotnie co 7 dni w dawce 40 mg/kg]) + finasteryd (50 mg/kg m.c., 7x

co 3 dni, po zawieszeniu w mieszaninie DMSO-PEG300 (2 : 8); p.o.) [wg Verleye i wsp.,

2005],

Przedstawione dane usystematyzowano w tabelach 71 8 ponize;.
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Tab. 7. Schemat dawkowania wyciagu z Epilobium angustifolium oraz substancji syntetycznych.

Wyciag / substancja czynna Dawka i okres podawania zwierzetom

wyciag wodny z ziela Epilobium

angustifolium 100 mg/kg m.c., raz dziennie przez 21 dni

finasteryd (Proscar, tabl. 5 mg, Merck

Sharp & Dohme) 50 mg/kg m.c., 7 razy, co 3 dzien

testosteron (testosteronum prolongatum,

100 mg/ml, Jelfa) 40 mg/kg m.c. 3 razy co 7 dzien

Tab. 8. Schemat dawkowania vehiculum, wyciggu z Epilobium angustifolium, finasterydu z podziatem na

Grupa z?vzlifgat Podawane wyciagi roslinne i substancje chemiczne

K (kontrola) Olej arachidowy (podskornie) + woda + PEG 400 1:1 (p.o.)

E wodny ekstrakt Epilobium angustifolium rozpuszczony w roztworze: woda +
PEG 400 1:1 (p.o.)

T Testosteronum prolongatum w oleju arachidowym (s.c.) +
woda + PEG 400 1:1 (p.o.)

TE Testosteronum prolongatum w oleju arachidowym (s.c.) +
wodny ekstrakt Epilobium angustifolium rozpuszczony w roztworze: woda +
PEG 400 1:1 (dozotadkowo)

TF Testosteronum prolongatum w oleju arachidowym (s.c.) +
finasteryd (Proscar) w DMSO + PEG 300 1:4 (p.o.)

K — grupa zwierzat kontrolnych; E — szczury nieindukowane hormonalnie, otrzymujace ekstrakt z ziela
Epilobium angustifolium; T — szczury indukowane testosteronem (kontrolne); TE — szczury otrzymujgce
testosteron wraz z ekstraktem z ziela E. angustifolium; TF - szczury otrzymujgce testosteron wraz z lekiem
syntetycznym — finasterydem.

3.2.4.2. Oszacowanie zmian ilo$ci oraz czestotliwosci oddawanego moczu

Zbiorke moczu oraz badanie czgstotliwosci jego oddawania przeprowadzono w 20 - dniu
doswiadczenia po uprzednim obcigzeniu zwierzat woda (2.5 ml/100 g m.c.; p.o.) i umieszczeniu
szczuréw pojedynczo w klatkach metabolicznych na okres 6 godzin [Choo i wsp., 2000]. Oceng
zmian w czestosci oddawanego moczu i1 jego objetosci dokonano we wszystkich grupach zwierzat

wg danych zamieszczonych w Tab. 8.

3.2.6. Ocena in vivo wlasciwos$ci antyproliferacyjnych wyciagow z Epilobium angustifolium i
Serenoa repens

3.2.6.1. Schemat doswiadczenia

Zwierzeta przeznaczone do kastracji w wieku 4 tygodni poddano zabiegowi przed
przeprowadzeniem wlasciwego doswiadczenia. Przerost gruczolu krokowego wywolano

podawaniem testosteronu. Zwierzeta podzielono na grupy o liczebnos$ci 10 szczurdéw.
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Dwie grupy stanowity grupy kontrolne zwierzat, ktorym podskdrnie (s.c.) podawano rownowazng

objetos¢ vehiculum (tj. rdwnowazng obje¢tos¢ kwasu arachidowego (olej arachidowy rafinowany

farmaceutyczny I) rozpuszczony odpowiednio w DMSO+PEG 300 1:4 (s.c.) (grupa K1) lub w
wodzie + PEG 400 1:1 (p.o.) (grupa K2).

Kolejnym grupom zwierzat podawano sonda dozotadkowa (p.o.) wyciagi roslinne i substancje

syntetyczne wedlug nsstepujacego schematu:

testosteron ([ Testosteronum prolongatum, 100 mg/ml w oleju arachidowym (s.c.)] + Woda +
PEG 400 1:1, p.o., 3 - krotnie co 7 dni w dawce 40 mg/kg) [wg Kosowicz 1 wsp., 2004],
testosteron (| Testosteronum prolongatum, 100 mg/ml w oleju arachidowym (s.c.)] + Woda +
PEG 400 1:1; p.o., 3 - krotnie co 7 dni w dawce 40 mg/kg]) + wyciag z ziela Epilobium
angustifolium (rozpuszczony w roztworze wodnym + PEG 400 1:1 (p.o.); 100 mg/kg
m.c./21 dni),

testosteron ([ Testosteronum prolongatum, 100 mg/ml w oleju arachidowym (s.c.)] + Woda +
PEG 400 1:1; p.o., 3 - krotnie co 7 dni w dawce 40 mg/kg]) + finasteryd (50 mg/kg m.c., po
zawieszeniu w mieszaninic DMSO-PEG300 (2 : 8) , 7x co 3 dni; p.o.) [wg Verleye i wsp.,
2005],

testosteron ([ Testosteronum prolongatum, 100 mg/ml w oleju arachidowym (s.c.)] + Woda +
PEG 400 1:1; p.o., 3 - krotnie co 7 dni w dawce 40 mg/kg]) + wyciag z owocoOw Serenoa
repens (rozpuszczonym w roztworze wodnym + PEG 400 1:1 (p.o.); 100 mg/kg m.c./ 21 dni
[wg Mitropoulos i wsp., 2002],

Przedstawione dane usystematyzowano w tabelach 9 1 10 ponize;j.

Tab. 9. Podziat na grupy w do$wiadczeniu nad oceng wtasciwosci antyproliferacyjnych.

Grupa zwierzat | Podawane wyciagi roslinne i substancje chemiczne

K1 (kontrola 1) | Olej arachidowy (s.c.) + DMSO-+PEG 300 1:4 (s.c.)

K2 (kontrola 2) | Olej arachidowy (s.c.) + Woda + PEG 400 1:1 (p.o.)

T Testosteronum prolongatum w oleju arachidowym (s.c.) + woda + PEG 400 1:1 (p.o.)

TE Testosteronum prolongatum w oleju arachidowym (s.c.) + wodny ekstrakt Epilobium
angustifolium rozpuszczony w roztworze: woda + PEG 400 1:1 (dozotgdkowo)

TF Testosteronum prolongatum w oleju arachidowym (s.c.) +
finasteryd (Proscar) w DMSO + PEG 300 1:4 (p.o.)

TS Testosteronum prolongatum w oleju arachidowym (s.c.) + heksanowy ekstrakt Serenoa

repens (Fitoprost) rozpuszczony w roztworze woda + PEG 400 1:1 (p.o.)

K1, K2 — grupy zwierzat kontrolnych; T — szczury indukowane testosteronem; TE — szczury otrzymujgce
testosteron wraz z ekstraktem z ziela Epilobium angustifolium; TS — zwierzeta otrzymujgce testosteron wraz
z komercyjnym wyciggiem z owocéw Serenoa repens (Fitoprost); TF - zwierzeta otrzymujgce testosteron
wraz z lekiem syntetycznym — finasterydem.
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Tab. 10. Zestawienie dawkowania oraz okresu podawania zwierzetom badanych wyciggéw oraz substanc;ji
syntetycznych w doswiadczeniu nad oceng wtasciwosci antyproliferacyjnych.

Wyciag / substancja czynna Dawka i okres podawania zwierzetom

wyciag wodny z ziela Epilobium

angustifolium 100 mg/kg m.c., raz dziennie przez 21 dni

finasteryd (Proscar, tabl. 5 mg, Merck 50 mg/kg m.c., 7 razy, co 3 dzien
Sharp & Dohme)

testosteron (testosteronum prolongatum,

100 mg/ml, Jelfa) 40 mg/kg m.c. 3 razy co 7 dzien

heksanowy ekstrakt Serenoa repens

(Fitoprost) 100 mg/kg m.c. raz dziennie przez 21 dni

3.2.6.2. Pobieranie tkanki zwierzecej

Po 21 dniach podawania substancji i ekstraktow ros§linnych zwierzeta poddano dekapitacji, po czym
pobrano prostaty (ktéore podzielono niezwtocznie na czg¢$¢ brzuszng i grzbietowa) oraz krew
obwodowa. Szczurze prostaty oraz ich platy poszczegdlnych osobnikow bezzwlocznie zwazono i
zamrozono w oparach cieklego azotu, a krew postuzyla do analiz immunoenzymatycznych. W
doswiadczeniu uzyto krew pobrang od zwierzat na tzw. ,,skrzep” w ilosci 5-7 ml, tj. bezposrednio
pobrang od zwierzat w dniu dekapitacji, odstawiong na ok. 1 godzine do skrzepni¢cia, a nastgpnie

odwirowang w 4000 obr/min przez 10 minut.

3.2.6.3. Oszacowanie wplywu wyciagoéw z Epilobium angustifolium angustifolium i Serenoa
repens na poziom hormondéw w osoczu badanych zwierzat

Ocen¢ zmian stezen wolnego testosteronu, dihydrotestosteronu i estradiolu w surowicy
badanych zwierzat dokonano metoda immunoenzymatyczng ELISA z uzyciem komercyjnych
zestawow (kitow) firmy Alpha Diagnostic International (Alpha Diagnostic International, Wielka
Brytania).

Oznaczenie st¢zenia wolnego testosteronu przeprowadzono z zastosowaniem kitu Testosterone
ELISA Kit, Cat. No. 1880 (instrukcja producenta zawierajaca opis zawartosci kitu oraz przebiegu
oznaczenia - nr M-1880) o dolnej granicy oznaczalno$ci 0,022 mg/ml.

Oznaczenie stezenia wolnego testosteronu przeprowadzono z  zastosowaniem  kitu
Dihydrotestosterone (DHT) ELISA Kit, Cat. No. 1940 (instrukcja producenta zawierajgca opis
zawartos$ci kitu oraz przebiegu oznaczenia - nr M-1940) o dolnej granicy oznaczalnosci 10 pg/ml.
Oznaczenie stezenia wolnego estradiolu przeprowadzono z zastosowaniem kitu Estradiol ELISA
Kit, Cat. No. 1920 (instrukcja producenta zawierajaca opis zawartosci kitu oraz przebiegu
oznaczenia - nr M-1920) o dolnej granicy oznaczalnosci 10 pg/ml.

Detekcje hormondéw przeprowadzono przy pomocy czytnika mikroptytek SUNRISE-BASIC firmy

Tecan umozliwiajacego odczyt absorbancji, obstugiwanym przez oprogramowanie Magellan ver.
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1.6, dopasowaniem krzywej stezen wedlug wartosci wzorcowych oraz wyliczenia bezwzglednych
ilo$ci mierzonych substancji w poszczego6lnych probkach. Pomiar dokonywano przy dlugosci fali

450 nm.

3.2.6.4. Ocena wplywu wyciagow z E. angustifolium i Serenoa repens na ekspresje wybranych
genow metabolizmu androgenéw i estrogenow

3.2.6.4.1. Izolacja RNA i analiza zmian poziomu transkryptow

3.2.6.4.1.1. 1zolacja calkowitego RNA z pobranego materialu biologicznego

Izolacja catkowitego RNA =z platéw brzusznych 1 grzbietowych szczurzych prostat
przeprowadzona zostala przy uzyciu odczynnika TriPure Isolation Reagent (Roche) zgodnie z
instrukcja nr udostgpniong przez producenta. W celu izolacji RNA wykorzystano fragmenty tkanek
pozyskanych po dekapitacji zwierzat. Skrocony opis metodyki izolacji RNA =z tkanek
przedstawiono ponize;.

Pobrany materiat przeniesiono do platykowych probowek o objgtosci ok. 15 ml umieszczonych na
lodzie, po czym zalano je Iml odczynnika TriPure Isolation Reagent i homogenizowano
mechanicznie homogenizatorem. Nastepnie homogenat przeniesiono ,tipsem” do probowek
eppendorf, dodano 200 pl chloroformu i intensywnie wytrzasano, po czym wirowano w warunkach
12 000 x g, 4°C przez okres 15 min. Nastepnie zebrano gorng fazg, w ktorej znajdowal si¢ RNA,
przeniesiono do $wiezej probowki i podano do niej izopropanol w stosunku objetosciowym 1:1.
Zawarto$¢ probowek zmieszano i umieszczono na okres 30 min. w temperaturze -80°C. Po
rozmrozeniu probowki z zawartoscig poddano wirowaniu w warunkach 12 000 x g, 4°C przez 10
min. W dalszym etapie usuni¢to nadsacz, a osad RNA jednokrotnie ptukano w 1 ml 75% etanolu
przygotowanego z uzyciem wody dejonizowanej 1 autoklawowanej w obecnosci DEPC, mieszano 1
pozostawiano na lodzie w celu kilku minut inkubacji. Préby wirowano przez okres 5 min., w
warunkach 7500 x g, 4°C, po czym usuni¢to etanol pod komorg laminarng, gdzie pozostawiono
proby RNA w celu ich wysuszenia na okres 15 min. Po tym czasie do probéwek podano 100 pl.
wody wolnej od RNaz i w celu pelnego rozpuszczenia RNA probowki umieszczono w termobloku
w temperaturze 65°C na czas 5 min. Po uptywie inkubacji proboéwki z zawarto$cig zworteksowano i
zwirowano, po cym niezwlocznie umieszczono w warukach glebokiego mrozenia, tj. w

temperaturze -80°C do czasu przeprowadzenia ilosciowych reakcji PCR.
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3.2.6.4.1.2. Elektroforetyczne sprawdzenie wydajnosci izolacji calkowitego RNA z pobranego
materialu tkankowego

Dokonano selektywnej spektrofotometrycznej oceny czystosci i jakosci wyizolowanego RNA
z wybranych probek z kazdej z analizowanych grup, ktéra wykonywano z uzyciem aparatu
BioPhotometer (Eppendorf) w nastepujacym uktadzie objetosciowym: 2 pl proby RNA : 98 ul H,O.
Jakos$¢ wyizolowanego RNA oceniano rowniez za pomocg rozdzialu elektroforetycznego w 0,8%

zelu agarozowym [Ryc. 8].

6PGT  7PGT 8PGT 10PGT 11PGT 5PGTE 6PGTE 7PGTE 8PGTE M

—«—-"v: S e . -
B e e e

Ryc. 8. Typowy rozdziat elektroforetyczny wyizolowanego RNA wybranych préb pochodzgcych z ptata
grzbietowego szczurzych prostat w 0,8% zelu agarozowym.

Tory oznaczone symbolem PGT o numerach kolejno 6, 7, 8, 10, 11 — proby z ptata grzbietowego prostat
zwierzgt otrzymujgcych sam testosteron

Tory oznaczone symbolem PGTE o numerach kolejno 6, 7, 8 — proby z ptata grzbietowego prostat zwierzat
indukowanych testosteronem otrzymujgcych ekstrakt z Epilobium angustifolium.

Do kalibracji spektrofotometru wykorzystano 100 pl. HO. Odczyt przeprowadzano przy trzech
dhugosciach fali:

260nm — maksimum absorpcji dla RNA

280nm — maksimum absorpcji dla biatek

320nm — absorpcja dla drobin komorkowych (tzw. tto)

Do obliczen postuzono si¢ wartosciami ODyg1 OD3g0 po odjeciu wartosci tha (ODsyp).

Przyjmuje si¢, ze warto$¢ ODygo (ggstos¢ optyczna, ang. optical density) rowna jest 1 dla dSDNA o
stezeniu 50pg/ml., ssDNA o stezeniu 33pg/ml. oraz dla RNA o stezeniu 40pg/ml.

W zwiagzku z tym stezenie kwasdéw nukleinowych obliczano wedtug podanego ponizej wzoru:

Stezenie RNA [pg/ml.] = ODyg* 40*R

gdzie:
R — krotnos¢ rozcienczenia.
Uzyskane preparaty postuzylty do syntezy cDNA =z uzyciem starteréw oligo-dT

w reakcji odwrotnej transkrypcji.
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3.2.6.4.1.3. Reakcje odwrotnej transkrypcji

Reakcje odwrotnej transkrypcji (przepisania puli wyizolowanych mRNA na ¢cDNA) préb
RNA, pochodzacych z ptatow brzusznego i grzbietowego szczurzych prostat, prowadzono przy
uzyciu zestawu komercyjnego Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche Diagnostic)
zgodnie z zaleceniami producenta [Tab. 11]. Do reakcji brano lpg calkowitej puli RNA. Dla
oszacowania zmian w poziomie ekspresji badanych gendéw niezbedne bylo zaprojektowanie
starterow specyficznych dla oznaczanego genu i komplementarnych do fragmentu kodujacego oraz

zoptymalizowanie warunkow specyficznej syntezy produktow.

Tab. 11. Rodzaje sktadnikdw mieszaniny reakcyjnej, ich stezenia oraz profil termiczny prowadzonych reakcji
odwrotnej transkrypciji.

Substancja Jednostka Jednostka Objetos¢ w
/warto$¢ wyjsciowa/ | /warto$¢ koncowa/ | mieszaninie reakcyjnej [pl]
RNA obj. odpowiadajaca 1ug RNA
Oligo{dT) 50uM 2,5uM 1
H20 do 13pl
Inkubacja 10°, 65°C
RT buffer 5x Ix [8mM Mg] 4
RNAse Inhibitor 40U/ul 20U 0,5
dNTP 10mM ImM 2
Reverse Transcriptase | 20U 10U 0,5
Obj. koncowa 20pl
Inkubacja: 30°, 55°C mul0’, 85°C
do ochtodzenia, 4°C

3.2.6.4.1.4. llosciowa lancuchowa reakcja polimerazy z detekcja w czasie rzeczywistym

Reakcje ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym (ang. quantitative real-time PCR, qRT-
PCR; qPCR) prowadzano w szklanych kapilarach, w koncowej objetosci 10 ul, z wykorzystaniem
cDNA pozyskanego w reakcji odwrotnej transkrypcji, specyficznych par starterow oraz kitu Fast
Start DNA Master Sybr Green I (Roche). Po rozpipetowaniu reagentow kapilary zabezpieczone od
zewnatrz przed wyparowaniem umieszczono w termocyklerze LightCycler w celu przeprowadzenia
reakcji real-time PCR (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). Oprogramowanie
LightCycler3 Run Version 5.32 1 LightCycler Data Analysis Version 3.5.28 pozwolilo na
wygenerowanie krzywych standardowych, §ledzenie bezposrednie postgpu prowadzonych reakciji,
analizowanie uzyskanych wynikéw oraz pordéwnanie wzglednych rdéznic iloSci poczatkowej
matrycy. Reakcj¢ dla badanych genéw prowadzono w stezeniach przedstawionych ponize;j.
Sktad mieszaniny reakcyjnej na pojedynczg probe warunkujacej prawidtowg amplifikacje

okreslonego fragmentu cDNA genu Sa-reduktazy 1 (SRD5ARI1):
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= 6,7 ul wody wolnej od RNaz

= 0,8 ul MgCl2 (stezenie koncowe 3 mM)

= (0,25 pl starter Forward (stezenie koncowe 0,25 uM)

= (0,25 pl starter Reverse (stgzenie koncowe 0,25 uM)

= | ul Light Cycler Fast-Start Reaction Mix SYBR Green I (10x stezony)
* 1 pulcDNA

Sktad mieszaniny reakcyjnej na pojedynczg probe warunkujacej prawidlowa amplifikacje
okreslonego fragmentu cDNA genu Sa-reduktazy 2 (SRD5AR2):

= 6,3 ul wody wolnej od RNaz

= 1,2 ul MgCI2 (stezenie koncowe 4 mM)

= (0,25 pl starter Forward (stezenie koncowe 0,25 uM)

= 0,25 pl starter Reverse (stezenie koncowe 0,25 uM)

= | pl Light Cycler Fast-Start Reaction Mix SYBR Green I (10x stezony)

= ] ulcDNA

Sktad mieszaniny reakcyjnej na pojedyncza probe warunkujacej prawidtowa amplifikacje

okreslonego fragmentu cDNA genu receptora androgenowego (AR):

= 5,9 ul wody wolnej od RNaz

= 1,6 ul MgCl2 (stezenie koncowe 5 mM)

= (0,25 pl starter Forward (stezenie koncowe 0,25 uM)

= (0,25 ul starter Reverse (stgzenie koncowe 0,25 pM)

= 1 pl Light Cycler Fast-Start Reaction Mix SYBR Green I (10x stezony)
= 1 ulcDNA

Sktad mieszaniny reakcyjnej na pojedyncza probe warunkujacej prawidtowa amplifikacje

okreslonego fragmentu cDNA genu receptora estrogenowego o (ERo = ER1):

= 6,7 pl wody wolnej od RNaz

= 0,8 ul MgCI2 (stezenie koncowe 3 mM)

= (0,25 pl starter Forward (stezenie koncowe 0,25 uM)

= (0,25 pl starter Reverse (st¢zenie koncowe 0,25 pM)

= | pl Light Cycler Fast-Start Reaction Mix SYBR Green I (10x stezony)
= 1 ulcDNA
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Sktad mieszaniny reakcyjnej na pojedynczg probe warunkujacej prawidlowa amplifikacje

okreslonego fragmentu cDNA genu receptora estrogenowego p (ER = ER2):

6,3 ul wody wolnej od RNaz
1,2 ul MgCl2 (stgzenie koncowe 4 mM)

0,25 pl starter Forward (stezenie koncowe 0,25 uM)

0,25 ul starter Reverse (stgzenie koncowe 0,25 uM)
1 ul Light Cycler Fast-Start Reaction Mix SYBR Green I (10x stezony)
1 ul cDNA

Sktad mieszaniny reakcyjnej na pojedynczg probe warunkujacej prawidlowa amplifikacje

okreslonego fragmentu cDNA genu aromatazy (CYP19):

7,1 ul wody wolnej od RNaz
0,4 ul MgCl2 (stezenie koncowe 2 mM)

0,25 pl starter Forward (stezenie koncowe 0,5 pM)

0,25 pl starter Reverse (stezenie koncowe 0,5 uM)
1 pl Light Cycler Fast-Start Reaction Mix SYBR Green I (10x st¢zony)
1 ul cDNA

Sktad mieszaniny reakcyjnej na pojedyncza probe warunkujacej prawidtowa amplifikacje
okreslonego fragmentu cDNA genu referencyjnego GAPDH (ang. glycerylaldehyde-3-phoshate
dehydrogenase - dehydrogenazy gliceroaldehydofosforanowej):

5,9 ul wody wolnej od RNaz
0,6 ul MgCl2 (stezenie koncowe 2,5 mM)

0,25 pl starter Forward (stezenie koncowe 0,5 pM)

0,25 pl starter Reverse (stezenie koncowe 0,5 uM)

1 ul Light Cycler Fast-Start Reaction Mix SYBR Green I (10x stezony)
1 ul cDNA

Dla kazdego z gendéw prowadzono z osobna reakcje lancuchowej polimerazy w czasie
rzeczywistym obejmujacag nastepujace po sobie etapy o odmiennym profilu termicznym 1 czasie

jego trwania, ktorych warunki przedstawiono w tabeli ponize;.
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Tab. 12. Warunki reakcji PCR w czasie rzeczywistym dla poszczegdinych gendw.

Warunki reakcji

Gen Liczba Denaturacja Wiazanie Synteza nici
cykli Denaturacja | starterow komplementarnej | Chlodzenie
wstepna . .
/annealing/ | /elongacja/

GAPDH 30 95°C, 4s. 56°C, 8s. 72°C, 8s.
SRD5AR1 | 55 95°C, Ss. 58°C, 6s. 72°C, 10s.
SRD5AR2 | 55 95°C, 4s. 62°C, 4s. 72°C, 6s.
AR 45 95°C, 600s. 95°C, 12s. 65°C, 3s. 72°C, 3s. 40°C, 30s
CYP19 50 95°C, 15s. 58°C, Ss. 72°C, 3s.
ERa 50 95°C, 8s. 60°C, 3s. 72°C, 3s.
ERp 45 95°C, Ss. 61°C, 3s. 72°C, 3s.

Poszczegdlne reakcje prowadzono w odpowiedniej ilosci cykli obejmujacych kolejne etapy
amplifikacji (denaturacji matrycy w temperaturze 95 °C, elongacji w specyficznej dla konkretnej
pary starterow temperaturze, po czym nastgpowala elongacja w statej temperaturze 72 °C) [Tab.
10.]. Sekwencje uzytych do reakcji primerdéw, wielko$¢ amplikonu dla kazdej z uzytych par

starterOw zamieszczono w tabeli nr 13.

Tab. 13. Sekwencje starterow uzytych do reakcji PCR w czasie rzeczywistym. GAPDH — gen dehydrogenaza
gliceroaldehydofosforanowa.

Izoformy Sekwencja startera Sekwencja startera X:ﬁ;ﬁ?{stfl
Forward (5’ — 3’) Reverse (5° — 3°) (p2)
SRD5SARI | TGGAGATTCAAGTCC ATGAGGCTGTCTGTGATGTC 184
SRD5AR2 | CAGGAGTTGCCTTCCTTTGTG | GTAAATAAATGTCCTGTGAAG 255
AR GGCGCTTCTACCAGCTCA GAATTGATGCAGCTCTCTTGC 223
ERa TGGAGATTCAAGTCCCCAAA | GATGGGCTTATTGACCAACC 201
ERpB GAGGTGCTAATGGTGGGACT | CGAGGTCGGGAGCGAAA 238
CYPI19 CCTTTCCCTCTTCCCATCC AACCTCCGCACATCCTTCC 278
GAPDH GATGGTGAAGGTCGGTGTG ATGAAGGGGTCGTTGATGG 108

Pobrany material biologiczny zostat wtasciwie zabezpieczony i odpowiednio oznaczony, co
umozliwialo wykonanie ewentualnych powtorzen analiz i zapobiegato przed popelnieniem bledu
laboratoryjnego na pierwszych etapach badan. Z tkanki otrzymano wysokiej jakosci RNA, a
nastgpnie zoptymalizowano procedur¢ odwrotnej

transkrypcji z uzyciem odpowiednich

odczynnikow.

3.2.6.5. Ocena wplywu wyciagow z E. angustifolium i Serenoa repens na transkrypcje
wybranych mRNA genow genomowej i niegenomowej drogi dzialania androgenow

3.2.6.5.1. Przebieg doSwiadczenia

Eksperyment na zwierzetach przeprowadzono w wieku 4 tygodni poddanych uprzednio

zabiegowi kastracji obustronnej w znieczuleniu ogélnym z zastosowaniem tiopentalu (40 mg/kg

85



1.p.). Przerost gruczotu krokowego wywotano podawaniem testosteronu. Dos$wiadczenie
przeprowadzono na 10 grupy zwierzat o liczebnosci 10 szczuréw, z czego 6 grup obejmowato
zwierzeta wymienione w punkcie 3.2.6.1., ktore obejmowaty one 2 grupy zwierzat kontrolnych
(grupy K1, K2), 4 grupy indukowane testosteronem, tj. jedng grupe szczurdéw otrzymujacych
jedynie sam testosteron (grupa T) oraz 3 grupy zwierzat stymulowanych testosteronem,
otrzymujacych jednoczesnie wyciag z ziela Epilobium angustifolium (grupa TE) albo z owocow
Serenoa repens (grupa TS), wzgledenie syntetyczng substancje referencyjng — finasteryd (grupa
TF). W celu lepszego zrozumienia molekularnego mechanizmu dziatania badanych ekstraktow
doswiadczenie uzupeliono o 4 kolejne grupy szczuréw. Dwie z nich stanowily szczury
nieindukowane hormonalnie otrzymujace albo ekstrakt z E. angustifolium (grupa E), albo z S.
repens (grupa S). Dwie kolejne obejmowaly zwierzgta stymulowane hormonalnie, otrzymujace
jednoczesnie badane wyciagi roslinne, kolejno z E. angustifolium, jak i z S. repens, obie tacznie z
finasterydem (odpowiednio grupy TFE 1 TES).

Sumaryczny schemat doswiadczenia z podziatlem na poszczeg6lne grupy przedstawiono ponize;j:

- grupa K1 - Olej arachidowy (s.c.) + DMSO+PEG 300 1:4 (s.c.),

- grupa K2 - Olej arachidowy (podskornie) +Woda + PEG 400 1:1 (p.o.),

- grupa E - suchy wyciag wodny z ziela Epilobium angustifolium rozpuszczonym w roztworze
wodnym + PEG 400 1:1 (p.o.) w dawce 100 mg/kg m.c./dobe przez 21 dni,

- grupa S - lipidosterolowy wyciagu z owocOw Serenoa repens rozpuszczonym w roztworze
wodnym + PEG 400 1:1 (p.o.) w dawce 100 mg/kg m.c./dobe przez 21 dni [wg Mitropoulos
i wsp., 2002]

- grupa T - testosteron ([ Testosteronum prolongatum, 100 mg/ml w oleju arachidowym (s.c.)]
+ Woda + PEG 400 1:1, p.o., 3 - krotnie co 7 dni w dawce 40 mg/kg) [wg Kosowicz i wsp.,
20041,

- grupa TE - testosteron ([Testosteronum prolongatum, 100 mg/ml w oleju arachidowym
(s.c.)] + Woda + PEG 400 1:1; p.o., 3 - krotnie co 7 dni w dawce 40 mg/kg]) + wyciag z
ziela Epilobium angustifolium (rozpuszczony w roztworze wodnym + PEG 400 1:1 (p.o.);
100 mg/kg m.c./21 dni),

- grupa TFE - testosteron ([Testosteronum prolongatum, 100 mg/ml w oleju arachidowym
(s.c.)] + Woda + PEG 400 1:1; p.o., 3 - krotnie co 7 dni w dawce 40 mg/kg]) + wyciag z
ziela Epilobium angustifolium (rozpuszczony w roztworze wodnym + PEG 400 1:1 (p.o.);
100 mg/kg m.c./21 dni) + finasteryd (50 mg/kg m.c., 7x co 3 dni; p.o.) [wg Verleye i wsp.,
2005],
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- grupa TS - testosteron ([Testosteronum prolongatum, 100 mg/ml w oleju arachidowym
(s.c.)] + Woda + PEG 400 1:1; p.o., 3 - krotnie co 7 dni w dawce 40 mg/kg]) + wyciag z
owocOw Serenoa repens (rozpuszczonym w roztworze wodnym + PEG 400 1:1 (p.o.); 100
mg/kg m.c./ 21 dni,

- grupa TFS - testosteron ([Testosteronum prolongatum, 100 mg/ml w oleju arachidowym
(s.c.)] + Woda + PEG 400 1:1; p.o., 3 - krotnie co 7 dni w dawce 40 mg/kg]) + wyciag z
owocOw Serenoa repens (rozpuszczonym w roztworze wodnym + PEG 400 1:1 (p.o.); 100

mg/kg m.c./21 dni) + finasteryd (50 mg/kg m.c., 7x co 3 dni; p.o.) w DMSO.

Przedstawione dane usystematyzowano w tabelach 141 15.
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Tab. 14. Podziat na grupy w doswiadczeniu nad wptywem wyciggdéw na transkrypcje wybranych mRNA
gendw genomowej i niegenomowej drogi dziatania androgenow.

Grupa zwierzat

Podawane wyciagi roslinne i substancje chemiczne

K1 (kontrola 1)

Olej arachidowy (s.c.) + DMSO+PEG 300 1:4 (s.c.)

K2 (kontrola 2)

Olej arachidowy (s.c.) +
Woda + PEG 400 1:1 (p.o.)

wodny ekstrakt Epilobium angustifolium rozpuszczony w roztworze: woda +

PEG 400 1:1 (p.o.)

heksanowy ekstrakt Serenoa repens (Fitoprost) rozpuszczony

w roztworze woda + PEG 400 1:1 (p.o.)

Testosteronum prolongatum w oleju arachidowym (s.c.) +

woda + PEG 400 1:1 (p.o.)

TE

Testosteronum prolongatum w oleju arachidowym (s.c.) +
wodny ekstrakt Epilobium angustifolium rozpuszczony w roztworze: woda +

PEG 400 1:1 (dozotadkowo)

TF

Testosteronum prolongatum w oleju arachidowym (s.c.) +

finasteryd (Proscar) w DMSO + PEG 300 1:4 (p.o.)

TS

Testosteronum prolongatum w oleju arachidowym (s.c.) +
heksanowy ekstrakt Serenoa repens (Fitoprost) rozpuszczony

w roztworze woda + PEG 400 1:1 (p.o.)

TFE

Testosteronum prolongatum w oleju arachidowym (s.c.) +
wodny ekstrakt Epilobium angustifolium rozpuszczony w roztworze: woda +

PEG 400 1:1 (p.o.) + finasteryd (p.o.) w DMSO

TFS

Testosteronum prolongatum w oleju arachidowym (s.c.) +
heksanowy ekstrakt Serenoa repens (Permixon) rozpuszczony

w roztworze woda + PEG 400 1:1 (p.o.) + finasteryd (p.o.) w DMSO

K1, K2 — kontrolne grupy zwierzat: K1 — grupa kontrolna dla zwierzat TF, K2 — grupa kontrolna dla
pozostatych grup; E — szczury otrzymujace ekstrakt z ziela Epilobium angustifolium; S — szczury otrzymujgce
ekstrakt z owocéw Serenoa repens (Fitoprost); T — szczury indukowane testosteronem; TE — szczury
otrzymujgce testosteron wraz z ekstraktem z ziela E. angustifolium; TS — zwierzeta otrzymujgce testosteron
wraz z komercyjnym wyciggiem z owocow S. repens; TF - zwierzeta otrzymujgce testosteron wraz z lekiem
syntetycznym — finasterydem; TFE - szczury indukowane testosteronem, otrzymujgce ekstrakt z ziela E.
angustifolium oraz finasteryd; TFS - szczury indukowane testosteronem, otrzymujgce ekstrakt z S. repens

oraz finasteryd

Tab. 15. Zestawienie dawkowania oraz okresu podawania zwierzetom badanych wyciggéw oraz substancji
syntetycznych w doswiadczeniu nad wplywem wyciggéw na transkrypcje wybranych mRNA gendéw
genomowej i niegenomowej drogi dziatania androgenow.

.Wyciag / substancja czynna

Dawka i okres podawania zwierzetom

wyciag wodny z ziela Epilobium
angustifolium

100 mg/kg m.c., raz dziennie przez 21 dni

wyciag z owocOw Serenoa repens

100 mg/kg m.c., raz dziennie przez 21 dni

(Fitoprost)
finasteryd (Proscar) 50 mg/kg m.c., 7 razy, co 3 dzien
testosteron 40 mg/kg m.c. 3 razy co 7 dzien
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3.2.6.5.2. Pobieranie szczurzych prostat

Po 21 dniach podawania substancji syntetycznych i roslinnych ekstraktow szczury poddano
dekapitacji, po czym pobrano prostaty i niezwlocznie zwazono, a nast¢pnie podzielono platy
brzuszny i grzbietowym, umieszczono tkanki w probowkach Eppendorf pojemnosci 1,5 ml 1

umieszczono w oparach ciektego azotu do czasu izolacji catkowitego RNA.

3.2.6.5.3. Izolacja RNA

Izolacja catkowitego RNA =z platéw brzusznych i grzbietowych szczurzych prostat
przeprowadzona zostala przy uzyciu odczynnika TriPure Isolation Reagent (Roche) zgodnie z
instrukcja udostgpniong przez producenta. Poszczegdlne etapy izolacji RNA, oceny jakosciowej i
ilosciowej wyizolowanej puli kwaséw nukleinowych przebiegaty w sposob zgodny z procedurg

opisang w punkcie 3.2.6.4.1.1.

3.2.6.5.4. Analiza zmian poziomu transkryptow genomowego i niegenomowego szlaku
dzialania androgenéw

Reakcje odwrotnej transkrypcji (przepisania puli wyizolowanych mRNA na cDNA) prob
RNA, pochodzacych z platdow brzusznego i grzbietowego szczurzych prostat, prowadzono przy
uzyciu zestawu komercyjnego Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche Diagnostic)
zgodnie z zaleceniami producenta [Tab. 17]. Do reakcji brano 1pg totalnego RNA.
Metodologi¢ kwantyfikacji poziomu mRNA wybranych genéw genomowego i niegenomowego
szlaku dziatania androgenow z zastosowaniem reakcji ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym
opisano w punkcie 3.2.6.4.1.4.
Sktad mieszaniny reakcyjnej na pojedyncza probe warunkujacej prawidtowa amplifikacje
okreslonego fragmentu cDNA przedstawiono ponizej. Dla genu p68 (p68) przedstawiat si¢ w
nastepujacy sposob:

* 6,7 ul wody wolnej od RNaz

= 0,8 ul MgCl2 (stezenie koncowe 3 mM)

= (0,25 pl starter Forward (stg¢zenie koncowe 0,25 uM)

= (0,25 pl starter Reverse (stgzenie koncowe 0,25 uM)

= 1 pl Light Cycler Fast-Start Reaction Mix SYBR Green I (10x st¢zony)
= 1 pulcDNA
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Sktad mieszaniny reakcyjnej na pojedynczg probe warunkujacej prawidlowa amplifikacje

okreslonego fragmentu cDNA genu Sa-reduktazy 2 (Arip4):

6,3 ul wody wolnej od RNaz

1,2 ul MgCl2 (stezenie koncowe 4 mM)

0,25 pl starter Forward (st¢zenie koncowe 0,25 uM)

0,25 pl starter Reverse (stezenie koncowe 0,25 pM)

1 ul Light Cycler Fast-Start Reaction Mix SYBR Green I (10x stezony)
1 ul cDNA

Sktad mieszaniny reakcyjnej na pojedyncza prébe warunkujacej prawidtowa amplifikacje

okreslonego fragmentu cDNA genu kinazy RafA (RafA):

5,9 ul wody wolnej od RNaz

1,6 ul MgCl2 (stezenie koncowe 5 mM)

0,25 pl starter Forward (stezenie koncowe 0,25 uM)

0,25 pl starter Reverse (stezenie koncowe 0,25 uM)

1 ul Light Cycler Fast-Start Reaction Mix SYBR Green I (10x stezony)
1 ul cDNA

Sktad mieszaniny reakcyjnej na pojedyncza probe warunkujacej prawidtowa amplifikacje

okreslonego fragmentu cDNA genu kinazy Mapk3 (Mapk3):

6,7 pl wody wolnej od RNaz

0,8 ul MgCl2 (stezenie koncowe 3 mM)

0,25 pl starter Forward (st¢zenie koncowe 0,25 uM)

0,25 pl starter Reverse (stezenie koncowe 0,25 uM)

1 ul Light Cycler Fast-Start Reaction Mix SYBR Green I (10x stezony)
1 ul cDNA

Sktad mieszaniny reakcyjnej na pojedynczg probe warunkujacej prawidtowag amplifikacje

okreslonego fragmentu cDNA genu kinazy Mapk1 (Mapk1):

6,3 ul wody wolnej od RNaz

1,2 ul MgCl2 (stezenie koncowe 4 mM)

0,25 pl starter Forward (stezenie koncowe 0,25 uM)

0,25 pl starter Reverse (stgzenie koncowe 0,25 uM)

1 pl Light Cycler Fast-Start Reaction Mix SYBR Green I (10x stezony)
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= ] ulcDNA

Sktad mieszaniny reakcyjnej na pojedyncza probe warunkujacej prawidtowa amplifikacje
okreslonego fragmentu cDNA genu referencyjnego GAPDH (ang. glycerylaldehyde-3-phoshate
dehydrogenase - dehydrogenazy gliceroaldehydofosforanowej) opisano w punkcie 3.2.6.4.1.4.

Dla kazdego z gendéw prowadzono z osobna reakcje tancuchowej polimerazy w czasie
rzeczywistym obejmujacg nastgpujace po sobie etapy o odmiennym profilu termicznym i czasie
jego trwania.

W tabeli ponizej podsumowano warunki termiczne prowadzonych reakcji qPCR oraz czas ich

trwania.

Tab. 16. Warunki reakcji PCR w czasie rzeczywistym dla poszczegélnych gendéw genomowej i
niegenomowej dziatania drogi androgenéw w komérkach prostaty.

Warunki reakcji

Gen Liczba Denaturacja Wiazanie Synteza nici
cykli Denaturacja | starteréw komplementarnej | Chlodzenie
wstepna . .
/annealing/ | /elongacja/

GAPDH 30 95°C, 4s. 56°C, 8s. 72°C, 8s.
p68 55 95°C, Ss. 58°C, 6s. 72°C, 10s.
Arip4 55 o 95°C, 4s. 62°C, 4s. 72°C, 6s. o
RafA 45 95°C, 600s. 95°C, 12s. 65°C, 3s. 72°C, 3s. 40°C, 30s
Mapk3 50 95°C, 15s. 58°C, Ss. 72°C, 3s.
Mapkl 50 95°C, 8s. 60°C, 3s. 72°C, 3s.

Sekwencje uzytych do reakcji primerdw, wielko$¢ amplikonu dla kazdej z uzytych par starterow

zamieszczono w tabeli 17 ponizej.

Tab. 17. Sekwencje starteréw uzytych do reakcji PCR w czasie rzeczywistym. GAPDH — gen referencyjny.

Izoformy Sekwencja startera Sekwencja startera g:ﬁ;ﬁ?{stfl
Forward (5’ — 3’) Reverse (5° — 3°) (p2)
p68 TGGAGATTCAAGTCC ATGAGGCTGTCTGTGATGTC 184
Arip4 CAGGAGTTGCCTTCCTTTGTG | GTAAATAAATGTCCTGTGAAG 255
RafA GGCGCTTCTACCAGCTCA GAATTGATGCAGCTCTCTTGC 223
Mapk3 TGGAGATTCAAGTCCCCAAA | GATGGGCTTATTGACCAACC 201
Mapkl GAGGTGCTAATGGTGGGACT | CGAGGTCGGGAGCGAAA 238
GAPDH GATGGTGAAGGTCGGTGTG ATGAAGGGGTCGTTGATGG 108

3.2.6.4.5. Analiza statystyczna

Wyniki koncowego etapu badan z wykorzystaniem wyciggdw roslinnych oraz substancji
syntetycznych zostaly opracowane w programie Microsoft Excel. Zmiany poziomow fluorescencji
odzwierciedlajgcych zmiany ilosciowe badanych mRNA dla kazdej z prob, zmierzone dwukrotnie,

normalizowano wzgledem tzw. genu referencyjnego nalezacego do rodziny tzw. housekeeping
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genes — ulegajacych ekspresji w sposob kontytutywny. Do analiz molekularnych wybrano w tym
celu gen GAPDH (ang. glycerylaldehyde-3-phoshate dehydrogenase - dehydrogenazy
gliceroaldehydofosforanowej). Uzyskane wyniki usredniano (ustalono warto$¢ $rednia dla kazdej z
badanych grupy osobnikéw), obliczono réwniez wartos$ci odchylenia standardowego oraz parametr
SEM dla badanych grup. Rezultaty badan przedstawiono na wykresach obrazujacych poziom
ekspresji analizowanych genéw w zalezno$ci od zastosowanego preparatu/wyciagu. Przy pomocy
oprogramowania statystycznego SPSS wersja 17.0 PL for Windows z wykorzystaniem testu
jednoczynnikowaej analizy wariancji ANOVA okreslono istotnos¢ statystyczng dla wartosci P<0,05.
W celu ustalenia r6znic pomiedzy warto$ciami srednimi w badanych grupach zwierzat wykonano
test Tukeya oparty na studentyzowanym rozstepie. Umozliwia on poréwnanie i okreslenie istotnosci
r6znic pomigdzy parami Srednich przy jednakowym poziomie istotnosci dla wszystkich
analizowanych par. Do analizy danych otrzymanych w badaniach nad czestotliwoscia oddawanego

moczu przez szczury zastosowano ponadto test Mann-Whitney’a.
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4. WYNIKI

4.1. Ocena dzialania przeciwzapalnego ekstraktu z ziela Epilobium angustifolium

W toku badan nad okresleniem dziatania przeciwzapalnego wyciagu z ziela Epilobium
angustifolium [100 mg/kg; p.o.] podawanego przez okres 21 dni stwierdzono, iz badany suchy
wyciagg wodny po okresie 1,5 h od indukcji karagening obrzeku lap zwierzat doswiadczalnych
spowodowat obnizenie (cho¢ stabo istone statystycznie) jego objetosci o 0,06+0,02 ml (do objetosci
0,18+0,08 mly wzgledem grupy kontrolnej (objetos¢ wyjsciowa - 0,26+0.06) (p<0,1) [Tab. 19].
Efekt dziatania w tym przedziale czasowym byt zblizony do dziatania referencyjnej indometacyny
[10 mg/kg; s.c.] — nastgpilo obnizenie objetosci do wartosci 0,18+0,05 ml wzgledem grupy
kontrolnej (p<0,1). Po uptywie 3 h ekstrakt z E. angutifolium spowodowal bardziej wyrazne i
znamiennie statystycznie zmniejszenie objetosci obrzgku o 0,19+0,01 ml (do wartosci 0,27+0,05
ml)), wzgledem grupy kontrolnej (objetos¢ wyjsciowa = 0,46+£0,06 ml) (p<0,01). Obecnos¢
indometacyny spowodowata zmniejszenie objgtosci obrzeku tap u zwierzat o 0,34+0,02 ml (do
warto$ci 0,12+0,04) (p<0,01). Badany wyciag dzialal jednak stabiej, bowiem spowodowat

obnizenie objetosci obrzeku o 0,15+0,01 ml mniej anizeli referencyjna indometacyna (p<0,01).

Tab.18. Oszacowanie in vivo wlasciwosci przeciwzapalnych ekstraktu z ziela Epilobium angustifolium w
modelu obrzeku fapy indukowanym karagening u szczurdw.

Ocena dzialania ekstraktu z Epilobium angustifolium po 1,5 h

indometacyna o
Kontrola | (10 mg/kg, s.c.) Ekstrakt z E. angustifolium
Parametr _ _ (100 mg/kg)
n=7 n=238 m
n="7
Roznica $redniej grubosci tap G [ml] | 0,26+0,06 0,18+0,05* 0.1820,08*

Ocena dziatania ekstraktu z Epilobium angustifolium po 3 h

indometacyna 7
Kontrola | (10 me/ke, s.c.) Ekstrakt z E. angustifolium
Parametr = a (100 mg/kg, p.o.)
n="7 n=2§8 a
n="7
Roéznica éredniej grubosci tap G [ml] | 0,46£0,06 | 0,12+0,04%%* 0,27+0,05%*"

W tabeli przedstawiono $rednie wartosci arytmetyczne wraz z wartosciami SEM; n - liczba zwierzat w grupie.
Wartosci p < 0,05 przyjeto jako statystyczie znamienne (jednoczynnikowa ANOVA).

- rdznice znamienne statystycznie vs. kontrola, p<0,01 lub p<0,1, odpowiednio
##._ roznice znamienne statystycznie vs. indometacyna, p<0,01.
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4.2. Wplyw wyciagu z ziela Epilobium angustifolium na zmiane¢ objetosci i czestotliwoSci
oddawania moczu u szczuréw

W badaniu nad okresleniem wptywu wyciagu z ziela Epilobium angustifolium na ilo$¢ oraz
czestotliwo$¢ oddawanego moczu przez szczury zauwazono, ze u kontrolnych zwierzat poddanych
kastracji objetos¢ oddawanego moczu po uptywie 6 godzin wynosita 11.0+1.6 ml; zwierzeta w tym
czasie oddawaty mocz z czestoscig wynoszacg 7.0+1.1 raza [Tab. 20]. U zwierzat otrzymujacych
suchy wyciag wodny z ziela Epilobium angustifolium nastapito zmniejszenie objetosci (choé
nieznamienne) 1 czestosci (znamienne, p<0,05) oddawanego moczu w badanym okresie,
odpowiednio o 2,9+0,2 ml 1 3,5+0,3 raza (tj. do wartosci odpowiednio: 8,1£1,4 ml objetosci 1
3,5+0,8 krotnego oddawania moczu), w stosunku do kontrolnych szczuréw. Indukcja hormonalna
(testosteronem), w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych (nieindukowanych hormonalnie), w
niewielkim nieznamiennym stopniu wplyneta na mikcje — zaréwno na objetos¢ wydalanego moczu,
jak 1 jego czesto$¢ oddawania, poniewaz u zwierzat indukowanych testosteronem objetos¢e
oddawanego moczu u zwierzat wynosita 11,9+£2.7 ml, a czgsto$¢ jego oddawania wynosita 8,7£2,1
raza (p>0,05). U indukowanych testosteronem szczurdéw otrzymujacych wyciag z E. angustifolium
nastapitlo zmniejszenie objetosci (nieznamienne) i czgstosci (znamienne statystycznie, p<0,05)
oddawanego moczu w badanym okresie, odpowiednio o 3,0+0,9 ml i 3,7+1,0 raza (tj. do wartosci
odpowiednio: 8,9+1,8 ml objetosci 1 5,0£1,1 krotnego oddawania moczu), w stosunku do
kontrolnych (otrzymujacych jedynie testosteron) szczuréw. U szczurdw poddanych indukcji
hormonalnej efekt dziatania wyciagu z E. angustifolium byt zblizony do dziatania finasterydu.
Zauwazono bowiem u indukowanych testosteronem szczuréw otrzymujacych finasteryd
zmniejszenie objetosci (nieznamienne) i1 czestosci (znamienne, p<0,05) oddawanego moczu w
badanym okresie, odpowiednio o 3,2+1,1 ml 1 3,7+1,5 raza (tj. do wartosci odpowiednio: 8,7+1,6
ml objetosci 1 5,0+0,6 krotnego oddawania moczu), w stosunku do kontrolnych (otrzymujacych

jedynie tesotsteron) szczurow.
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Tab. 19. Ocena wptywu wyciggu z ziela Epilobium angustifolium (100 mg/kg, p.o0.) podawanego osobno lub
wraz z testosteronem (40 mg/kg, s.c.) i finasterydem (50 mg/kg, p.o.) na zmiane objetosci i czestotliwosci
oddawania moczu u szczurdéw.

Objetos¢ moczu | Czestos¢ oddawania moczu
Grupa . . .
[ml/6 godzin] [1l0$¢/6 godzin]
11,0£1,6 7,0<1,1
8,1+1,4 3,5+0,8"
T 11,942,7 8,742,1°
TE 8,9+1,8 5,0+1,1%
TF 8,7+1,6 5,0+0,6"

n= 10 szczuréw w kazdej grupie.

Wyniki wyrazono jako $rednie arytmetyczne £ SEM.

K — zwierzeta kontrolne; E — zwierzeta nieindukowane hormonalnie, otrzymujgce wyciag z Epilobium
angustifolium; T - zwierzeta indukowane testosteronem (kontrolne); TE- zwierzeta indukowane
testosteronem, otrzymujgce wycigg z E. angustifolium; TF - zwierzeta indukowane testosteronem,
otrzymujgce finasteryd.

* - réznice znamienne statystycznie vs. K, p<0,05

* . r6znice znamienne statystycznie vs. T, p<0,05.

4.3. Ocena molekularnego, antyproliferacyjnego dzialania wyciagow z Epilobium
angustifolium i Serenoe repens

4.3.1. Optymalizacja warunkow reakcji PCR w czasie rzeczywistym

Optymalizacje reakcji PCR w czasie rzeczywistym z uzyciem starteréw
oligonukleotydowych o sekwencji komplementarnych do fragmentow sekwencji cDNA genow
badanych 1 referencyjnego (zdeponowanych w bazie NCBI, ENSEMBL) prowadzono w systemie
kapilarnym z uzyciem termocyklera LightCycler (Roche).

4.3.1.1. Wyznaczanie krzywych standardowych dla reakcji qPCR

[lo$¢ kazdego z badanych transkryptow (mRNA) wyznaczano z krzywej standardowej
(wzorcowej) uzyskanej poprzez przygotowanie serii rozcienczen mieszaniny cDNA (puli powstate;j
z wyniku zmieszania wybranych probek cDNA z grup kontrolnych oraz grup badanych) genu
badanego oraz referencyjnego uzyskanych w wyniku reakcji odwrotnej transkrypcji. Oznaczono
jako wynik wzgledny, stanowigcy krotno$¢ zmiany ekspresji badanego genu wzgledem genu
referencyjnego. Uzyskany wynik dla analizowanego genu porownywano wzgledem referencyjnego
genu GAPDH, ktorego poziom ekspresji w warunkach danego do$wiadczenia jest wzglednie staty.
[lo$¢ transkryptow w probach niepoddanych procedurze doswiadczalnej, tj. w grupie kontrolnych
(K1 1 K2) uznano za stanowiacy punkt odniesienia dla wartosci poziomoéw badanych transkryptow

w kolejnych grupach zwierzat i przyjeto dla nich warto$¢ 1. Na Ryc. 9 zamieszczono wybrane
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krzywe standardowe (wzorcowe) dla analizowanych gendéw: genu Sa-reduktazy steroidowej typu 1
(SRD5ARTI) [Ryc. 9a], Sa-reduktazy typu 2 (SRD5AR2) [Ryc. 9b], aromatazy (CYP19) [Ryc. 9c],
receptora androgenowego (AR) [Ryc. 9d], receptora estrogenowego o (ERa) [Ryc. 9e] oraz
receptora estrogenowego B (ERP) [Ryc. 9] z uwzglednieniem zmian poziomu fluorescencji
(odzwierciedlajgce zmiany ilo$ci produktow amplifikacji) w miar¢ wzrastajgcej wartosci

rozcienczen.

a) krzywa rozcienczen dla genu Sa-reduktazy steroidowej typu 1 (SRD5AT)
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b) krzywa rozcienczen dla Sa-reduktazy steroidowej typu 2 (SRD5SAR2)
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¢) krzywa rozcienczen dla aromatazy (CYP19)
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d) krzywa rozcienczen dla receptora androgenowego (AR)

Step 1: Baselne  Step 2: Analpsis ]

-
4.5 —

4

Fluorescence [F1)

1.5

v 1 ' 1 ' 1 ' 1
10 15 20 25 a0 35
Cuycle Mumber

m ]
iy

w

|

—— Linear Regression

—
o
|

= Crossing Points

Slope = -3.E0E
Intercept = 15.61
Eror =0.01432
r=-1.00

Cycle Mumber
f

—
o
|

-
o
_l

| ' | ' | '
08 -06 -0.4 -0z
Log Concentration

iy
o—

97



e) krzywa rozcienczen dla receptora estrogenowego o (ERa)

Step 1: Baseline  Step 20 Analysis
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f) krzywa rozcienczen dla receptora estrogenowego  (ERP)

Step 1: Baseline  Step 2 Analysis ]
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Ryc. 9 (a-f). Wykresy krzywych rozcienczen cDNA reakcji qPCR dla poszczegodlnych transkryptéw

a) 5a-reduktazy 1 (SRD5AR1); b) 5a-reduktazy 2 (SRD5AR2); c) aromatazy (CYP19); d) receptora

androgenowego (AR); e) receptora estrogenowego a (ERa); f) receptora estrogenowego 3 (ERP).
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4.3.1.2. Weryfikacja produktéw amplifikacji na krzywych topnienia

W toku etapu optymalizacji warunkéw reakcji PCR w czasie rzeczywistym weryfikowano
ponadto specyficzno$¢ produtow amplifikacji poprzez analizowanie tzw. krzywych topnienia (ang.
melting curves;, Tm), ktorych ksztalt zalezny byl od specyficznos$ci wigzania si¢ pary starterow do
matrycy (cDNA) zgodnie z zasada komplementarnos$ci zasad azotowych, dlugosci i sekwencji
amplikonu. Obecno$¢ pojedynczych wierzchotkéw (pikéw) krzywych topnienia $wiadczyta o
optymalizacji warunkéw reakcji qPCR 1 uzyskaniu jednego, specyficznym dla danej sekwencji

produktu amplifikacji. Na Ryc. 10 zamieszczono krzywe topnienia.

99



C o Average

’wi

A=

Flugiescence [FW

— u|

\

1DD

Tempelatuve[ €)

e T | 5a.
o 72 74 76 78 80 82 B4 86 88 a0 92 94 96 98

Temperature [T

L ta Average

ﬁﬁ’

4
m
£ 2
ra
2
£15-
g
2
[
05—
D_
10
Temneralure[ C)
B
07—
06—
=
s
=05-
z ]
b
» 045
8]
03—
i
Boe-
2 1
01—
o
T T T T T T S
72 74 76 78 80 82 B4 8 88 90 % %4 9% 98
1.1 Temperature ('T)
Sc.
C° o Average %
40 5
At~
=15
e
8
&
£ 17
3
05+
0- I ' I . I ' I . I . 1 ' I
bl 75 0 [ a0 95 100
Temperature (T)
5
0.4
=
0.3
v
T
§0.24
201
o
I 1 I I I I I ' 1 I 1 1 I
Fi O R R B4 g6 B3 S0 @ 9 % W
11 Temperalute ['C)

Se.

5b.

€ lo Awerage %,
40 i
T
ad—
2
g2-
]
&
1
o
100
Tempersue )
® 14
03—
084
207
06—
S05-
g04-
2034
024
01—
[ C
b %
127 B cnpeiaae 0
' o Average % 1
40 4
111 25
£ 2]
s -
g
815-
8 -
E}
T 1=
05—
o
™
Tempevalura I
s
05—
=
204~
5
o
803-
|
g
02~
[
01+
Di\ L L e S A O A T L I |
M 72 74 6 78 8D 82 84 @6 g8 90 2 M % W
11 Temperature (]
5d.
T o Average %25,
40 J
11 - - pu
E
215-
g
g
=
05—
0
68
Temparatura c
Eo7-
: AJ
o
a1
o m ow om om @ m owm e W w u
117 Temperalue ()

5f.

Ryc. 10(a-f). Wykresy krzywych topnienia produktdw amplifikacji dla poszczegolnych genow:

a) (5a-reduktazy 1 (SRD5AR1); b) 5a-reduktazy 2 (SRD5AR2); c) aromatazy (CYP19);

d) receptora

androgenowego (AR); e) receptora estrogenowego a (ERa); f) receptora estrogenowego 3 (ERB)
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4.3.2. Ocena zmian poziomu mRNA gendéw metabolizmu androgendw i estrogenow w platach
prostat u szczurow

Ocene zmian transkrypcji genéw kodujacych enzymy metabolizmu androgendw i
estrogendw, tj. Sa-reduktazy 1 (SRD5ARI), Sa-reduktazy 2 (SRD5AR2), aromatazy (CYP19),
receptora androgenowego (AR), receptora estrogenowego o (ERa, syn. ER1), receptora
estrogenowego [ (ERP, syn. ER2) dokonano w grupach kontrolnych, niestymulowanych
hormonalnie zwierzat (grupy K1, K2), u szczuréw indukowanych testostosteronem (grupa T), u
szczurow stymulowanych testosteronem otrzymujacych ekstrakt z ziela Epilobium angustifolium
(grupa TE) albo z owocodw Serenoa repens (grupa TS) oraz u zwierzat indukowanych hormonalnie

otrzymujacych finasteryd (grupa TF).

4.3.2.1. Ocena zmian poziomu mRNA receptora androgenowego (AR)

4.3.2.1.1. Zmiany poziomu mRNA receptora androgenowego (AR) w placie brzusznym

Oceniajac zmiany ekspresji mRNA dla receptora androgenowego (AR) w placie brzusznym
prostaty szczuréw zauwazono, ze u zwierzat indukowanych testosteronem (grupa T) nastgpila
indukcja transkrypcji mRNA AR o 133% wzgledem zwierzat kontrolnych (T vs. K2, p<0.05) [Tab.
20]. W pozostatych grupach zwierzat stymulowanych testosteronem, otrzymujacych jednoczesnie
wyciagi z Epilobium angustifolium (grupa TE) lub Serenoa repens (grupa TS), a takze finasteryd
(grupa TF) réwniez stwierdzono podwyzszenie ilosci transkryptow AR, kolejno o: TE vs K2 —
145% (p<0.05), TS vs. K2 — 115% (p<0.05), 1 TF vs.K1 - 44% (p<0.1), wzgledem zwierzat
kontrolnych (K1 — grupa kontrolna dla zwierzat otrzymujacych finasteryd, K2 — grupa kontrolna dla
pozostatych zwietrzat). Najmniejsza indukcje transkrypcji badanego mRNA stwierdzono w
przypadku grupy TF. U zwierzat TE stwierdzono nieznaczny wzrost poziomu mRNA receptora
androgenowego o 5,15% wzgledem grupy T. Obecno$¢ ekstraktu z Serenoa repens (grupa TS) oraz
finasterydu (grupa TF) spowodowala obnizenie ilosci transkryptow kolejno o 7,73%

(nieznamienne) i 38,2% (p<0.05).
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Tab. 20. Wptyw badanych wyciggdw roslinnych oraz finasterydu na poziom mMRNA receptora
androgenowego (AR) w pfacie brzusznym prostaty u szczuréw

Poziomy mRNA receptora androgenowego (AR) u poszczegélnych grup

Zwierzat
Grupy Zestawienie grup kontrolnych i badanych SredniaSEM p

K1 100% 2,05+0,44
K2 100% 0,42+0,16

T 233% 0,98+0,12 0,017
TE 245% 1,03+0,1 0,007
TS 215% 0,90+0,09 0,014
TF 144% 2,954+0,25 0,083

Poréwnanie badanych grup w stosunku do grup kontrolnych (K1, K2)

Stosunek grup | Zmiany iloSciowe mRNA AR wyrazone w warto$ciach procentowych [%]

T/K2 1133
TE/K2 1145
TS/K2 1115
TF/K1 1 44
Zmiany ekspresji mRNA w grupach badanych wzgledem grupy indukowanej
testosteronem
Stosunek grup | Zmiany ilo§ciowe mRNA AR wyrazone w warto$ciach procentowych [%]
TE/T 15,15
TS/T 17,73
TF/T 138,2

n=10 szczuréw w kazdej grupie .

K1, K2 — kontrolne grupy zwierzat: K1 — grupa kontrolna dla zwierzat TF, K2 — grupa kontrolna dla
pozostatych grup; T — zwierzeta otrzymujgce testosteron; TE — zwierzeta indukowane testosteronem
otrzymujgce ekstrakt z Epilobium angustifolium; TS - zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujace
ekstrakt z Serenoa repens; TF — zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujgce finasteryd.

“1” — podwyzszenie poziomu badanego mRNA,; “|” - obnizenie poziomu badanego mRNA.

4.3.2.1.2. Zmiany poziomu mRNA receptora androgenowego (AR) w placie grzbietowym

Oceniajagc zmiany ekspresji mRNA dla receptora androgenowego (AR) w placie
grzbietowym prostat u szczurow grupy T zaobserwowano wzrost poziomu mRNA o 737%
wzgledem zwierzat kontrolnych (p<0.05) [Tab. 21]. W pozostatych grupach zwierzat
stymulowanych testosteronem, réwniez stwierdzono podwyzZszenie iloSci transkryptow AR
wzgledem zwierzat kontrolnych (p<0.001) kolejno o: TE vs. K2 - 633%, TS vs. K2 — 779% 1 TF
vs. K1 — 360%. Najmniejszg indukcje transkrypcji badanego mRNA stwierdzono w przypadku
grupy TF. U zwierzat otrzymujacych jednoczesnie testosteron wraz z wyciagiem z E. angustifolium
stwierdzono nieznamienne obnizenie poziomu mMRNA receptora androgenowego o 12,42%
wzgledem grupy T. Obecnos$¢ ekstraktu z Serenoa repens (grupa TS) spowodowala nieznaczne
podwyzszenie ilosci transkryptéw o 5,02%, w porownaniu do grupy T. U zwierzat otrzymujacych

TF stwierdzono obnizenie poziomu mRNA AR o 45,04% wzgledem grupy T.
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Tab. 21. Wptyw badanych wyciggdw roslinnych oraz finasterydu na poziom mMRNA receptora
androgenowego (AR) w pfacie grzbietowym prostaty u szczuréw.

Poziomy mRNA receptora androgenowego (AR) u poszczegélnych grup

Zwierzat
Grupy Zestawienie grup kontrolnych i badanych SredniaSEM p

K1 100% 5,31+0,25
K2 100% 5,65+2,84

T 837% 47,3+2,99 <0,001
TE 733% 41,43+4,92 <0,001
TS 879% 49,68+6,16 <0,001
TF 460% 24,44+3,23 0,001

Poréwnanie badanych grup w stosunku do grup kontrolnych (K1, K2)

Stosunek grup | Zmiany iloSciowe mRNA AR wyrazone w warto$ciach procentowych [%]

T/K2 1737
TE/K2 1633

TS/K2 1779

TF/K1 1360

Zmiany ekspresji mRNA w grupach badanych wzgledem grupy indukowanej
testosteronem
Stosunek grup | Zmiany ilo§ciowe mRNA AR wyrazone w warto$ciach procentowych [%]

TE/T 112,42

TS/T 15,02

TF/T 145,04

n=10 szczuréw w kazdej grupie .

K1, K2 — kontrolne grupy zwierzat: K1 — grupa kontrolna dla zwierzat TF, K2 — grupa kontrolna dla
pozostatych grup; T — zwierzeta otrzymujgce testosteron; TE — zwierzeta indukowane testosteronem
otrzymujgce ekstrakt z Epilobium angustifolium; TS - zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujace
ekstrakt z Serenoa repens; TF — zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujgce finasteryd.

“1” — podwyzszenie poziomu badanego mRNA,; “|” - obnizenie poziomu badanego mRNA.

4.3.2.2. Ocena zmian poziomu mRNA receptora estrogenowego o (ERa)

4.3.2.2.1. Zmiany poziomu mRNA receptora estrogenowego o (ERa) w placie brzusznym

Analizujgc zmiany ekspresji dla mRNA receptora estrogenowego o (ERa) w placie
brzusznym zauwazono, ze zwierzeta grupy T wykazywaly nizszy, cho¢ stabo znamienny poziom
mRNA o 24%, w stosunku do zwierzat kontrolnych K2 (p<0,1) [Tab. 22]. Nieznammienne
obnizenie poziomu mMRNA receptora estrogenowego o (ERa) o 15%, wzgledem kontroli K2,
stwierdzono réwniez u szczurow TE. U zwierzat TS a takze (TF) zaobserwowano z kolei
podwyzszenie, cho¢ nieznamienne, ilosci transkryptow ERa, kolejno o 16% (TS vs. K2) 1 9% (TF
vs. K1). U szczuréw otrzymujacych testosteron wraz z kolejno wyciagiem z E. angustifolium, S.
repens oraz finasterydem nastapito nieznaczne podwyzszenie poziomu mRNA ERa odpowiednio o

9% (nieznamienne), 40% (nieznamienne) i 33% (p<0.05) w poréwnaniu do zwierzat T.
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Tab. 22. Wptyw badanych wyciggéw roslinnych oraz finasterydu na poziom mRNA receptora estrogenowego
a (ERa) w placie brzusznym prostaty u szczuréw.

Poziomy mRNA receptora estrogenowego o (ERa) u poszczegélnych grup

Zwierzat
Grupy Zestawienie grup kontrolnych i badanych SredniaSEM p

K1 100% 1,37+0,19
K2 100% 0,69+0,07

T 76% 0,52+0,07 0,071
TE 85% 0,58+0,07 0,27
TS 116% 0,80+0,25 0,59
TF 109% 1,5+0,11 0,55

Poréwnanie badanych grup w stosunku do grup kontrolnych (K1, K2)

Zmiany iloSciowe mRNA ERa wyrazone w wartoSciach procentowych

Stosunek grup [%]
T/K2 124
TE/K2 115
TS/K2 116
TF/K1 T9
Zmiany ekspresji mRNA ERa w grupach badanych wzgledem grupy indukowanej
testosteronem
Stosunek grup Zmiany ilosciowe mRNA ERa wy[lt‘;:jone w wartoS$ciach procentowych
TE/T 19
TS/T 140
TF/T 133

n=10 szczuréw w kazdej grupie.

K1, K2 — kontrolne grupy zwierzat: K1 — grupa kontrolna dla zwierzat TF, K2 — grupa kontrolna dla
pozostatych grup; T — zwierzeta otrzymujgce testosteron; TE — zwierzeta indukowane testosteronem
otrzymujgce ekstrakt z Epilobium angustifolium; TS - zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujace
ekstrakt z Serenoa repens; TF — zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujgce finasteryd.

“1” — podwyzszenie poziomu badanego mRNA; “|” - obnizenie poziomu badanego mRNA.

4.3.2.2.2. Zmiany poziomu mRNA receptora estrogenowego o (ERa) w placie grzbietowym

Oceniajac zmiany ekspresji mRNA dla receptora estrogenowego o (Era) u zwierzat T w
grzbietowym placie prostat stwierdzono bardzo nieznaczne obnizenie poziomu mRNA receptora
estrogenowego o (ERa) o 2%, w stosunku do zwierzat kontrolnych K2 [Tab. 23]. U szczuréw grup
TS), TE, TF nastapilo podwyzszenie poziomu mRNA ERa odpowiednio o 125% (p<0.05), 12%
(nieznamienne) 1 3% (nieznamienne), w porownaniu do odpowiednich zwierzat kontrolnych. W
porownaniu do zwierzat otrzymujacych jedynie testosteron, u indukowanych hormonalnie szczuréw
otrzymujacych wyciagi z S. repens, E. angustifolium albo finasteryd nastgpilo podwyzszenie
poziomu mRNA ERa kolejno o: 129,6% (p<0.05), 14,3% (nieznamienne) oraz 5,1%

(nieznamienne).
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Tab. 23. Wplyw badanych wyciggéw roslinnych oraz finasterydu na poziom mRNA receptora estrogenowego
a (ERa) w placie grzbietowym prostaty u szczuréw.

Poziomy mRNA receptora estrogenowego o (ERa) u poszczegélnych grup

zwierzat
Grupy Zestawienie grup kontrolnych i badanych SredniaSEM p
K1 100% 0,75+0,12
K2 100% 0,85+0,07
T 98% 0,83+0,08 0,86
TE 112% 0,95+0,11 0,43
TS 225% 1,91+0,25 0,001
TF 103% 0,77+0,09 0,89

Poréwnanie badanych grup w stosunku do grup kontrolnych (K1, K2)

Zmiany iloSciowe mRNA ERa wyrazone w wartoSciach procentowych

Stosunek grup [%]
T/K2 12
TE/K2 112
TS/K2 1125
TF/K1 13
Zmiany ekspresji mRNA ERa w grupach badanych wzgledem grupy indukowanej
testosteronem
Stosunek grup Zmiany ilosciowe mRNA ERa wy[lt‘;:jone w warto$ciach procentowych
TE/T 1143
TS/T 1129,6
TF/T 15,1

n=10 szczuréw w kazdej grupie.

K1, K2 — kontrolne grupy zwierzat: K1 — grupa kontrolna dla zwierzat TF, K2 — grupa kontrolna dla
pozostatych grup; T — zwierzeta otrzymujgce testosteron; TE — zwierzeta indukowane testosteronem
otrzymujgce ekstrakt z Epilobium angustifolium; TS - zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujace
ekstrakt z Serenoa repens; TF — zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujgce finasteryd.

“1” — podwyzszenie poziomu badanego mRNA; “|” - obnizenie poziomu badanego mRNA.

4.3.2.3. Ocena zmian poziomu mRNA receptora estrogenowego f§ (ERp)

4.3.2.3.1. Zmiany poziomu mRNA receptora estrogenowego p (ERp) w placie brzusznym

Analizujgc zmiany ekspresji dla mRNA receptora estrogenowego a (ER4) w placie
brzusznym u zwierzat T stwierdzono podwyzszenie poziomu mRNA o 299% w stosunku do
zwierzat kontrolnych K2 (p<0.05). U szczuréw TE, TS, TF oraz TF zauwazono rdéwniez
podwyzszenie poziomu mRNA ER odpowiednio o 263%, 277% 1 299% w poréwnaniu do
odpowiednich zwierzat kontrolnych (p<0.05). U indukowanych hormonalnie szczurow
otrzymujacych wyciagi z E. angustifolium, S. repens nastapito nieznamienne obnizenie poziomu
mRNA ERB, kolejno o: 36% 1 22%, w poréwnaniu do zwierzat T. W przypadku zwierzat TF

odnotowano niewielki wzrost o 18% w poziomie traksrypcji ER.
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Tab. 24. Wptyw badanych wyciggéw roslinnych oraz finasterydu na poziom mRNA receptora estrogenowego
B (ERB) w ptacie brzusznym prostaty u szczurow.

Poziomy mRNA receptora estrogenowego f§ (ERB) u poszczegélnych grup

zwierzat
Grupy Zestawienie grup kontrolnych i badanych SredniatSEM p
K1 100% 1,2340,22
K2 100% 0,89+0,14
T 399% 3,55+0,31 <0,001
TE 363% 3,23+0,40 <0,001
TS 377% 3,36+0,52 <0,001
TF 341% 4,20+0,20 <0,001
Porownanie badanych grup w stosunku do grup kontrolnych (K1, K2)
Stosunek grup Zmiany iloSciowe mRNA ERp wyrazone w warto$ciach procentowych [%]
T/K2 1299
TE/K2 1263
TS/K2 1277
TF/K1 1241
Zmiany ekspresji mRNA ERa w grupach badanych wzgledem grupy indukowanej testosteronem
Stosunek grup Zmiany iloSciowe mRNA ERp wyrazone w warto$ciach procentowych [%]
TE/T 136%
TS/T 122%
TF/T 1T 18%

n=10 szczuréw w kazdej grupie.

K1, K2 — kontrolne grupy zwierzat: K1 — grupa kontrolna dla zwierzat TF, K2 — grupa kontrolna dla
pozostatych grup; T — zwierzeta otrzymujgce testosteron; TE — zwierzeta indukowane testosteronem
otrzymujgce ekstrakt z Epilobium angustifolium; TS - zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujace
ekstrakt z Serenoa repens; TF — zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujgce finasteryd.

“1” — podwyzszenie poziomu badanego mRNA,; “|” - obnizenie poziomu badanego mRNA.

4.3.2.3.2. Zmiany poziomu mRNA receptora estrogenowego  (ERp) w placie grzbietowym

Oceniajac zmiany ekspresji mRNA dla receptora estrogenowego 3 (ERB) w grzbietowym
placie prostat u zwierzat T stwierdzono podwyzszenie poziomu mRNA o 323%, w stosunku do
zwierzat kontrolnych K2 (p<0.05) [Tab. 25]. U szczuréw TE. TS, TF rowniez wystapito
podwyzszenie poziomu mRNA ERP, odpowiednio o 383%, 561% 1 209%, w poréwnaniu do
odpowiednich zwierzat kontrolnych (p<0.05). U indukowanych hormonalnie szczurow
otrzymujacych oba wyciagi, tj. z E. angustifolium 1 S. repens, wystgpowal nieznamienny
podwyzszony poziom mRNA ERp, kolejno o: 14,18% i 32,62%, w porownaniu do zwierzat T. U

zwierzat odnotowano obnizenie ilosci badanych transkryptow o 27% (p<0.05), w poroéwnaniu do

grupy T.
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Tab. 25. Wptyw badanych wyciggéw roslinnych oraz finasterydu na poziom mRNA receptora estrogenowego
B (ERB) w ptacie grzbietowym prostaty u szczuréw.

Poziomy mRNA receptora estrogenowego f§ (ERB) u poszczegélnych grup

zwierzat
Grupy Zestawienie grup kontrolnych i badanych SredniazSEM P
K1 100% 0,52+0,13
K2 100% 1,95+0,37
T 423% 8,25+0,97 <0,001
TE 483% 8,27+1,24 0,001
TS 561% 10,95+1,13 0,094
TF 309% 1,60+0,56 <0,001
Porownanie badanych grup w stosunku do grup kontrolnych (K1, K2)
Stosunek grup Zmiany iloSciowe mRNA ERp wyrazone w warto$ciach procentowych [%]
T/K2 1323
TE/K2 1383
TS/K2 1561
TF/K1 1209
Zmiany ekspresji mRNA ERa w grupach badanych wzgledem grupy indukowanej testosteronem
Stosunek grup Zmiany iloSciowe mRNA ERP wyrazone w warto$ciach procentowych [%]
TE/T 114,18
TS/T 132,62
TF/T 127

n=10 szczuréw w kazdej grupie.

K1, K2 — kontrolne grupy zwierzat: K1 — grupa kontrolna dla zwierzat TF, K2 — grupa kontrolna dla
pozostatych grup; T — zwierzeta otrzymujgce testosteron; TE — zwierzeta indukowane testosteronem
otrzymujgce ekstrakt z Epilobium angustifolium; TS - zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujgce
ekstrakt z Serenoa repens; TF — zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujgce finasteryd.

“1” — podwyzszenie poziomu badanego mRNA,; “|” - obnizenie poziomu badanego mRNA.

4.3.2.4. Ocena zmian poziomu mRNA Sa-reduktazy steroidowej typu 1 (SRDSAR1)

4.3.2.4.1. Zmiany poziomu mRNA S5Sa-reduktazy steroidowej typu 1 (SRD5AR1) w placie
brzusznym

Analizujac zmiany ekspresji dla mRNA Sa-reduktazy steroidowej typu 1 (SRD5SAR1) w
brzusznym placie prostat u zwierzat T stwierdzono podwyzszenie poziomu mRNA o 723%, w
stosunku do zwierzat kontrolnych K2 (p<0.05) [Tab. 26]. U szczuréw TE, TS réwniez wystapito
znamienne podwyzszenie poziomu mRNA SRD5AR1, odpowiednio o 333%, 644%, w pordwnaniu
do zwierzat K2 (p<0.05). Wzrost poziomu mRNA SRD5AR1 w grupie zwierzat TS byt o 311%
wigkszy niz u szczuréw TE, chociaz otrzymana roznica nie byta znamienna statystycznie. Indukcje
transkrypcji mRNA o najmniejszym stopniu nasilenia obserwowano w grupie zwierzat TF. W tym
przypadku nastgpito nieznamienne podwyzszenie poziomu badanego mRNA o 33% w stosunku do
zwierzat kontrolnych K1. W poréwnaniu do zwierzat T, u szczuréw TS wystapito nieznamienne

obnizenie poziomu mRNA o 9,6%. Z kolei u szczurow TE lub TF nastgpito, cho¢ réwniez
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nieznamienne obnizenie ilosci badanych transkryptow, kolejno o 47% 1 68%, w odniesieniu do
zwierzat T. W grupie TF obecno$¢ finasterydu spowodowala znaczniejsze obnizenie poziomu
mRNA, tj. o 21% intensywniej anizeli u zwierzat TE, cho¢ rdéznica nie byla znamienna

statystycznie.

Tab. 26. Wptyw badanych wyciggéw roslinnych oraz finasterydu na poziom mRNA 5a-reduktazy steroidowej
typu 1 (SRD5AR1) w ptacie brzusznym prostaty u szczurdw.

Poziomy mRNA 5a-reduktazy steroidowej typu 1 (SRD5SAR1) u poszczegdlnych grup

zwierzat
Grupy Zestawienie grup kontrolnych i badanych Srednia+SEM p
K1 100% 1,224+0,25
K2 100% 0,61+0,10
T 823% 5,10«1,72 0,001
TE 433% 2,68+0,97 0,005
TS 744% 4,61+1,43 0,004
TF 133% 1,62+0,49 0,476
Poréwnanie badanych grup w stosunku do grup kontrolnych (K1, K2)
Stosunek grup Zmiany ilosciowe mRNA SRDSAR1 wyrazone w warto$ciach procentowych [%]
T/K2 1723
TE/K2 1333
TS/K2 1 644
TF/K1 133
Zmiany ekspresji mRNA SRDSAR1 w grupach badanych wzgledem grupy indukowanej testosteronem
(kontrolnej)
Stosunek grup Zmiany ilo§ciowe mRNA SRDSARI1 wyrazone w warto$ciach procentowych [%]
TE/T 147
TS/T 19,6
TF/T 1 68

n=10 szczuréw w kazdej grupie.

K1, K2 — kontrolne grupy zwierzat: K1 — grupa kontrolna dla zwierzat TF, K2 — grupa kontrolna dla
pozostatych grup; T — zwierzeta otrzymujgce testosteron; TE — zwierzeta indukowane testosteronem
otrzymujgce ekstrakt z Epilobium angustifolium; TS - zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujace
ekstrakt z Serenoa repens; TF — zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujgce finasteryd.

“1” — podwyzszenie poziomu badanego mRNA,; “|” - obnizenie poziomu badanego mRNA.

4.3.2.4.2. Zmiany poziomu mRNA S5a-reduktazy steroidowej typu 1 (SRD5AR1) w placie
grzbietowym

Oceniajagc zmiany ekspresji mRNA Sa-reduktazy steroidowej typu 1 (SRDSARI) w
grzbietowym placie prostat u zwierzat T stwierdzono bardzo znaczne podwyzszenie poziomu
mRNA, tj. 0 2362%, w stosunku do zwierzat kontrolnych K2 (p<0.05) [Tab. 27]. U szczuréw TE,
TS, TF rowniez wystapito znaczne podwyzszenie poziomu mRNA 5Sa-reduktazy steroidowej typu 1,
odpowiednio o 217% (znamiennie, p<0.05), 341% (znamiennie, p<0.05) 1 29% (nieznamiennie), w

poréwnaniu do odpowiednich zwierzat kontrolnych. Wzrost poziomu mRNA reduktazy typu 1 w
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grupie zwierzat TF byl o 188% mniejszy anizeli w obserwowany u zwierzat TE 1 o 119% mniejszy
niz obserwowany w grupie otrzymujacych TS. W poréwnaniu do zwierzat T, u szczuréw TE 1 TF
nastgpilo znaczne, znamienne obnizenie poziomu mRNA, kolejno o 87% (p=0,001) i 91,8%
(p=0,001). U szczurow TS takze odnotwano znamienne obnizenie ilosci transkryptow o 82,1%
(p=0,001) w stosunku do grupy T.

Finasteryd u szczurow indukowanych testosteronem spowodowal obnizenie poziomu
mRNA w stopniu niewiele bardziej znacznym niz u szczuréw TE i TS, tj. o 4,8% intensywniej niz
bylo to widoczne u szczuréw TE (nieznamienne) oraz o 9,7% w pordwnaniu do zwierzat TS

(p<0.05).

Tab. 27. Wptyw badanych wyciggéw roslinnych oraz finasterydu na poziom mRNA 5a-reduktazy steroidowej
typu 1 (SRD5AR1) w ptacie grzbietowym prostaty u szczuréw.

Poziomy mRNA 5a-reduktazy steroidowej typu 1 (SRD5AR1) u poszczegolnych grup
zwierzat
Grupy Zestawienie grup kontrolnych i badanych Srednia+SEM p
K1 100% 2,9040,70
K2 100% 1,86+0,44
T 2462% 45,80+8,7 <0,001
TE 317% 5,96+1,75 0,036
TS 441% 8,20+1,37 0,001
TF 129% 3,75+0,57 0,329
Poréwnanie badanych grup w stosunku do grup kontrolnych (K1, K2)
Stosunek grup Zmiany iloSciowe mRNA SRDSAR1 wyrazone w warto$ciach procentowych [%]
T/K2 12362
TE/K2 1217
TS/K2 1341
TF/K1 129
Zmiany ekspresji mRNA SRDSAR1 w grupach badanych wzgledem grupy indukowanej testosteronem
Stosunek grup Zmiany iloSciowe mRNA SRDSAR1 wyrazone w warto$ciach procentowych [%]
TE/T 187
TS/T 1 82,1
TF/T 1 91,8

n=10 szczuréw w kazdej grupie.

K1, K2 — kontrolne grupy zwierzat: K1 — grupa kontrolna dla zwierzat TF, K2 — grupa kontrolna dla
pozostatych grup; T — zwierzeta otrzymujgce testosteron; TE — zwierzeta indukowane testosteronem
otrzymujgce ekstrakt z Epilobium angustifolium; TS - zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujace
ekstrakt z Serenoa repens; TF — zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujgce finasteryd.

“1” — podwyzszenie poziomu badanego mRNA; “|” - obnizenie poziomu badanego mRNA.
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4.3.2.5. Ocena zmian poziomu mRNA Sa-reduktazy steroidowej typu 2 (SRDSAR?2)

4.3.2.5.1. Zmiany poziomu mRNA Sca-reduktazy steroidowej typu 2 (SRD5SAR2) w placie
brzusznym

Analizujgc zmiany transkrypcji mRNA w brzusznym placie prostat u zwierzat T
stwierdzono podwyzszenie poziomu mRNA Sa-reduktazy steroidowej typu 2 (SRD5SAR2) o 703%,
w stosunku do zwierzat kontrolnych K2 (p<0.05) [Tab. 28].

U szczurow TE, TS, TF rowniez wystgpita znaczna, znamienna indukcja transkrypcji
mRNA, odpowiednio o 615%, 700% 1 94%, w poréwnaniu do odpowiednich zwierzat kontrolnych
(p<0.05). Wzrost poziomu mRNA reduktazy typu 2 w grupie TF byl o 521% mniejszy anizeli w
obserwowany u zwierzat TE 1 o 606% mniejszy niz obserwowany w grupie otrzymujacych drugi
ekstrakt (grupa TS). U szczuréw TS nastgpila indukcja transkrypcji genu reduktazy steroidowej o
85% bardziej intensywnie, anizeli w przypadku zwierzat TE, cho¢ otrzymana rdznica nie byla
znamianna statystycznie.

Przyjmujac szczury T jako grupe odniesienia, u zwierzat TE i nastapilo nieznamienne,
nieznaczne obnizenie ilosci transkryptow SRDS5SAR2, tj. o 11%. Poziom mRNA w grupie TS
praktycznie nie ulegt zmianie — stwierdzono bardzo nieznaczne nieznamienne obnizenie mRNA, tj.
0 0,4%. U szczurow TF nastgpita indukcja transkrypcji mRNA o 125%, w poréwnaniu do zwierzat

T, ale otrzymana rdznica nie osiagneta znamiennosci statystyczne;.
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Tab. 28. Wptyw badanych wyciggdw roslinnych oraz finasterydu na poziom mRNA 5a-reduktazy steroidowej
typu 2 (SRD5AR2) w ptacie brzusznym prostaty u szczuréw.

Poziomy mRNA Sa-reduktazy steroidowej typu 2 (SRDSAR2) u poszczegélnych grup

zwierzat
Grupy Zestawienie grup kontrolnych i badanych SredniazSEM p
K1 100% 3,1+£0,69
K2 100% 0,6+0,15
T 803% 4,82+0,68 0,001
TE 715% 4,29+0,82 0,005
TS 800% 4,8+1,04 0,004
TF 194% 6,02+0,59 0,009
Porownanie badanych grup w stosunku do grup kontrolnych (K1, K2)
Stosunek grup Zmiany ilo§ciowe mRNA SRDSAR?2 wyrazone w warto$ciach procentowych [%]
T/K2 1703%
TE/K2 1615%
TS/K2 1 700%
TF/K1 1 94%
Zmiany ekspresji mRNA SRDSAR2 w grupach badanych wzgledem grupy indukowanej testosteronem
Stosunek grup Zmiany ilo§ciowe mRNA SRDSAR2 wyrazone w warto$ciach procentowych [%]
TE/T 1 11%
TS/T 10,4%
TF/T 125%

n=10 szczuréw w kazdej grupie.

K1, K2 — kontrolne grupy zwierzat: K1 — grupa kontrolna dla zwierzat TF, K2 — grupa kontrolna dla
pozostatych grup; T — zwierzeta otrzymujgce testosteron; TE — zwierzeta indukowane testosteronem
otrzymujgce ekstrakt z Epilobium angustifolium; TS - zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujace
ekstrakt z Serenoa repens; TF — zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujgce finasteryd.

“1” — podwyzszenie poziomu badanego mRNA,; “|” - obnizenie poziomu badanego mRNA.

4.3.2.5.2. Zmiany poziomu mRNA S5a-reduktazy steroidowej typu 2 (SRD5AR2) w placie
grzbietowym

Oceniajac zmiany ekspresji mRNA w grzbietowym ptacie prostat u zwierzat T stwierdzono
podwyzszenie poziomu mRNA Sa-reduktazy steroidowej typu 2 (SRD5AR2) o 1263%, w stosunku
do zwierzat kontrolnych K2 (p<0.001) [Tab. 29]. U szczuréw TE, TS, TF réwniez wystgpita
znaczna indukcja transkrypcji mRNA SRDS5AR2, odpowiednio o 1085% (znamiennie, p<0.001),
974% (znamiennie, p<0.001) i 1100% (znamiennie, p<0,05), w porownaniu do odpowiednich
zwierzat kontrolnych. Wzrost poziomu mRNA reduktazy typu 2 w grupie zwierzat TF byt o 15%
wyzszy anizeli w obserwowany u zwierzat TE 1 o 126% wyzszy niz w grupie TS. U zwierzat TS
indukcja transkrypcji reduktazy steroidowej typu 2 byla o 111% nizsza anizeli w przypadku
zwierzat TE, ale otrzymana rdznica nie osiggneta znamienno$ci statystyczne;.

U zwierzat TS nastgpilo nieznamienne obnizenie poziomu mRNA reduktazy steroidowej

typu 2 o 18,4%, w poréwnaniu do zwierzat T. Obnizenie liczby badanych transkryptow,
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(nieznamiennie o 13,1%) wystgpito rowniez u zwierzat TE, w porownaniu do zwierzat T. U
zwierzat TF odnotowano znaczne obnizenie poziomu mRNA o 97% (p<0.001), w odniesieniu do

szczurow T.

Tab. 29. Wptyw badanych wyciggéw roslinnych oraz finasterydu na poziom mRNA 5a-reduktazy steroidowej
typu 2 (SRD5AR2) w ptacie grzbietowym prostaty u szczuréw.

Poziomy mRNA Sa-reduktazy steroidowej typu 2 (SRDSAR2) u poszczegélnych grup

zwierzat
Grupy Zestawienie grup kontrolnych i badanych SredniaSEM p
K1 100% 0,27+0,12
K2 100% 7,71+0,42
T 1363% 105,1£3,92 <0,001
TE 1185% 91,4+8,25 <0,001
TS 1074% 82,8+4,16 <0,001
TF 1200% 3,24+1,16 0,020
Poréwnanie badanych grup w stosunku do grup kontrolnych (K1, K2)
Stosunek grup Zmiany ilo§ciowe mRNA SRDSAR?2 wyrazone w wartosciach procentowych [%]
T/K2 11263
TE/K2 11085
TS/K2 1974
TF/K1 11100
Zmiany ekspresji mRNA SRD5AR2 w grupach badanych wzgledem grupy indukowanej testosteronem
Stosunek grup Zmiany ilo§ciowe mRNA SRDSAR?2 wyrazone w wartosciach procentowych [%]
TE/T 1 13,1
TS/T 1184
TF/T 197

n=10 szczuréw w kazdej grupie.

K1, K2 — kontrolne grupy zwierzat: K1 — grupa kontrolna dla zwierzat TF, K2 — grupa kontrolna dla
pozostatych grup; T — zwierzeta otrzymujgce testosteron; TE — zwierzeta indukowane testosteronem
otrzymujgce ekstrakt z Epilobium angustifolium; TS - zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujace
ekstrakt z Serenoa repens; TF — zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujgce finasteryd.

“1” — podwyzszenie poziomu badanego mRNA,; “|” - obnizenie poziomu badanego mRNA.

4.3.2.6. Ocena zmian poziomu mRNA aromatazy (CYP19)

4.3.2.6.1. Zmiany poziomu mRNA aromatazy (CYP19) w placie brzusznym

Analizujagc zmiany ekspresji dla mRNA w brzusznym ptlacie prostat u zwierzat T
stwierdzono podwyzszenie poziomu mRNA aromatazy (CYP19) o 471% w stosunku do zwierzat
kontrolnych K2 (p<0.05) [Tab. 30]. U szczurow TE, TS, TF réwniez wystgpita znaczna indukcja
transkrypcji mRNA aromatazy, odpowiednio o 504%, 439% i 61% w poréwnaniu do odpowiednich
zwierzat kontrolnych (p<0.05). Wzrost poziomu CYP19 mRNA w grupie zwierzat TF byt o 443%

nizszy niz obserwowany u zwierzat TE 1 o 378% mniejszy niz obserwowany w grupie TS. U
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zwierzagt TS nastgpita indukcja tanskrypcji aromatazy o 65% w mniejszym stopniu niz
obserwowana u zwierzat otrzymujacych wyciag z E. angustifolium.

U zwierzat TE nastgpita nieznamienna indukcja transkrypcji aromatazy o 5,78%, w pordwnaniu do
zwierzat T. U szczurow TS albo TF nastgpito nieznamienne obnizenie poziomu CYP19 mRNA,
kolejno o 5,6% 1 71,8%, w poréwnaniu do zwierzat T. Obecno$¢ ekstraktu z E. angustifolium u
zwierzat indukowanych testosteronem spowodowata podwyzszenie poziomu aromatazy w stopniu o
11,38% wiekszym w porownaniu do wyciagu z S. repens.

U zwierzat TF odnotowano obnizenie poziomu badanego mRNA o 66,2% bardziej intensywnie

(p<0.05) niz obserwowany spadek ilosci transkryptéw u szczuréw TS.

Tab. 30. Wptyw badanych wyciggdéw roslinnych oraz finasterydu na poziom mRNA aromatazy (CYP19) w
ptacie brzusznym prostaty u szczuréw.

Poziomy mRNA aromatazy (CYP19) u poszczegdlnych grup

Zwierzat
Grupy Zestawienie grup kontrolnych i badanych Srednia+SEM p
K1 100% 1,17+0,17
K2 100% 0,27+0,12
T 571% 1,54+0,14 <0,001
TE 604% 1,6340,16 0,001
TS 539% 1,68+0,16 <0,001
TF 161% 1,87+0,19 0,038

Poréwnanie badanych grup w stosunku do grup kontrolnych (K1, K2)

Stosunek grup Zmiany iloSciowe mRNA CYP19 wyrazone w warto$ciach procentowych [%]
T/K2 1471
TE/K2 1504
TS/K2 1439
TF/K1 161
Zmiany ekspresji mRNA SRDSAR2 w grupach badanych wzgledem grupy indukowanej testosteronem
Stosunek grup Zmiany iloSciowe mRNA CYP19 wyrazone w warto$ciach procentowych [%]
TE/T 15,78
TS/T 15,6
TF/T 1 71,8

n=10 szczuréw w kazdej grupie.

K1, K2 — kontrolne grupy zwierzat: K1 — grupa kontrolna dla zwierzat TF, K2 — grupa kontrolna dla
pozostatych grup; T — zwierzeta otrzymujgce testosteron; TE — zwierzeta indukowane testosteronem
otrzymujgce ekstrakt z Epilobium angustifolium; TS - zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujgce
ekstrakt z Serenoa repens; TF — zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujgce finasteryd.

“1” — podwyzszenie poziomu badanego mRNA; “|” - obnizenie poziomu badanego mRNA.

4.3.2.6.2. Zmiany poziomu mRNA aromatazy (CYP19) w placie grzbietowym

Oceniajac zmiany ekspresji mRNA w grzbietowym ptacie prostat u zwierzat T stwierdzono

podwyzszenie poziomu mRNA aromatazy (CYP19) o 347%, w stosunku do zwierzat kontrolnych
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K2 (p<0.05) [Tab. 31]. U szczuréw TE, TS, TF takze wystgpita znaczna indukcja transkrypcji
mRNA aromatazy, odpowiednio 0 297% (znamiennie, p<0.05), 348% (znamiennie, p<0.05) i 121%
(nieznamiennie), w porownaniu do odpowiednich zwierzat kontrolnych. Wzrost poziomu CYP19
mRNA w grupie zwierzat TF byl o 176% nizszy niz obserwowany u zwierzat TE 1 0 227% mniejszy
niz obserwowany w grupie TS. U zwierzat TS nastapila indukcja transkrypcji aromatazy w stopniu
0 51% wiekszym niz obserwowana u zwierzat TE.

U zwierzat TE nastgpito nieznamienne zahamowanie transkrypcji aromatazy o 11,2%, w
poréwnaniu do zwierzat T. U szczurow TS praktycznie nie bylo zmian w profilu transkrypcji
badanego mRNA (nastgpila indukcja o 0,22%), w poréwnaniu do zwierzat T. Znaczne
zahamowanie transkrypcji (o 51% (p<0.05), w porownaniu do zwierzat T stwierdzono u zwierzat
TF. Obecno$¢ ekstraktu z E. angustifolium u zwierzat indukowanych testosteronem spowodowata
obnizenie poziomu aromatazy w stopniu o 11,42% wickszym w poréwnaniu do wyciggu z S.
repens.

U zwierzat TF odnotowano obnizenie poziomu badanego mRNA o 39,8% bardziej intensywnie niz
obserwowany spadek ilosci transkryptow u szczuréw TE 1 o 51,22% bardziej intensywnie niz w

przypadku zwierzat TS.
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Tab. 31. Wplyw badanych wyciggéw roslinnych oraz finasterydu na poziom mRNA aromatazy (CYP19) w
ptacie grzbietowym prostaty u szczurow.

Poziomy mRNA aromatazy (CYP19) u poszczegélnych grup

zwierzat
Grupy Zestawienie grup kontrolnych i badanych SredniaSEM p
K1 100% 0,56+0,17
K2 100% 1,10+0,28
T 447% 4,92+0,73 0,001
TE 397% 4,37+1,30 0,003
TS 448% 4,93+0,62 <0,001
TF 221% 1,24+0,44 0,234

Porownanie badanych grup w stosunku do grup kontrolnych (K1, K2)

St(g)il:l;ek Zmiany iloSciowe mRNA CYP19 wyrazone w wartoSciach procentowych [%]
T/K2 1347
TE/K2 1297
TS/K2 1348
TF/K1 1121

Zmiany ekspresji mRNA SRD5AR2 w grupach badanych wzgledem grupy indukowanej testosteronem

Stosunek Zmiany iloSciowe mRNA CYP19 wyrazone w wartosciach procentowych [%)]

grup
TE/T 1112
TS/T 10,22
TF/T 151

n=10 szczuréw w kazdej grupie.

K1, K2 — kontrolne grupy zwierzat: K1 — grupa kontrolna dla zwierzat TF, K2 — grupa kontrolna dla
pozostatych grup; T — zwierzeta otrzymujgce testosteron; TE — zwierzeta indukowane testosteronem
otrzymujgce ekstrakt z Epilobium angustifolium; TS - zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujace
ekstrakt z Serenoa repens; TF — zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujgce finasteryd.

“1” — podwyzszenie poziomu badanego mRNA; “|” - obnizenie poziomu badanego mRNA.

4.3.2.7. Podsumowanie zmian poziomow badanych mRNA w obu platach prostat u szczurow

W tabelach ponizej podsumowano wyniki z analiz profili transkrypcji poszczegdlnych
mRNA. W tabeli ponizej [Tab. 32 ab.] zestawiono profile transkrypcji mRNA So-reduktazy
steroidowej typu 1 1 2 (SRD5AR1, SRD5AR2), aromatazy (CYP19), receptora androgenowego
(AR), receptor estrogenowego o (ERa) oraz B[1(ER ) w obu ptatach (brzusznym i grzbietowym) u
szczurow kontrolnych (nieindukowanych (grupy K1, K2) 1 indukowanych hormonalnie (grupa T))
oraz otrzymujacych wyciagi ros§linne (grupy TE 1 TS) 1 referencyjng substancje — finasteryd (grupa
TF) [Tab. 33 a,b.]. W kolejnej tabeli podsumowano wyniki analizy statystycznej uwzgledniajac
$rednie warto$ci dla poszczegdlnych prob, wspotczynnik SEM oraz poziomy istotnosci (test

jednoczynnikowy ANOVA) dla poszczeg6lnych grup [Tab. 34.].

Tab. 32. Zestawienie zmian transkrypcji mRNA biatek metabolizmu androgenéw / estrogenéw w ptacie
brzusznym i grzbietowym prostat u szczuréw:
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a) zmiany poziomu mRNA w grupach zwierzat indukowanych testosteronem wzgledem zwierzat kontrolnych

Stosunek badanych Zmiany poziomu ekspresji analizowanych mRNA w placie brzusznym
grup do grupy prostat szczuroéw wyrazone w wartosciach procentowych [%]
kontrolnej SRD5AR1 | SRD5AR2 AR ER1 ER2 CYP19

T/K2 1723 1703 1133 124 1299 1471
TE/K2 1333 1615 1145 115 1233 1504
TS/K2 1644 1700 1115 116 1277 1439
TF/K1 133 194 144 19 1299 161

Stosunek badanych Zmiany poziomu ekspresji analizowanych mRNA w placie
grup do grupy grzbietowym prostat szczuréw wyrazone w wartosciach procentowych
kontrolnej [%]

T/K2 12362 11263 1737 12 1323 1347
TE/K2 1217 11085 1633 112 1383 1297
TS/K2 1341 1974 1779 1125 1561 1348
TF/K1 129 11100 1360 13% 1209 1121

b) zmiany poziomu mRNA w grupach zwierzgt indukowanych testosteronem otrzymujgcych badane
ekstrakty (z Epilobium angustifolium albo Serenoa repens lub finasteryd) wzgledem zwierzat odniesienia,

otrzymujgcych testosteron

Stosunek badanych Zmiany poziomu ekspresji analizowanych mRNA w placie brzusznym
grup do grupy prostat szczuréw wyrazone w wartosciach procentowych [%]
odniesienia SRD5AR1 | SRD5AR2 | AR ERI1 ER2 | CYP19
(indukowanej)
TE/T 147 J11 15,1 19 136 15,8
TS/T 19,6 10,4 17,7 140 122 15,6
bez
TF/T 168 1125 138 133 smian 172
Stosunek badanych Zmiany poziomu ekspresji analizowanych mRNA w placie
grup do grupy grzbietowym prostat szczuréw wyrazone w warto$ciach procentowych
odniesienia [%]
(indukowanej) SRD5AR1 | SRD5AR2 AR ER1 ER2 CYP19
TE/T 187 113 112 114 114 111
TS/T 182 118 15,0 1130 136 10,2
TF/T 192 197 145 15,1 127 151

K1, K2 — kontrolne, nieindukowane hormonalnie grupy zwierzat: K1 — grupa kontrolna dla zwierzat TF, K2 —
grupa kontrolna dla pozostatych grup; T — zwierzeta otrzymujgce testosteron; TE — zwierzeta indukowane
testosteronem otrzymujgce ekstrakt z Epilobium angustifolium; TS - zwierzeta indukowane testosteronem

otrzymujgce ekstrakt z Serenoa repens; TF — zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujgce finasteryd.

“1” — podwyzszenie poziomu badanego mRNA; “|” - obnizenie poziomu badanego mRNA.

Tab. 33. Zestawienie uzyskanych wynikéw pomiaru poziomu ekspresji badanych genéw wzgledem
odpowiedniej grupy kontrolnej.
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Poziom istotnosci

Gen Grupa Srednia = SEM (%) ®)
K1 ptat brzuszny 2,05+0,44
K1 ptat grzbietowy 5,31+0,25
TF plat brzuszny 2,95+0,25 0,083
TF ptat grzbietowy 24,444+3,.23 0,001
K2 ptlat brzuszny 0,42+0,16
K2 ptat grzbietowy 5,65+2,84
AR T plat brzuszny 0,98+0,12 0,017
T plat grzbietowy 47,30+2,99 <0,001
TS plat brzuszny 0,90+0,09 0,014
TS plat grzbietowy 49,69+6,16 < 0,001
TE ptat brzuszny 1,02+0,10 0,007
TE ptat grzbietowy 41,42+4,92 < 0,001
K1 ptat brzuszny 1,34+0,19
K1 ptat grzbietowy 0,75+0,12
TF plat brzuszny 1,50+0,11 0,547
TF ptat grzbietowy 0,77+0,09 0,893
K2 plat brzuszny 0,70+0,07
K2 ptat grzbietowy 0,85+0,07
ER-alfa
T plat brzuszny 0,52+0,06 0,071
T plat grzbietowy 0,83+0,08 0,859
TS plat brzuszny 0,80+0,25 0,593
TS ptat grzbietowy 1,91+0,25 0,001
TE ptat brzuszny 0,58+0,07 0,269
TE ptat grzbietowy 0,95+0,11 0,433
K1 ptat brzuszny 1,24+0,22
K1 ptat grzbietowy 0,52+0,13
TF plat brzuszny 4,20+0,20 < 0,001
TF ptat grzbietowy 1,61+0,56 < 0,001
K2 ptat brzuszny 0,89+0,14
ER-beta K2 ptat grzbietowy 1,9540,37
T plat brzuszny 3,55+0,31 <0,001
T plat grzbietowy 8,25+0,97 <0,001
TS plat brzuszny 3,36+0,52 <0,001
TS plat grzbietowy 10,9+1,137 0,094
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TE ptat brzuszny 3,23+0,4 <0,001
TE ptat grzbietowy 8,27+1,24 0,001
K1 ptat brzuszny 1,22+0,25
K1 ptat grzbietowy 2,91+0,70
TF plat brzuszny 1,62+0,49 0,476
TF ptat grzbietowy 3,75+0,57 0,329
K2 ptlat brzuszny 0,61+0,1
K2 ptat grzbietowy 1,86+0,44
SRD5ARI1
T plat brzuszny 5,1+1,72 <0,001
T plat grzbietowy 45,8487 <0,001
TS plat brzuszny 4,61+1,43 0,008
TS plat grzbietowy 8,20+1,37 0,001
TE ptat brzuszny 2,68+0,97 0,061
TE ptat grzbietowy 5,96+1,75 0,036
K1 ptat brzuszny 3,10+0,69
K1 ptat grzbietowy 0,27+0,12
TF plat brzuszny 6,02+0,59 0,009
TF ptat grzbieotwy 3,24+1,16 0,081
K2 plat brzuszny 0,6+0,15
SRDSAR2 K2 ptat grzbietowy 7,71+0,42
T plat brzuszny 4,82+0,68 0,001
T plat grzbietowy 105,1+£3,92 < 0,001
TS plat brzuszny 4,80%1,04 0,004
TS ptat grzbietowy 82,84+4,16 < 0,001
TE ptat brzuszny 4,29+0,82 0,005
TE ptat grzbietowy 91,448,25 < 0,001
K1 ptat brzuszny 1,16+0,17
K1 ptat grzbietowy 0,56+0,17
TF plat brzuszny 1,87£0,19 0,038
TF ptat grzbieotwy 1,24+0,44 0,234
K2 plat brzuszny 0,27+0,12
CYp1 K2 ptat grzbietowy 1,11+0,28
T plat brzuszny 1,54+0,14 < 0,001
T plat grzbietowy 4,92+0,73 0,001
TS plat brzuszny 1,68+0,16 <0,001
TS ptat grzbietowy 4,93+0,62 <0,001

118



TE ptat brzuszny 1,63+0,27 0,001
TE ptat grzbietowy 4,37+1,30 0,023

n=10 szczuréw w kazdej grupie

Przedstawiono srednie wartosci dla poszczegdlnych grup z zaznaczong wartoscig SEM.

Wartosci p < 0,05 (pogrubione) uznano za statystycznie istotne wzgledem odpowiedniej grupy kontrolne; .
K1, K2 — kontrolne, nieindukowane hormonalnie grupy zwierzat; K1 — grupa kontrolna dla zwierzat TF, K2 —
grupa kontrolna dla pozostatych grup; T — zwierzeta otrzymujgce testosteron (s.c.); TE — zwierzeta
indukowane testosteronem otrzymujgce ekstrakt z Epilobium angustifolium; TS - zwierzeta indukowane
testosteronem otrzymujgce ekstrakt z Serenoa repens; TF — zwierzeta indukowane testosteronem
otrzymujgce finasteryd.

4.3.3. Zmiany poziomu transkrypcji wybranych mRNA genow genomowej i niegenomowej
drogi dzialania androgenéw

4.3.3.1. Zmiany poziomu transkryptéw genomowego i niegenomowego szlaku sygnalizacji
androgenow w placie brzusznym szczurzych prostat

4.3.3.1.1. Zmiany poziomu transkrypcji mRNA p68 i Arip4 — przedstawicieli genomowego
szlaku dzialania androgenow

Analizujac zmiany ekspresji dla mRNA w brzusznym placie prostat u zwierzat
niepoddanych zabiegowi indukcji hormonalnej, otrzymujacych ekstrakt z ziela Epilobium
angustifolium (grupa E) nastgpilo nieznamienne podwyzszenie poziomu mRNA czynnika p68 o
138% (p=0,139), natomiast poziom mRNA czynnika Arip4 ulegt istotnemu podwyzszeniu o 530%
(p=0,001), w stosunku do szczuréw kontrolnych (grupa K2) [Tab. 34]. U szczuréw otrzymujacych
wyciag z owocOw Serenoa repens (grupa S) nastgpita nieznamienna indukcja transkrypcji mRNA
czynnika p68 o 132% (p=0,111), w odniesieniu do grupy kontrolnej (grupa K2). Z kolei ilos¢
transkryptow Arip4 w tej grupie ulegla istotnemu obnizeniu o 81% (p=0,037), wzgledem szczuréw
K2. Indukcja transkrypcji mRNA p68 w grupie E byla o 6,1% wyzsza, anizeli obserwowana w
grupie S, natomiast roznica w poziomie transkryptéw Arip4 pomigdzy grupami zwierzat E i S byla
znamienna i wyniosta 611%.

U szczurdéw T stwierdzono bardzo znaczne podwyzszenie poziomu mRNA p68, tj. o 1378%
wzgledem szczurow K2 (p<0,001), podczas gdy ilos¢ transkryptow Arip4 ulegta jeszcze bardziej
znacznemu, istotnemu podwyzszeniu, bo o 35410% (p=0,017). U pozostalych szczuréw
indukowanych hormonalnie, otrzymujacych wyciagi (tj. TE, TS) lub lacznie z finasterydem (TFE,
TFS) oraz u szczurow TF nastgpito znaczne podwyzszenie poziomu badanych transkryptow (w
szczegoOlnosci Arip4), w odniesieniu do odpowiednich szczuréw kontrolnych.

Przyjmujac jako grupe odniesienia szczury T rozktad zmian poziomu transkryptow p68 i Arip4 w
poszczegolnych grupach zwierzat przedstawiat si¢ w nastgpujacy sposob.
U szczuréw TE nastgpito obnizenie poziomu mRNA p68 o 31,4%, w stosunku do szczurow T

(p<0,05). Podobnie w grupie TS rowniez doszto do znamiennej redukcji poziomu mRNA p68, tj. o
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49,1%, wzgledem grupy T (p<0,01). Dla mRNA Arip4 u szczuréw TE poziom tego trankryptu ulegt
nieznamiennemu obnizeniu o 10%, a w grupie TS byl nizszy, cho¢ nieistotnie statysytycznie o
22,9%, w odniesieniu do szczurow T.

U zwierzat TF nastapilo obnizenie poziomu mRNA p68 o 58,6%, wzgledem szczurow T
(p=0,002). Natomiast dla tej samej grupy zwierzat poziom mRNA czynnika Arip4 ulegl redukcji o
51,3%, w poréwnaniu do szczurow T (p=0,011). Obecno$¢ wyciagu z E. angustifolium u szczuréw
w grupie TE spowodowata obnizenie ilosci trankryptu p68 w stopniu o 17,7% mniejszym anizeli
obserwowane u zwierzat TS 1 0 27,2% stabiej niz w grupie TF. Dla czynnika Arip4 szczury TE
wykazywaty 12,9% stabsze dziatanie niz TS 1 41,3% niz zwierzeta w grupie TF.

U zwierzat TFE nastgpito statystycznie nieznamienne obnizenie ilosci transkryptéw p68 o
11,4%, wzgledem szczurow T. Natomiast u szczuréw TFS nastapilo rdwniez obnizenie, aczkolwiek
istotne statystycznie, ilosci transkryptow p68 o 67,6% (p=0,002). Obecnos¢ finasterydu u szczurow
TFE spowodowala obnizenie ilo$ci transkryptow p68 w stopniu o 20% mniejszym niz u zwierzat
TE, cho¢ réznica ta nie byla znamienna. Z kolei obecno$¢ finasterydu w grupie TFS spowodowata
obnizenie procesu transkrypcji mRNA czynnika p68 w stopniu o 18,5% wigkszym niz u zwierzat
TS, cho¢ 1 w tym przypadku rdéznica otrzymanych $rednuch wartosci nie osiagneta znamiennosci
statystycznej.

Analizujac otrzymane dane dla zwierzat TFE zauwazono, ze nastgpito obnizenie poziomu
mRNA czynnika Arip4 o 45,6%, wzgledem szczurow T, a w grupie TFS obnizenie ilo$ci
transkryptow siegalo wartosci 18,8%, cho¢ w obu przypadkach otrzymane roznice nie byly
znamienne. Obecno$¢ finasterydu w grupie TFE spowodowata obnizenie poziomu mRNA w
stopniu o 35,6% bardziej znaczacym niz u zwierzat TE (p<0,05). Z kolei obecno$¢ finasterydu u
szczurow TFS w nieznacznym nieistotnym statystycznie stopniu spowodowata zmiane transkrypcji
badanego mRNA, w poréwnaniu do zwierzat TS - nastgpita redukcja poziomu mRNA w stopniu o

4,1% mniejszym niz u szczuro6w TS.
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Tab. 34. Zestawienie zmian transkrypcji wybranych mRNA genomowego szlaku dziatania androgenéw w
ptacie brzusznym szczurzych prostat.

Grupa p68 : 1’.68 P Arip4 | Arip4 P
[%] | Srednia=SEM [%] | Srednia:SEM
K1 100% 1,1+0,4 100% 1,1£0,3
K2 100% 1,1+0,4 100% 1,0£0,3
E/K2 1138 2,7+0,9 0,139 1530 6,4+1,0 0,001
S/K2 1132 2,6+0,8 0,111 | 81 0,19+0,01 0,037
T/K2 11378 16,8+1,9 <0,001 | 135410 362+140 0,017
TE/K2 1914 11,6+1,9 <0,001 | 131857 326+47 <0,001
TS/K2 1653 8,6+1,6 0,001 | 127290 279432 <0,001
TF/K1 1518 6,9+1,5 0,002 | 116228 176+55 0,011
TFE/K2 | 112010 14,9+1,2 0,001 | 119211 197416 <0,001
TFS/K2 | 1379 5,4£1,0 0,002 | 128723 294+112 0,041
Porownanie w stosunku do grupy indukowanej testosteronem
E/T 1 83,9% 198,2%
S/T 1 84,3% 199,9%
TE/T 131,4% 110,0%
TS/T 149,1% 122,9%
TF/T 1 58,6% 151,3%
TFE/T 1 11,4% 1 45,6%
TFS/T 1 67,6% 1 18,8%

K1, K2 — kontrolne grupy zwierzat (poziom mRNA = 100%): K1 — grupa kontrolna dla zwierzat TF, K2 —
grupa kontrolna dla pozostatych grup; E — zwierzeta otrzymujgce wycigg z Epilobium angustifolium; S —
zwierzeta otrzymujgce wyciag z Serenoa repens; T — zwierzeta otrzymujgce testosteron; TE — zwierzeta
indukowane testosteronem otrzymujgce ekstrakt z E. angustifolium; TS - zwierzeta indukowane
testosteronem otrzymujgce ekstrakt z S. repens; TF — zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujgce
finasteryd; TFE - zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujgce ekstrakt z E. angustifolium i oraz
finasteryd; TFS - zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujgce ekstrakt z S. repens oraz finasteryd.
Wartos$ci p < 0,05 przyjeto jako statystyczie znamienne (pogrubione warto$ci).

“1” — podwyzszenie poziomu badanego mRNA; “|” - obnizenie poziomu badanego mRNA.

4.3.3.1.2. Zmiany poziomu transkrypcji mRNA RafA, Mapkl, Mapk3 — przedstawicieli
niegenomowego szlaku dzialania androgenow

Analiza profilu transkrypcji mRNA czynnikow RafA, Mapkl, Mapk3 w brzusznym ptacie
szczurzych prostat wskazuje na nastgpujace zmiany ich poziomu w poszczegdlnych grupach [Tab.
35]. W grupie E nastapito znamienne statystycznie podwyzszenie poziomu mRNA czynnika RafA o
114,6% (p<0,05, natomiast poziom mRNA kinaz Mapk1 i Mapk3 ulegl znacznemu podwyzszeniu,
kolejno o: 540% (p=0,009) 1 464% (p=0,017), w stosunku do szczurow kontrolnych (grupa K2).

U szczurow S nastgpita indukcja transkrypcji mRNA czynnika RafA oraz kinaz Mapkl i Mapk3
kolejno o 153% (p=0,016), 574% (p=0,001) 1 631% (p=0,001), wzgledem grupy K2. Indukcja
transkrypcji mRNA RafA w grupie E byla o 38,5% nizsza anizeli obserwowana w grupie S. W
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grupie E indukcja transkrypcji mRNA Mapk1 1 Mapk3 byta kolejno o 34% 1 166% mniej znaczaca
w poréwnaniu do szczurow S. We wszystkich przypadkach otrzymane réznice migdzy szczurami S
1 E nie osiaggnely znamiennosci statystyczne;.

U szczurow T stwierdzono znaczace podwyzszenie poziomu mRNA czynnikow RafA,
Mapkl 1 Mapk3, kolejno o 403% (p<0,001), 1404% (p=0,007) 1 1851% (p<0,001), wzgledem
kontrolnych szczurow K2.

U pozostatych szczurow indukowanych hormonalnie, tj. w grupach TE, TS, TF, TFE, TFS
nastgpitlo znaczne znamienne podwyzszenie poziomu badanych transkryptow (w szczegolnosci
Mapkl1 1 Mapk3) [Tab. 35].

Przyjmujac jako grupg¢ odniesienia szczury T rozktad zmian iloéci transkryptow RafA,
Mapkl i Mapk3 w poszczegélnych grupach zwierzat przedstawiat si¢ w nastepujacy sposob. U
szczurow TE nastgpito nieznamienne obnizenie poziomu mRNA czynnika RafA o 13,1%, w
stosunku do szczuréw T. Podobnie, w grupie TS doszio do nieistotnego statystycznie obnizenia
ilosci badanego transkryptu o 8,9%, wzgledem szczuréw T. U szczuréw TE doszto do 4,2%
silniejszej indukcji transkrypcji RafA niz w przypadku zwierzat TS, ale roznica ta nie byta
Znamienna.

Odmienny profil transkrypcji w obu grupach zwierzat wystapil w przypadku genow
kodujacych kinazy Mapk1 i Mapk3. U szczuréw TE nastgpito podwyzszenie, cho¢ nieznamienne.
ilosci transkryptow Mapkl o 51,6%, wzgledem szczuréw T. Poziom mRNA Mapkl w grupie TS
réwniez ulegt nieznamiennemu podwyzszeniu o 43,6%. Obecnos$¢ ekstraktu z E. angustifolium u
szczurow TE spowodowata indukcje mRNA Mapkl o 8% wyzsza niz obserwowana w grupie
zwierzat TS, cho¢ roznice te byty nieznamienne. U szczurow TE 1 TS nastgpito nieznamienne
podwyzszenie ilosci transkryptow Mapk3, kolejno o 20% 1 29,6%, w odniesieniu do szczurow T.
Obecnos¢ ekstraktu z E. angustifolium (grupa TE) spowodowala indukcj¢ mRNA Mapk3 o 9,6%
nizsza niz obserwowana w grupie TS.

U zwierzat TF poziom mRNA czynnika RafA praktycznie nie ulegl zmianie — nastapito
bardzo nieznaczne nieistotne statystycznie obnizenie ilosci transkryptow (o 0,6%), wzgledem
szczuréw T. Poziom mRNA kinazy Mapkl w tej grupie zwierzat ulegt z kolei znacznemu
podwyzszeniu - o 120%, w sposdb znamienny statystycznie (p<0,05). Natomiast zawarto$¢
transkryptow Mapk3 ulegla nieznamiennemu obnizeniu o 9,7%. W odniesieniu do szczurow T, u
zwierzat TE nastgpita o 12,5% silniejsza inhibicja transkrypcji RafA mRNA niz w przypadku
zwierzat TF, cho¢ nie byly to réznice znamienne. W poréwnaniu do szczuréw TF, u zwierzat TE
wystgpita o 68,4% mniejsza indukcja transkrypcji mRNA kinazy Mapkl. W przypadku
transkryptow Mapk3 réznica w profilu transkrypcji miedzy ww. grupami zwierzat wyniosta 57%.

W obu tych ostatnich porownaniach réznice nie znamiennosci statystycznej.
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Analizujgc wyniki lacznego podawania esktraktow z finasterydem u zwierzat otrzymujacych
testosteron zauwazono, ze u szczurow TFE nastgpito znamienne podwyzszenie ilosci transkryptow
RafA o 70,1%, wzgledem szczurow T (p<0,001). Natomiast u szczurow TFS nastgpito nieistotne
statystycznie obnizenie ilo$ci tego transkryptu o 22,1%. Obecnos¢ finasterydu u szczurow TFE
spowodowata podwyzszenie ilo$ci transkryptow RafA o 92,2% bardziej znaczaco 1 znamiennie niz
u zwierzat TFS (p<0,05). Obecnos¢ finasterydu u szczurow TFE spowodowata istotne
podwyzszenie ilosci transkryptéw RafA o 57% bardziej znaczaco niz w grupie TE (p<0,05).

U szczurow TFE nastgpilo istotne podwyzszenie ilosci transkryptow Mapkl i Mapk3,
kolejno znamienne o 94,1% (p=0,005) i nieznamienne o 71,3% (p=0,212), wzgledem szczurow T.
U indukowanych szczuréw TFS rowniez nastapilo nieznamienne obnizenie poziomu mRNA Mapk1
i podwyzszenie Mapk3, kolejno o 32,8% 1 12,7%. Obecnos¢ finasterydu u szczuréw TFE
spowodowata podwyzszenie ilo$ci transkryptéw Mapkl o 127% bardziej znaczaco 1 znamiennie niz
u zwierzagt TFS. Obecnos$¢ finasterydu u szczurow TFE spowodowala podwyzszenie ilo$ci
transkryptow Mapk3 o 58,3% w wigkszym stopniu niz u zwierzat TFS, ale otrzymana r6znica nie
byla znamienna. Ponadto, u szczurow TFE nastgpita indukcja transkrypcji mRNA Mapk1 w stopniu
o 37,5% silniejszym niz obserwowana w grupie TE. Indukcja transkrypcji mRNA Mapk3 u
szczuréw TFE wystapila na poziomie o 51,3% wyzszym anizeli obserwowana w grupie TE. W obu
przypadkach jednak réznice nie osiggnety znamiennoS$ci statystycznej. U szczurow TFS poziom
mRNA Mapkl ulegl obnizeniu o 53% anizeli obserwowany w grupie TS (p<0,05). W grupie TFS
indukcja transkrypcji mRNA Mapk3 byta w stopniu o 13% nizszym niz u szczurdw TS 1 nie roznita

si¢ Zznamiennie.
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Tab. 35. Zestawienie zmian transkrypcji wybranych mRNA szlaku niegenomowego dziatania androgenéw w
tacie brzusznym prostat u szczuréow

RafA Sredniat Mapkl Srednia+ Mapk3 Srednia+
Grupa P P P
mRNA SEM mRNA SEM mRNA SEM
K1 100% 0,90+0,10 100% 1+0,15 100% 0,724+0,12
K2 100% 1,03+0,32 100% 0,72+40,06 100% 0,50+0,12

E/K2 1114% | 2,20+0,50 0,076 1 540% 4,61£1,30 0,009 1466% | 2,83+0,90 | 0.017

S/IK2 | 1152% | 2,60£046 | 0,016 | 1574% | 4,85:1,10 | 0,001 | 1634% | 3,67+0,78 | 0,001

T/K2 | 1403% | 5,18£0,74 | <0,001 | 1 1404% | 10,83+3,02 | 0,007 | 1 1858% | 9,79+2.28 | 0,001

TE/K2 | 1337% | 4,50+0,47 | <0,001 12176% | 16,39+£3,51 | <0,001 | 12252% | 11,76+1,53 | <0,001

TS/K2 | 1358% | 4,72+0,77 0,001 12062% | 15,57£2,93 | <0,001 | 12440% | 12,7+1,76 | <0,001

TF/K1 | 1472% | 5,15£0,56 | <0,001 12285% | 23,85+4,94 | <0,001 | 1 1128% | 8,84+1,04 | <0,001

TFE/
1755% | 8,81+0,42 | <0,001 12822% | 21,04£1,92 | 0,005 | 13256% | 16,78+4,86 | <0,001

K2

TFS/

- 1302% | 4,14+0,44 | <0,001 1912% 7,29+2,18 | 0,008 | 12108% | 11,04+1,37 | <0,001

Por6ownanie w stosunku do grupy indukowanej testosteronem

E/T 157,5% 157,4% 1 71,1%

S/T 1 49,8% 1552% 162,5%
TE/T 113,1% 151,3% 120,1%
TS/T 1 9,0% 143,8% 129,7%
TF/T 1 0,6% 1120% 19,7%
TFE/T 170,0% 194,3% 1 71,4%
TFS/T 120,1% 132,7% 112,8%

K1, K2 — kontrolne grupy zwierzat (poziom mRNA = 100%): K1 — grupa kontrolna dla zwierzat TF, K2 —
grupa kontrolna dla pozostatych grup;; E — zwierzeta otrzymujgce wycigg z Epilobium angustifolium; S —
zwierzeta otrzymujgce wycigg z Serenoa repens; T — zwierzeta otrzymujgce testosteron; TE — zwierzeta
indukowane testosteronem otrzymujgce ekstrakt z E. angustifolium; TS - 2zwierzeta indukowane
testosteronem otrzymujgce ekstrakt z S. repens; TF — zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujgce
finasteryd; TFE - zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujgce ekstrakt z E. angustifolium i oraz
finasteryd; TFS - zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujgce ekstrakt z S. repens oraz finasteryd.
Wartosci p < 0,05 przyjeto jako statystyczie znamienne (pogrubione wartosci).

“1” — podwyzszenie poziomu badanego mRNA; “|” - obnizenie poziomu badanego mRNA.

4.3.3.2. Zmiany poziomu transkryptow genomowego i niegenomowego szlaku sygnalizacji
androgenow w placie grzbietowym szczurzych prostat

4.3.3.2.1. Zmiany poziomu transkrypcji mRNA p68 i Arip4 — przedstawicieli genomowego
szlaku dzialania androgenow

Oceniajgc zmiany transkrypcji mRNA w grzbietowym ptacie prostat u zwierzat E nastapito
nieznamienne statystycznie podwyzszenie poziomu mRNA czynnika p68 o 189% (p=0,118), z kolei
poziom mMRNA czynnika Arip4 ulegt podwyzszeniu w sposob statystycznie istotny o 67%

(p=0,001), w stosunku do szczuréw K2 [Tab. 36]. U szczurdw grupy S nastgpila nieznamienna
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indukcja transkrypcji mRNA czynnika p68 o 220% (p=0,090). Ilos$¢ transkryptow Arip4 w tej
grupie ulegla nieznamiennemu obnizeniu o 42% (p=0,308), wzgledem szczurow kontrolnych K2.
Indukcja transkrypcji mRNA p68 w grupie E byta o0 39% nizsza, anizeli obserwowana u szczuréw
S. Réznica w poziomie transkryptow Arip4 pomigdzy grupami szczurdéw E 1 S wyniosta 109%.

U szczurow T stwierdzono znaczne podwyzszenie poziomu mRNA p68, tj. o 2692%
(p<0,001), wzgledem szczurow K2. Ilo$¢ transkryptow Arip4 roéwniez ulegla znacznemu
znamiennemu podwyzszeniu, tj. o 1399% (p=0,017). U pozostatych szczuréw, tj. TE, TS, TF oraz
TFE 1 TFS nastgpitlo znaczne podwyzszenie poziomu badanych transkryptow (w szczegdlnosci
p68), wzgledem szczurow K2. Przyjmujac jako grupe¢ odniesienia szczury T rozktad zmian poziomu
transkryptow p68 i Arip4 w poszczegdlnych grupach zwierzat przedstawial si¢ w nastepujacy
sposob. U szczuréw E i S ilos¢ transkryptow p68 byta na znacznie nizszym poziomie, tj. nizszym
kolejno o 89,9% (p<0,001) 1 88,5% (p<0,001). Podobnie, ilos¢ transkryptow Arip4 w obu grupach
byla nizsza kolejno o 88,9% (p<0,05) 1 96,1% (p<0,05). U szczuréw TE nastgpito nieznamienne
obnizenie poziomu mRNA p68 o 10,6% i tak samo w grupie TS poziom mRNA czynnika p68
praktycznie nie ulegl zmianie — nastgpito nieistotne statystycznie obnizenie poziomu mRNA o
2,3%, wzgledem T. Dla czynnika Arip4 u szczuréw TE 1 TS poziom mRNA ulegl nieznamiennie
obnizeniu kolejno o 36,7% 1 40,7%, w odniesieniu do szczurow T. W grupie zwierzat TE nastgpita
inhibicja transkrypcji mRNA p68 w stopniu o 8,3% wigkszym niz w przypadku TS, cho¢ réznica
nie byta znammienie stsatystycznie. Z kolei u szczur6w TE obnizenie poziomu mRNA Arip4 byto o
4% mniejsze niz w przypadku szczurow TS, a roznice byly rowniez nieistotne.

U zwierzat TF nastgpito istotne obnizenie poziomu mRNA czynnika p68 o 80% (p=0,001),
a poziom mRNA czynnika Arip4 ulegt podobnemu obnizeniu, tj. o0 88% w poroéwnaniu do grupy T
(p<0,05). Obecnos¢ wyciagu z E. angustifolium u szczurow TE spowodowata obnizenie poziomu
mRNA czynnika p68 w stopniu o0 69,3% mniejszym anizeli obserwowane u szczurow TF. Rowniez
u zwierzat TS doszto do mniej znaczacego obnizenia poziomu transkryptéw p68 w stosunku do
grupy TF. Réznica w tym przypadku pomiedzy obiema grupami wyniosta 77,6%. U szczurow TE
doszto do 51,7% mniej znaczacej redukcji poziomu mRNA Arip4 w poréwnaniu do zwierzat TF.
Roéznica w poziomie mRNA Arip4 pomigdzy grupami TS i TF byta zblizona do wartosci
wspomnianej powyze;j.

U szczuréw TFE 1 TFS nastgpito znamienne obnizenie ilo$ci transkryptow p68, kolejno o
49% (p<0,05) 1 + 55% (p<0,05), wzgledem szczuréw T. Obecno$¢ finasterydu u szczuréw TFE
spowodowata obnizenie ilo$ci transkryptow p68 w stopniu o 38,9% bardziej znaczacym niz u
zwierzat TE. Z kolei obecnos$¢ finasterydu u szczurow TFS spowodowala inhibicje transkrypcji

mRNA czynnika p68 w stopniu o0 52,9% wigkszym niz u zwierzat TS.
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U szczuréw TFE 1 TFS nastgpito nieznamienne obnizenie poziomu mRNA czynnika Arip4,
kolejno o 62,4% 1 46%, wzgledem szczuréw T. Obecno$¢ finasterydu u szczurow TFE
spowodowata obnizenie ilo$ci transkryptow Arip4 w stopniu o 25,7% wigkszym niz u zwierzat TE.
Z kolei obecnos¢ finasteryd u szczurow TFS w nieznacznym stopniu spowodowata zmiang

transkrypcji badanego mRNA w poréwnaniu do zwierzat TS - redukcja poziomu mRNA wyniosta

5,3%.

Tab. 36. Zestawienie zmian transkrypcji wybranych mRNA genomowego szlaku dziatania androgendéw w
ptacie grzbietowym szczurzych prostat

68 Arip4 Arip4
Grupa f‘gosl Sl‘edlll’ia:bSEM F [o/f] SredniapiSEM P
K1 100 0,9+0,2 100% 2,6+0,6
K2 100 1,1+0,1 100% 5,1+1,6
E/K2 1181 3,1£1,1 0,118 167 8,5+4,1 0,001
S/K2 1220 3,5+1,2 0,09 142 2,9+1,3 0,308

T/K2 12692 30,7+6,1 <0,001 | 11399 76,7+26.,4 0,017

TE/K2 | 12397 27,5+6,9 0,002 | 1849 48,6+14,2 0,009

TS/K2 | 12627 30,0+10,1 0,009 | 1879 45,5+12,3 0,003

TF/K1 1584 6,2+1,3 0,001 | 1244 8,9+4.,4 0,408

TFE/K2 | 11310 15,542,9 <0,001 | 1464 28,9+4.7 <0,001

TFS/K2 | 11152 13,842,8 | <0,001 | 1718 | 418+I1,1 | <0,001

Porownanie w stosunku do grupy indukowanej testosteronem

E/T 189,9% 1 88,9%

S/IT 1 88,5% 196,1%
TE/T 110,6% 136,7%
TS/T 12,3% 140,7%
TF/T 179,9% 1 88,4%
TFE/T 149,5% 1 62,4%
TFS/T 155.2% 146,0%

K1, K2 — kontrolne grupy zwierzat (poziom mRNA = 100%): K1 — grupa kontrolna dla zwierzat TF, K2 —
grupa kontrolna dla pozostatych grup;; E — zwierzeta otrzymujgce wycigg z Epilobium angustifolium; S —
zwierzeta otrzymujgce wyciag z Serenoa repens; T — zwierzeta otrzymujgce testosteron; TE — zwierzeta
indukowane testosteronem otrzymujgce ekstrakt z E. angustifolium; TS - 2zwierzeta indukowane
testosteronem otrzymujgce ekstrakt z S. repens; TF — zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujagce
finasteryd; TFE - zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujgce ekstrakt z E. angustifolium i oraz
finasteryd; TFS - zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujgce ekstrakt z S. repens oraz finasteryd.
Wartosci p < 0,05 przyjeto jako statystyczie znamienne (pogrubione wartosci)

“1” — podwyzszenie poziomu badanego mRNA; “|” - obnizenie poziomu badanego mRNA.
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4.3.3.2.2. Zmiany poziomu transkrypcji mRNA RafA, Mapkl, Mapk3 - przedstawicieli
niegenomowego szlaku dzialania androgenéw

Analizujagc zmiany poziomu transkrypcji mRNA RafA, Mapkl, Mapk3 jako przedstawicieli
niegenomowego szlaku dziatania androgendéw zauwazono, ze u zwierzat E nastgpito znamienne
podwyzszenie poziomu mRNA czynnika RafA o 117% w odniesieniu do szczurow kontrolnych K2
(p=0,001) [Tab. 37]. Poziom mRNA kinaz Mapk3 ulegt nieznacznemu podwyzszeniu, tj. o 6%
(p=0,912). Nastgpita ponadto nieznamienna statystycznie inhibicja transkrypcji mRNA kinazy
Mapk! o 28% (p=0,451).

U szczurdow S nastgpita indukcja transkrypcji mRNA czynnika RafA o 154%, w odniesieniu
do grupy K2 (p=0,001). Z kolei ilo$¢ transkryptéw Mapkl 1 Mapk3 w tej grupie ulegta
podwyzszeniu, kolejno o 30% (nieznamiennie - p=0,333) i istotnie o 188% (p=0,001). Indukcja
transkrypcji mRNA RafA u szczuréow E byta o 36% nizsza niz u szczurow S, cho¢ roznica nie byta
znamienna. Z kolei dla transkrypcji mRNA Mapk3 w grupie E E stwierdzono mniej znaczacg tj. o
182% 1 stabo istotng statystycznie (p<0,1), indukcje transkrypcji, wzgledem zwierzat S. Roznica w
poziomie mRNA Mapk1 mig¢dzy grupami E i S rowiez byta znmienna (p<0,05) i wyniosta 57%.

U szczurow T stwierdzono znaczace znamienne podwyzszenie poziomu mRNA czynnikow
RafA, Mapkl 1 Mapk3, kolejno o 1133% (p<0,001), 1745% (p<0,001) 1 6001% (p<0,001),
wzgledem szczurow K2.

U pozostalych zwierzat otrzymujacych testosteron w kombinacji z wyciggami i/ lub z finasterydem
tj. TE, TF, TS, TFE i1 TFS nastgpilo znaczne podwyzszenie poziomu badanych transkryptow (w
szczegllnosci Mapkl 1 Mapk3), w odniesieniu do odpowiednich szczuréw kontrolnych [Tab. 36.].

Przyjmujac jako grup¢ odniesienia szczury T rozktad zmian ilosci transkryptow RafA,
Mapkl 1 Mapk3 w poszczegolnych grupach zwierzat przedstawial si¢ w nastepujacy sposob. U
szczurow TE nastgpito niewielkie nieznamienne obnizenie poziomu mRNA czynnika RafA o 5%, w
odniesieniu do szczuréw T. Dla zwierzat TS doszto réwniez do nieznamiennego, nieznacznego
podwyzszenie ilo$ci badanego transkryptu, tj. o 6,6%, wzgledem szczurow T. Reasumujac
zwierz¢ta TE roznity si¢ wobec TS o 12% 1,6% nieznamiennie poziomem transkrypcji mRNA
RafA.

Nieco silniejsza inhibicja transkrypcji w obu grupach zwierzat wystapita w przypadku
gendéw kodujacych kinazy Mapkl i Mapk3. U szczurow TE i1 TS nastgpito nieznamienne obnizenie
ilosci transkryptow Mapkl1, kolejno o 18,6% 1 36%. Stad obecnos¢ ekstraktu z E. angustifolium w
grupie TE spowodowata inhibicje transkrypcji mRNA Mapkl w stopniu o 17,4% stabszym niz u
szczuréw TS. U szczuréw TE nastgpito istotne obnizenie ilosci transkryptoéw Mapk3 o 46% w
odniesieniu do szczurow T (p<0,001). Zawartos¢ ww. transkryptow w grupie TS praktycznie nie

uleglta zmianie — nastgpito nieznamienne obnizenie poziomu mRNA Mapk3 o 0,5% A wiec
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obecnos¢ ekstraktu z E. angustifolium u szczurow TE spowodowala zahamowanie transkrypcji
mRNA Mapk3 w stopniu o 45,5% bardziej znaczacym w poréwnaniu do zwierzat TS (p<0,001).
Analizujac dziatanie finasterydu u szczuréw otrzymujacych testosteron zauwazono, ze nastgpito
obnizenie poziomu mRNA czynnika RafA o 52,3%, wzgledem grupy T (p<0,05). Poziom mRNA
kinazy Mapkl w tej grupie zwierzat ulegt znamiennie obnizeniu o 59,3% (p<0,05). Rowniez
zawarto$¢ transkryptow Mapk3 ulegla obnizeniu, tj. o 62,3%, w sposob istotny statystycznie
(p<0,05).

W odniesieniu do szczurow T, u zwierzat TE nastapita o 47,3% mniej znaczaca, ale istotna
inhibicja transkrypcji RafA mRNA niz w przypadku szczurow TF (p<0,05). Podobnie, w
poréwnaniu do szczuréw TF, u szczuréw TE wystgpita o 40,7% mniej znaczaca i nieznamienna
indukcja transkrypcji mRNA kinazy Mapk1. Natomiast w przypadku transkryptow Mapk3 réznica
w profilu transkrypcji miedzy ww. grupami zwierzat byta nieznamiennie najmniejsza i wyniosta
16,3%.

U zwierzat TFE nastgpito znamienne obnizenie ilosci transkryptow RafA o 49,3%,
wzgledem szczurow T (p<0,05). Podobnie u szczurow TFS nastgpilo obnizenie ilo$ci transkryptow
0 43.,4%, takze w sposdb znamienny statystycznie ((p<0,05). Obecnos$¢ finasterydu u szczuréw TFE
spowodowata zmniejszenie ilosci transkryptow RafA o 5,3% bardziej niz u zwierzat TFS, cho¢
otrzymana roznica nie byla znamienna statystycznie. Wzgledem szczuré6w TE nastapito obnizenie
poziomu mRNA czynnika RafA w stopniu o 44,3% mniej znaczagcym niz u zwierzat TFE a réznica
byla znamienna statystycznie (p<0,05).

U szczurow TFE nastgpito znamienne obnizenie poziomu transkryptow Mapkl i Mapk3,
kolejno o 56,5% (p<0,05) 1 86,8% (p<0,05), wzgledem szczurow T. U zwierzat TFS réwniez
nastgpito obnizenie poziomu mRNA Mapkl 1 Mapk3, kolejno o 70,8% (p<0,05) 1 95,4%
(nieznamiennie- p=0,193). Obecno$¢ finasterydu u szczuréw TFE spowodowala obnizenie ilo$ci
transkryptow Mapkl o 14,3% (r6znica nieznamienna) mniej, a dla ilosci transkryptow Mapk3 o
47,9% mniej znaczaco niz u zwierzat TFS (réznica znamienna - p<0,001).

U szczuréow TFE nastgpita redukcja poziomu mRNA Mapkl w stopniu o 37,9% bardziej
znaczacym niz u zwierzat TE, chociaz otrzymana rdznica nie byla znamienna statystycznie. Z kolei
réznica wyptywu sumarycznego dzialania finasterydu 1 wyciagu z E. angustifolium na poziom
mRNA Mapk3 byta bardzo niewielka (1,5%) w poréwnaniu do grupy TE.

W grupie TS poziom mRNA Mapk! ulegt redukeji w stopniu o 34,8% mniej znaczagcym niz
u zwierzat TFS, ale otrzymana rdznica nie byla znamienna statystycznie. Z kolei redukcja ilo$ci
transkryptow Mapk3 u szczurow TS byta w stopniu 0 94,9% mniej znaczacym niz u szczurow TFS,

a otrzymana roznica dzialania byla istotna statystycznie (p<0,001).
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Tab. 37. Zestawienie zmian transkrypcji wybranych mRNA szlaku niegenomowego dziatania androgenow w

ptacie grzbietowym prostat u szczurow.

RafA Mapkl Mapk3
Grupa Raf4 Sredniat P Mapk! Sredniax P Mapks Srednia+ P
[e] [%e] [l
SEM SEM SEM
K1 100 1,3+0,2 100 0,8+0,1 100 1,4+0,5
K2 100 0,6+0,1 100 1,0+0,3 100 0,8+0,4
E/K2 1117 1,3+0,1 0,001 128 0,7+0,2 0,451 16 0,9+0,8 0,912
S/K2 1153 1,5+0,2 0,001 130 1,340,2 0,333 1188 2,4+0,1 0,001
T/K2 11133 7,4+1,5 <0,001 11745 18,1£3,6 | <0,001 | 16001 51,246,9 | <0,001
TE/K2 11072 7,0£1,5 <0,001 11401 14,7+4,2 0,006 13200 27,7+£2,8 | <0,001
TS/K2 11215 7,9+1,7 <0,001 11082 11,6+4,2 0,007 15969 51,0£2,7 0,001
TF/K1 1176 3,5+0,6 0,001 1832 7,4+1,8 0,003 11282 19,3£12,5 | 0,062
TFE/K
) 1525 3,7+0,5 <0,001 1703 7,94£2,1 0,006 13105 26,9+£5,0 | <0,001
TFZS/K 1598 4,2+1,6 <0,001 1439 5,3+2,7 0,113 1271 2,4+0,4 0,014
Por6ownanie w stosunku do grupy indukowanej testosteronem (kentrelnej)
E/T 1 82,4% 196,1% 198,3%
S/T 179,5% 193,0% 195,3%
TE/T 15,0% 1 18,6% 1 46,0%
TS/T 16,6% 136,0% 10,50%
TF/T 152,3% 159,3% 162,2%
TFE/T 149,3% 159,5% 147,5%
TFS/T 1 43,4% 170,8% 195,4%

K1, K2 — kontrolne grupy zwierzat (poziom mRNA = 100%): K1 — grupa kontrolna dla zwierzat TF, K2 —
grupa kontrolna dla pozostatych grup;; E — zwierzeta otrzymujgce wycigg z Epilobium angustifolium; S —
zwierzeta otrzymujgce wyciag z Serenoa repens; T — zwierzeta otrzymujgce testosteron; TE — zwierzeta
indukowane testosteronem otrzymujgce ekstrakt z E. angustifolium; TS -
testosteronem otrzymujgce ekstrakt z S. repens; TF — zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujace
finasteryd; TFE - zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujgce ekstrakt z E. angustifolium i oraz
finasteryd; TFS - zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujace ekstrakt z S. repens oraz finasteryd.

Wartosci p < 0,05 przyjeto jako statystyczie znamienne (pogrubione wartosci)

zwierzeta

“1” — podwyzszenie poziomu badanego mRNA; “|” - obnizenie poziomu badanego mRNA.

indukowane
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4.4. Analiza zmian hormonalnych w surowicy zwierzat

4.4.1. Zmiany poziomu wolnego testosteronu pod wplywem badanych wyciagéw roslinnych i
finasterydu

Analizujac wyniki wplywu stosowanych wyciagéw roslinnych i finasterydu na zmiany
poziomu wolnego testosteronu stwierdzono, ze stezenia tego hormonu w surowicy zwierzat
kontrolnych (grupy K1, K2) wynosity odpowiednio 0,18 ng/ml i 0,62 ng/ml i stanowity punkt
odniesienia dla pozostalych grup zwierzat [Tab. 38]. W celu dokonania oceny stopnia zmian stezen
w grupach zwierzat indukowanych hormonalnie st¢zeniom wyj$ciowym zmierzonym u szczuréw
kontrolnych przypisano wartosci 100% [Tab. 38]. U szczuréw T st¢zenie hormonu wynosito 17,9
ng/ml, co stanowito 2800% wzrost w stosunku do zwierzat kontrolnych K2 (p<0,001). Najwyzsze
stezenie wolnego testosteronu, wynoszace 48,4 ng/ml, stwierdzono w grupie zwierzat TE i
stanowito ono 7722% wzrost w stosunku do kontroli K2 (p<0,001). Stg¢zenie hormonu w tej grupie
byto 0 4922% wyzsze niz obserwowane u zwierzat T.

U zwierzat TS albo TF stezenia testosteronu wynosity odpowiednio 15,8 ng/ml (p<0,001) oraz 16,6
ng/ml (p<0,001). W grupach tych nastapito podwyzszenie poziomu homornu odpowiednio o 2455%
1 2586,5%, w odniesieniu do odpowiednich zwierzat kontrolnych. W poréwnaniu do szczuréw K2,
u zwierzat TS podwyzszenie poziomu wolnego testosteronu bylo o 5267% nizsze niz u zwierzat TE.
Z kolei w grupie TF wzrost st¢zenia byt o 5136% mniej znaczacy niz obserwowany u szczuroOw TE.
Przyjmujac jako grup¢ odniesienia szczury T zaobserwowano nastepujace zaleznosci. U szczurdw
TE nastapit wzrost stezenia o 170% (p<0,001). U zwierzat TS albo TF kolejno o 11,9% i1 7,35%
wzgledem grupy T. U szczurow TE zauwazono podwyzszenie poziomu testosteronu o 182%
bardziej znaczaco niz obserwowana zmiana jaka wystapita w grupie zwierzat TS. Obecnos¢
ekstraktu z S. repens spowodowata niewielkie obnizenie stezenia hormonu w sposéb o 4,54%, w

porownaniu do zwierzat TF.
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Tab. 38. Zmiany poziomu wolnego testosteronu w surowicy u szczuréw pod wptywem badanych wyciggéw
roslinnych oraz finasterydu.

Stezenia wolnego testosteronu Procentowa [%] zawarto§¢ wolnego testosteronu
Grupy: (Srednia £ SEM) [ng/ml] odpowiadajaca stezeniom
K1 0,18+0,02 100
K2 0,62+0,09 100
T 17,94+0,05 2900
TE 48,40+3,76 7822
TS 15,81+0,89 2555
TF 16,62+0,89 2686
Porownanie grup badanych w stosunku do grup kontrolnych
Stosunek grup Zmiany stezenia wolnego testosteronu wyrazone w wartosciach procentowych
T/K2 12800
TE/K2 17722
TS/K2 12455
TF/K1 12586
Poréwnanie grup badanych w stosunku do grupy indukowanej testosteronem
Stosunek grup Zmiany stezenia wolnego testosteronu wyrazone w wartosciach procentowych
TE/T 1170
TS/T 1 11,9
TF/T 174

n=10 sczuréw w kazdej grupie

K1, K2 — kontrolne grupy zwierzat: K1 — grupa kontrolna dla zwierzat TF, K2 — grupa kontrolna dla
pozostatych grup;; T — zwierzeta otrzymujgce testosteron (s.c.); TE — zwierzeta indukowane testosteronem
otrzymujgce ekstrakt z Epilobium angustifolium; TS - zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujgce
ekstrakt z Serenoa repens; TF — zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujgce finasteryd.

“1” — podwyzszenie poziomu badanego hormonu; “|” - obnizenie poziomu badanego hormonu.

4.4.2. Zmiany poziomu wolnego dihydrotestosteronu pod wplywem badanych wyciggéow
roslinnych i finasterydu

Oceniajac zmiany poziomu wolnego dihydrotestosteronu (DHT) pod wptywem badanych
wyciggow roslinnych i1 finasterydu zauwazono, ze w zastosowanym uktadzie do$wiadczalnym
stezenia tego hormonu w surowicy zwierzat kontrolnych (grupy K1, K2) wynosity odpowiednio
0,072 ng/ml (72 pg/ml) i1 0,30 ng/ml (300 pg/ml) i stanowity punkt odniesienia dla pozostatych grup
zwierzat [Tab. 39]. U szczuréw T stezenie DHT wynosito 7,84 ng/ml, co stanowito 2513% wzrost
w stosunku do K2 (p<0,001). Najwyzsze stezenie DHT, wynoszace 42,3 ng/ml, stwierdzono w
grupie TE 1 stanowito ono 13993%, tj. w przyblizeniu blisko 140 - krotny wzrost w stosunku do K2
(p<0.05) Jednoczesnie st¢zenie analizowanego hormonu w tej grupie bylo o 11480% (prawie 115 —
krotnie) wyzsze niz obserwowane u zwierzat T.

U zwierzat TS albo TF stezenia DHT wynosity odpowiednio 7,94 ng/ml (vs. K2, p<0,001)
oraz 7,20 ng/ml (vs. K1, p<0,001). W grupach tych nastapito podwyzszenie poziomu tego homornu
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odpowiednio o 2547% 1 9900% w porownaniu do odpowiednich zwierzat kontrolnych. W
poréwnaniu do nieindukowanych testostosteronem szczurow kontrolnych, u zwierzat TS
podwyzszenie poziomu wolnego DHT byto o 11446% (blisko 115 — krotnie) nizsze niz u zwierzat
TE. W grupie TF wzrost stezenia byl 0 4093% nizszy niz obserwowany u szczuréw TE.

Przyjmujac jako grupe odniesienia szczury T zaobserwowano nastepujace zaleznosci. U szczuréw
TE nastapil wzrost stezenia o 439% (p<0,001). Natomiast u zwierzat TS poziom wolnego DHT
praktycznie nie ulegt zmianie — stwierdzono niewielkie podwyzszenie stezenia badanego hormonu
o 1,3%, w odniesieniu do szczuréw T. U zwierzat TF nastgpito obnizenie poziomu DHT o 8,13%
wzgledem grupy T. Poréwnujgc dziatanie obu wyciggdéw stwierdzono, ze obecnos¢ ekstraktu z E.
angustifolium (grupa TE) spowodowata blisko 438% bardziej znaczace podwyzszenie poziomu

DHT niz u szczurow TS [Tab. 39.].

Tab. 39. Zmiany poziomu wolnego dihydrotestosteronu w surowicy u szczuréw pod wptywem badanych
wyciggow roslinnych oraz finasterydu.

Procentowa [%] zawarto$¢ wolnego
Stezenia wolnego dihydrotestosteronu
Grupy: dihydrotestosteronu odpowiadajaca
(Srednia £ SEM) [ng/ml]
stezeniom
K1 0,07+0,05 100
K2 0,30+0,04 100
T 7,84+1,07 2613
TE 42,28+6,05 14093
TS 7,94+0,84 2647
TF 7,20+0,77 10000

Poréwnanie grup badanych w stosunku do grup kontrolnych

Stosunek
orup Zmiany stezenia wolnego dihydrotestosteronu wyrazone w warto$ciach procentowych
T/K2 12513
TE/K2 113993
TS/K2 12547
TF/K1 19900
Poréwnanie grup badanych w stosunku do grupy indukowanej testosteronem
Stosunek
grup Zmiany stezenia wolnego dihydrotestosteronu wyrazone w wartosciach procentowych
TE/T 1439
TS/T 11,3
TF/T 18,1

n=10 sczuréw w kazdej grupie

K1, K2 — kontrolne grupy zwierzat: K1 — grupa kontrolna dla zwierzat TF, K2 — grupa kontrolna dla
pozostatych grup;; T — zwierzeta otrzymujgce testosteron (s.c.); TE — zwierzeta indukowane testosteronem
otrzymujgce ekstrakt z Epilobium angustifolium; TS - zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujace
ekstrakt z Serenoa repens; TF — zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujgce finasteryd.

“1” — podwyzszenie poziomu badanego hormonu; “|” - obnizenie poziomu badanego hormonu.
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4.4.3. Zmiany poziomu wolnego estradiolu pod wplywem badanych wyciagow roslinnych i
finasterydu

Analizujac zmiany poziomu wolnego estradiolu (E2) pod wptywem stosowanych wyciagdéw
ro$linnych i finasterydu stwierdzono, ze stezenia tego hormonu w surowicy zwierzat kontrolnych
(grupy K1, K2) wynosity odpowiednio 41,06 pg/ml i 45,86 pg/ml i stanowity punkt odniesienia dla
pozostatych grup zwierzat [Tab. 40]. W celu dokonania oceny stopnia zmian st¢zen w grupach
zwierzat indukowanych hormonalnie, stezeniom wyjSciowym zmierzonym u odpowiednich
szczuréw kontrolnych przypisano wartosci 100%. U szczurdw T stezenie E2 wynosito 47,60 pg/ml
co stanowito nieznamienny 3,8% wzrost w stosunku do zwierzat kontrolnych K2 (p=0,432).
Najwyzsze stezenie E2, wynoszace 64,07 ng/ml, stwierdzono w grupie zwierzat TE, a obserwowana
wartos$¢ ulegta podwyzszeniu o 39,7% w porownaniu do kontrolnych zwierzat K2 (p<0,001).

U zwierzat TS albo TF st¢zenia estradiolu wynosity odpowiednio 48,62 ng/ml oraz 60,59 ng/ml. W
grupie TS nastgpito nieznamienne podwyzszenie poziomu badanego hormonu o 6,01% w
porownaniu do zwierzat kontrolnych K2. Z kolei u szczurow TF stwierdzono znaczny wzrost
stezenia, bo 0 47,6% w stosunku do K1 (p<0,001). Podwyzszenie poziomu byto o 7,9% wyzsze niz
obserwowane u zwierzat TE, a 0 41,6% w stosunku do szczuréw TS.

Przyjmujac jako grup¢ odniesienia szczury T zaobserwowano nastgpujace zaleznosci. U szczurdw
TE nastgpit wzrost stezenia E2 o 34,6% (p<0,001). U zwierzat TS poziom badanego hormonu ulegt
nieznamiennemu podwyzszeniu o 2,14%, w odniesieniu do szczuréw T (p=0,306). Z kolei u
zwierzat indukowanych, otrzymujacych finasteryd (grupa TF) nastgpil wrost poziomu estradiolu o
27,3%, wzgledem grupy T (p<0,001). Podawanie ekstraktu z E. angustifolium (grupa TE)
spowodowata bardziej znaczace podwyzszenie poziomu estradiolu, tj. 0 32,5% niz w grupie TS. W
grupie TE stwierdzono takze podwyzszenie poziomu estradiolu w poréwnaniu do zwierzat TF
Roéznica, cho¢ nieznamienna, migdzy tymi grupami wynosita 7,3% na korzys¢ wyciagu z E.

angustifolium.
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Tab. 40. Zmiany poziomu wolnego estradiolu w surowicy u szczuréw pod wptywem badanych wyciggéw
roslinnych oraz finasterydu.

Stezenia wolnego estradiolu Procentowa [%] zawarto$¢ wolnego
Grupy: (Srednia £ SEM) [pg/ml] estradiolu odpowiadajaca stezeniom
K1 41,06+£2,31 100
K2 45,86+1,83 100
T 47,60£1,23 104
TE 64,07£2,12 140
TS 48,62+1,82 106
TF 60,59+3,10 148
Porownanie grup badanych w stosunku do grup kontrolnych
Stosunek
grup Zmiany stezenia wolnego estradiolu wyrazone w wartosciach procentowych
T/K2 13,8
TE/K2 139,7
TS/K2 16,0
TF/K1 1 47,6
Poréwnanie grup badanych w stosunku do grupy indukowanej testosteronem
Stosunek
orup Zmiany stezenia wolnego estradiolu wyrazone w wartos$ciach procentowych
TE/T 1 34,6
TS/T 12,14
TF/T 1273

n=10 sczuréw w kazdej grupie
K1, K2 — kontrolne grupy zwierzat; T — zwierzeta otrzymujgce testosteron; TE — zwierzeta indukowane
testosteronem otrzymujgce ekstrakt z Epilobium angustifolium; TS - zwierzeta indukowane testosteronem
otrzymujgce ekstrakt z Serenoa repens; TF — zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujace finasteryd.
Wartosci p < 0,05 przyjeto jako statystyczie znamienne (jednoczynnikowa ANOVA).

“1” — podwyzszenie poziomu badanego hormonu; “|” - obnizenie poziomu badanego hormonu.

Wartosci $rednie stezen badanych hormonéw steroidowych w poszczegdlnych grupach zwierzat

wraz z poziomami istotnosci uzyskanych wynikow podsumowano w tabeli ponizej [Tab. 41]. W

kolejnej tabeli podsumowano zmiany stezen badanych hormondéw steroidowych w osoczu u

szczurow pomiedzy poszczegdlnymi grupami zwierzat [ Tab. 42.].
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Tab. 41. Podsumowanie wynikéw pomiaru stezen hormonow steroidowych w surowicy u szczuréw wzgledem

grupy kontrolne;j.

Hormony Srednia warto$¢ stezenia | Poziom istotnosci
Grupa
[stezenie] + SEM P
K1 0,18+0,02
TF 16,62+0,89 <0,001
K2 0,619+0,09
Testosteron [ng/ml]
T 17,94+1,95 <0,001
TS 15,81+0,89 <0,001
TE 48,40+3,76 <0,001
K1 0,07+0,04
TF 7,20£0,77 <0,001
Dihydrotestosteron K2 0,30+0,04 <0,001
[ng/ml] T 7,84+1,07 <0,001
TS 7,94+0,84 <0,001
TE 42,28+6,05 <0,001
K1 41,06+2,31 <0,001
TF 60,59+3,10 <0,001
K2 45,86+1,83 <0,001
Estradiol [pg/ml]l
T 47,60%1,23 0,432
TS 48,62+1,82 0,306
TE 64,07£2,12 <0,001

K1, K2 — kontrolne grupy zwierzat: K1 — grupa kontrolna dla zwierzat TF, K2 — grupa kontrolna dla
pozostatych grup;; T — zwierzeta otrzymujgce testosteron; TE — zwierzeta indukowane testosteronem
otrzymujgce ekstrakt z Epilobium angustifolium; TS - zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujgce

ekstrakt z Serenoa repens;

— zwierzeta

indukowane testosteronem otrzymujgce finasteryd.

Przedstawiono srednie stezen dla poszczegdlnych grup z zaznaczonymi wartosciami SEM. Czcionka

pogrubiong wyszczegdlniono wartosci p<0,05 uznane za statystycznie istotne (pogrubione wartosci).
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Tab. 42. Podsumowanie zmian stezen hormondéw steroidowych w surowicy u szczuréw pomiedzy
poszczegdinymi grupami zwierzat.

Hormony Testosteron Dihydrotestosteron Estradiol
Poréwnanie grup badanych w stosunku do grup kontrolnych (nieindukowanych)
Zmiany stezenia wolnego Zmiany stezenia wolnego Zmiany stezenia wolnego
Stosunek testosteronu dihydrotestosteronu estradiolu
grup wyrazZone w wartosciach wyrazone w wartosciach wyrazZone w wartosciach
procentowych procentowych procentowych
T/K2 12800 12513 13,8
TE/K2 17722 113993 1 39,7
TS/K2 12455 12547 16,01
TF/K1 12586 19900 1 47,6
Porownanie grup badanych w stosunku do kontrolnej grupy indukowanej testosteronem
Zmiany stezenia wolnego Zmiany st¢zenia wolnego Zmiany st¢zenia wolnego
Stosunek testosteronu dihydrotestosteronu estradiolu
grup wyrazone w wartosciach wyrazone w wartosciach wyrazone w wartosciach
procentowych procentowych procentowych
TE/T 1170 1439 1 34,6
TS/T 1 11,9 11,30 12,14
TF/T 17,35 18,13 1273

kontrolnych, indukowanych testosteronem

Réznice pomiedzy grupami otrzymujacymi wyciagi ro§linne lub finasteryd w poréwnaniu do zwierzat

Zmiany stezenia wolnego

Zmiany st¢zenia wolnego

Zmiany st¢zenia wolnego

Stosunek testosteronu dihydrotestosteronu estradiolu
grup wyrazone w wartosciach wyrazone w wartosciach wyrazone w wartosciach
procentowych procentowych procentowych
(TE/TS)/T v 182 v 438 v 32,5
(TE/TF)/T v 177 v 447 v 7,30
(TS/TF)/T v 4,54 v 9,43 v 25,2

pozostatych grup;

K1, K2 — kontrolne grupy zwierzat: K1 — grupa kontrolna dla zwierzat TF, K2 — grupa kontrolna dla
T — zwierzeta otrzymujgce testosteron; TE — zwierzeta indukowane testosteronem

otrzymujgce ekstrakt z Epilobium angustifolium; TS - zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujace
ekstrakt z Serenoa repens; TF — zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujgce finasteryd.
“1” — podwyzszenie poziomu badanego hormonu; “|” - obnizenie poziomu badanego hormonu
.V — roznice w stezeniach hormondéw pomiedzy okreslonymi grupami zwierzat wyrazone w wartosciach

procentowych

136



4.4. Wplyw badanych wyciagow roslinnych i finasterydu na masy prostat u szczuréow

4.4.1. Zmiany mas platow szczurzych prostat pod wplywem badanych ekstraktow roslinnych
oraz finasterydu

Oceniajac zmiany masy prostat (liczonych tacznie tj. masy prostaty czesci brzusznej oraz
grzbietowej) u zwierzat nie poddanych indukcji hormonalnej, otrzymujacych ekstrakt z ziela
Epilobium angustifolium (grupa E) albo ekstrakt z owocoéw Serenoa repens (grupa S) nastgpito
obnizenie masy prostat kolejno o 18% (602+40 mg) (p=0,044) i 33% (497+52) (p=0,004),
porownaniu do kontrolnych szczuréw K2 (737+£50 mg) [Tab. 43]. Wynika stad, ze masa prostat u
szczurow grupy E byla o 15% wigksza anizeli w grupie szczuréw otrzymujacych wyciag z S.
repens, w porownaniu do kontrolnych szczurow K2). W grupie T nastgpito podwyzszenie masy
prostat o 109% (1539+113 mg w poréwnaniu do szczurow K2. W poréwnaniu do szczuréw T u
zwierzat otrzymujacych jedynie badane ekstrakty (grupa E i grupa S) masy prostat byly mniejsze,
kolejno o 60,9% (p<0,001) 1 67,7% (p<0,001). Wynika stad, ze u zwierzat E zmniejszenie masy
prostat bylo o 6,8% mniejsze niz redukcja masy jaka nastapita u zwierzat S.

U szczurow TE nastapito nieznaczne nieznamienne obnizenie masy prostat — redukcja o 4,1%
(1476+£88 mg) w porownaniu do szczurow T. U zwierzat TF nastagpila redukcja masy prostat w
stopniu zblizonym do opisanego dla grupy TE, bowiem odnotowano w tym przypadku
nieznamienne obnizenie masy o 8% (1417+97 mg). Z kolei u szczurow TS redukcja, istotna
statystycznie, masy prostat wyniosta 20,3% (1227+£52 mg), w odniesieniu do szczurow T. Wynika
stad, ze u szczuréw TE redukcja masy prostat byla w stopniu o 16,2% mniej znaczaca niz w grupie
TS.

U zwierzat indukowanych hormonalnie, otrzymujacych jednoczes$nie badane ekstrakty wraz z
finasterydem (odpowiednio grupy TFE 1 TFS) doszto do redukcji mas prostat w stopniu zblizonym.
Zauwazono bowiem, ze u szczurow TFE nastgpito obnizenie mas prostat o 24,9% (1156+77 mg),
wzgledem zwierzat T (p<0.05).

Z kolei u szczuréw TFS, w pordwnaniu do zwierzat T, nastapito zmniejszenie masy prostat o 29,4%
(1074454 mg) (p<0,05). Wynikato stad, ze w grupie TFE zmniejszenie masy prostat byto o 4,5%
mniejsze niz w grupie TFS 1 o 8% bardziej wyrazne niz w przypadku zwierzat TF. U szczurow TFS

redukcja mas prostat byta o 21,4% wyrazna w poréwnaniu do zwierzat TF.
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Tab. 43. Podsumowanie zmiany mas prostat u szczuréw pod wptywem badanych wyciggéw roslinnych i
finasterydu.

Masy prostat
wyrazone

Grupa | Masa prostat (Srednia [mg]+SEM P w wartosciach

procentowych
[o]
K1 567+52 100
K2 73750 100
E 602+40 0,044 82
S 497+52 0,004 67
T 1539+113 <0,001 209
TE 1476+88 <0,001 200
TS 1227+52 <0,001 167
TF 1417£97 <0,001 250
TFE 1156+77 0,001 157
TFS/ 1074+54 <0,001 148

Zmiany masy calych prostat w odniesieniu do odpowiedniej grupy kontrolnej
wyrazone w wartosciach procentowych [%)]

T/K2 1106
E/K2 1195
S/K2 1336

E/T 1 60,9

S/T 167,7
TE/T 141
TS/T 1203
TF/T 18,0
TFE/T 124.9
TFS/T 1294

n=10 szczuréw w kazdej grupie

K1, K2 — kontrolne grupy zwierzat: K1 — grupa kontrolna dla zwierzat TF, K2 — grupa kontrolna dla
pozostatych grup; E - zwierzeta otrzymujace wyciag z Epilobium angustifolium; S - zwierzeta otrzymujgce
wycigg z Serenoa repens; T — zwierzeta otrzymujgce testosteron; TE — zwierzeta indukowane testosteronem
otrzymujgce ekstrakt z E. angustifolium; TS - zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujgce ekstrakt z S.
repens; TF — zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujgce finasteryd; TFE - zwierzeta indukowane
testosteronem otrzymujgce ekstrakt z E. angustifolium i oraz finasteryd; TFS - zwierzeta indukowane
testosteronem otrzymujgce ekstrakt z S. repens oraz finasteryd.

“1” — podwyzszenie masy prostaty; “|” - obnizenie masy prostaty

W tabeli umieszczono $rednie wartosci mas dla poszczegdlnych grup z zaznaczong wartoscig SEM.
Wartosci p < 0,05 przyjeto jako statystycznie znamienne (pogrubione wartosci).

Analiza zmian mas plata brzusznego 1 grzbietowego prostat u zwierzat eksperymentalnych
wskazuje na zauwazalny, zblizony wptyw badanych ekstraktow roslinnych, zarowno u szczuréw
nieindukowanych hormonalnie, jak i u zwierzat poddanych indukcji testosteronem oraz finasterydu
na ich mas¢. W odniesieniu do kontrolnych, nieindukowanych hormonalnie zwierzat (grupa K2,
K1) masa ptata brzusznego, jak i grzbietowego we wszystkich testowanych grupach zwierzat ulegta

zmianie, jednakze z wigkszym stopniem nasilenia w przypadku ptata brzusznego.
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4.4.1.1. Zmiany masy plata brzusznego szczurzych prostat pod wplywem badanych wyciagow
roslinnych oraz finasterydu

Ze wzgledu na zastosowany uktad dos§wiadczalny postanowiono osobno zanalizowaé wptyw
podawanych substancji 1 wyciggdw na zmiany masy czeSci brzusznej 1 grzbietowej
wyodrebnionych prostat. Zauwazono, ze obecnos$¢ ekstraktu z Epilobium angustifolium (grupa E)
praktycznie nie wptyneta na mase ptata brzusznego — doszto do nieznamiennej redukcji masy tego
ptata o 1,1% (286+18 mg), w pordwnaniu do szczuréw kontrolnych K2 (288418 mg) [Tab. 43.]. U
zwierzat otrzymujacych ekstrakt z Serenoa repens (grupa S) nastgpilo obnizenie masy plata o
21,3% (227£22 mg w porownaniu do grupy kontrolnej (K2) (p=0,046). Stwierdzono, ze w grupie
zwierzat E obniZenie masy ptata bylo o 20,2% mniejsze niz w przypadku zwierzat S.

U szczurow T doszto do znacznego, bo o 229%, podwyzszenia masy plata brzusznego (949480
mg), wzgledem zwierzat kontrolnych K2 (p<0,001).

W pordéwnaniu do kontrolnych szczurdéw, niestymulowanych androgenem (grupa K2) w pozostatych
grupach zwierzat, poddanych indukcji testosteronem, otrzymujacych ekstrakty roslinne, z osobna
lub tacznie z finasterydem doszto rowniez do wzrostu masy plata brzusznego [Tab. 44.].

Niemniej jednak u zwierzat TE nastgpito nieznamienne obnizenie masy ptata o 4,6% (91061 mg),
wzgledem zwierzat stanowigcych grupe odniesienia (grupa T). W grupie stymulowanej
androgenem, otrzymujacej ekstrakt z S. repens (grupa TS) nastgpita redukcja masy ptata o 20,3%
(756,6+32,4 mg), wzgledem szczuréw T (p<0,05). U szczuréw TF nastgpito obnizenie masy plata o
8,3% (871£60 mg), w porownaniu do zwierzat T.

U szczuréw TE redukcja masy ptata byta o 15,7% mniejsza niz u szczuréw TS. U zwierzat TE 1 TF
doszto do obnizenia masy ptata w porownywalnym zakresie, aczkolwiek w pierwszej grupie (grupa
TE) redukcja masy ptata byta o 3,7% mniejsza niz u zwierzat otrzymujacych finasteryd (grupa TF).
U zwierzat TFE nastapito obnizenie masy ptata brzusznego o 24,9% (713448 mg), wzgledem
szczurow T (p<0,05). Podobnie, u szczuréw TFS redukcja masy ptata byla poréwnywalna — doszto
do jej obnizenia o 30,1% (664433 mg), w porownaniu do szczuréow T (p<0,05).

Zmniejszenia masy ptata o szczurow TFE bylto o 5,2% mniejsze niz w przypadku zwierzat TFS.
Obecnos$¢ finasterydu u zwierzat stymulowanych hormonalnie, otrzymujacych rowniez ekstrakt z E.
angustifolium (grupa TFE) spodowata znamienne obnizenie masy ptata w stopniu o 20,3% bardziej
znaczacym niz obserwowana u szczurOw TE (p<0,05).

Zblizony zakres redukcji masy plata zaobserwowano pomig¢dzy grupami zwierzat TFS 1 TS,
bowiem obecnos¢ finasterydu u zwierzat TFS spodowata obnizenie masy ptata w stopniu o 9,8%

bardziej niz obserwowana u szczuréw TS, ale roznica nie osiggneta znamiennosci statystycznej

(p=0,58).

139



U szczuréw TFE 1 TFS nastgpito obnizenie masy ptata w stopniu odpowiednio nieznamiennie o

16,6% i znamiennie o 21,8% (p<0,05) bardziej niz redukcja obserwowana u zwierzat TF.

4.4.1.2. Zmiany masy plata grzbietowego szczurzych prostat pod wplywem badanych
wyciagéw roslinnych oraz finasterydu

Analizujgc zmiany masy ptata grzbietowego szczurzych prostat pod wptywem badanych
wyciggow roslinnych oraz finasterydu zauwazono, ze w poréwnaniu do szczuréw kontrolnych K2
(448434 mg) obecnos¢ ekstraktu z Epilobium angustifolium (grupa E) spowodowala obnizenie
masy plata grzbietowego o 29,4% (316+23 mg) (p=0,044) [Tab. 44.]. U zwierzat S nastapito
obnizenie masy ptlata o 21,3% (272+30 mg), w poréwnaniu do grupy kontrolnej K2 (p=0,004).
Stwierdzono, ze pod wplywem ekstraktu z E. angustifolium obnizenie masy ptata bylo o 9,9%
mniejsze niz w przypadku zwierzat otrzymujacycych drugi ekstrakt roslinny (grupa S).

U szczuréw T doszlo do podwyzszenia masy ptata grzbietowego (590+45 mg) o 31,5%, wzgledem
zwierzat kontrolnych K2 (p<0,05).

W poréwnaniu do kontrolnych szczuréw, niestymulowanych androgenem (grupa K2) w pozostatych
grupach zwierzat, poddanych indukcji testosteronem, otrzymujacych badane ekstrakty roslinne,
albo finasteryd doszto rdwniez do zwigkszenia masy ptata grzbietowego, poczas gdy u szczurow
TFE 1 TFS doszto do nieznacznego zmniejszenia jego masy.

U zwierzat TE masa plata grzbietowego, praktycznie nie ulegta zmianie w poréwnaniu do szczuro6w
T. W pozostatych grupach zwierzat indukowanych testosteronem, tj. TS, TFS, TF wystapity zmiany
masy plata grzbietowego na poziomie poréwnywalnym ze zmianami w przypadku plata
brzusznego. Stwierdzono, ze w grupie TS nastgpila redukcja masy ptata o 20,3% (470+20 mg),
wzgledem szczurdéw T (p<0,05).

Z kolei u szczurow TF nastgpito nieznamienne obnizenie masy ptata o 8,3% W grupie TS redukcja
masy plata byta o 20,5% znaczaca niz u szczurow TE (p<0,05). Podobnie, u zwierzat TE
zmniejszenie masy plata byta o 8,5% mniej znaczaca 1 nieznamienna statystycznie niz w przypadku
grupy TF.

Analizujgc wptyw podawania jednoczesnie ekstraktu z E. angustifolium oraz finasterydu (grupa
TFE) stwierdzono, ze nastgpito obnizenie masy ptata grzbietowego o 25% (442+30 mg), wzgledem
szczurow T (p<0,05). Z kolei u szczurow TFS redukcja masy plata byta poréwnywalna — doszto do
jej obnizenia o 30,4% (411£20 mg), w poréwnaniu do zwierzat T (p<0,001). Zmniejszenie masy u
szczurow TFE bylo o 5,4% mniejsze niz w przypadku zwierzat TFS. Obecno$¢ finasterydu u
zwierzat otrzymujacych rowniez ekstrakt z E. angustifolium (grupa TFE) spodowata obnizenie
masy plata w stopniu o 20,3% bardziej znaczacym niz obserwowana w grupie TE. Zblizony zakres

redukcji masy ptata zaobserwowano pomiedzy grupami zwierzat otrzymujacymi ekstrakt z S.
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repens tacznie lub bez finasterydu. Zauwazono bowiem, ze u zwierzat TFS nastgpito wieksze (cho¢
nieznamienne) obnizenie masy ptata 0 9,8% niz u szczuréow TS.
Ponadto, dla szczurow grup TFE i TFS nastapitlo obnizenie masy plata w stopniu odpowiednio o

16,6% (p<0.05) 121,8% (p<0,05) bardziej znaczacym niz redukcja obserwowana u zwierzat TF.
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Tab. 44. Zestawienie mas ptatow brzusznych i grzbietowych prostat u poszczegdlnych grup szczurow.

Zmiany mas

platow prostat (brzusznego i grzbietowego) w poszczegdlnych grupach zwierzat

Réznice mas

Roéznice mas

G Masa plata wyrazone Masa plata wyrazone
rupa . . P
zwierzat br%usznfego w wartosciach p grzl’)letovyego w wartosciach P
(Srednia procentowych (Srednia procentowych
[mg] £SEM) wzgledem [mg]+SEM wzgledem
grupy kontrolnej grupy kontrolnej
K1 224+68 100 342460 100
K2 288+18 100 448+34 100
E 286+18 99 0,044 316+23 71 0,044
T 949+80 329 0,004 590+45 131 0,004
S 227422 79 <0,001 272430 61 <0,001
TE 910£61 316 <0,001 591+£38 132 <0,001
TS 757£32 263 <0,001 470420 105 <0,001
TF 871+£60 388 <0,001 541+£37 158 <0,001
TFE 713+48 248 0,001 442+30 99 0,001
TFS 664+33 230 <0,001 411420 92 <0,001

Procentowe zmiany w masach poszczego6lnych platéw szczurzych prostat w grupach badanych w odniesieniu do

grup kontrolnych (K2, K1 =100%)

Poszczegolne

grupy vs.
grupa Plat brzuszny Plat grzbietowy

kontrolna

(K2,K1)
E/K2 L1 129,4
T/K2 1229 1315
S/K2 1 21,3 139,3
TE/K2 1216 131,8
TS/K2 1163 14,8
TF/K1 1288 157,8

TFE/K2 1148 113

TFS/K2 1130 18,4

Procentowe roznice w masach poszczegolnych pltatow szczurzych prostat w grupach badanych w odniesieniu do

kontrolnej grupy indukowanej testosteronem (T = 100%)

Poszczegolne
grupy vs. Plat brzuszny Plat grzbietowy
grupa T
E/T 1 69,9 1463
S/T 1 76,1 1539
TE/T 14,6 10,2
TS/T 1203 120,3
TF/T 183 183
TFE/T 1249 125,0
TFS/T 1 30,1 130,4

n=10 szczuréw w kazdej grupie
K1, K2 — kontrolne grupy zwierzat: K1 — grupa kontrolna dla zwierzat TF, K2 — grupa kontrolna dla
pozostatych grup; E - zwierzeta otrzymujgce wyciag z Epilobium angustifolium; S - zwierzeta otrzymujgce
wycigg z Serenoa repens; T — zwierzeta otrzymujgce testosteron; TE — zwierzeta indukowane testosteronem
otrzymujgce ekstrakt z E. angustifolium; TS - zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujgce ekstrakt z S.
repens; TF — zwierzeta indukowane testosteronem otrzymujace finasteryd; TFE - zwierzeta indukowane
testosteronem otrzymujgce ekstrakt z E. angustifolium i oraz finasteryd; TFS - zwierzeta indukowane
testosteronem otrzymujace ekstrakt z S. repens oraz finasteryd.

“1” — podwyzszenie masy ptata prostaty; “|” - obnizenie masy ptata prostaty
W tabeli umieszczono $rednie wartosci mas dla poszczegélnych grup z zaznaczong wartoscig SEM.
Wartosci p < 0,05 przyjeto jako statystyczie znamienne.
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5. DYSKUSJA

Prowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej badania wpisuja si¢ w trend wzrostu
zainteresowania poszukiwania nowych, alternatywnych do stosowanych w klasycznej
farmakoterapii BPH / LUTS, terapeutykéw pochodzenia roslinnego [Dreikorn, 2002; Madersbacher
I wsp., 2005; Madersbacher i wsp., 2008]. Wzrastajace zainteresowanie fitoterapig schorzen
prostaty widoczne jest szczegdlnie w rozwinigtych krajach Europy oraz w USA [Berges i wsp.,
1999; Wilt i wsp., 2000; Dreikorn, 2002; Berges i wsp., 2003; Madersbacher i wsp., 2005;
Madersbacher 1 wsp., 2008]. Niebagatelny wptyw na zainteresowanie fitoterapig schorzen prostaty
ma m.in. coraz wigksza §wiadomo$¢ samych pacjentdow o korzysciach jakie moga plynaé z
racjonalnej fitochemoprewencji zmian rozrostowych prostaty. Szczegdélne znaczenie moze mie¢ w
tym przypadku wielokierunkowy mechanizm dzialania preparatow opartych na bazie surowcow
ro$linnych. Wzrastajacy popyt i rosngca moda na “ro$linng profilaktyke” lub fitoterapi¢ moze by¢
réwniez konsekwencja swobodnego dostepu do surowcoéw zielarskich, roznego rodzaju preparatéw,
rejestrowanych glownie jako suplementy diety, czy tez powszechnego uznania bezpieczenstwa
stosowanych zi6t i fitopreparatow [Dadej 1 wsp., 2008; Hurkacz, 2010; Kim 1 wsp., 2012; Moran i
wsp., 2013; Oelke i wsp., 2013].

5.1. Wplyw ekstraktu z Epilobium angustifolium na oddawanie moczu u szczurow

Jednym z celow prowadzonych w ramach niniejszej pracy doktorskiej badan byto ustalenie
czy wyciag wodny z ziela Epilobium angustifolium wptywa na proces swobodnego oddawania
moczu u szczuréw z indukowanym hormonalnie (testosteronem) rozrostem prostaty. Koncepcje
pracy oparto na aktualnym stanie wiedzy dotyczacej patofizjologii BPH, w S$wietle ktorej
najbardziej powszechna kliniczng manifestacj¢ procesu rozrostu prostaty (BPE) stanowiag tzw.
objawy dolegliwosci dolnych drog moczowych (ang. lower urinary tract symptoms; LUTS) [Lepor,
2004; Lepor, 2005], prowadzace do utrudnienia przeptywu moczu przez sterczowa czeS¢ cewki
moczowej [Dutkiewicz, 2009; Dutkiewicz, 2010].

W badaniach przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej wyciag wodny z ziela
Epilobium angustifolium po wielokrotnym podawaniu [100 mg/kg m.c./21 dni; p.o.] spowodowat
obnizenie objetosci, a zwlaszcza znamiennie czestosci oddawanego moczu u szczurow poddanych
kastracji, nieindukowanych hormonalnie (grupa E), w stosunku do kontrolnych szczuréw [Tab. 19].
W zastosowanym modelu podawanie zwierzgtom kastrowanym testosteronu [40 mg/kg m.c. 3 razy
co 7 dzien; s.c.] (grupa T) w niewielkim stopniu wptyngto na mikcje. Natomiast u szczuréw TE

nastgpito ok. 3-krotne zmniejszenie objetosci i czestoSci oddawanego moczu, w stosunku do
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szczurow T. Efekt tego dziatania byl zblizony do obserwowanego u szczurow TF. Stad uzyskane
wyniki sugeruja, iz badany wyciag z ziela Epilobium angustifolium moze prowadzi¢ do poprawy
uposledzonych w wyniku rozrostu gruczotu krokowego, parametréw mikcji, zar6wno objetosci jak i
czestosci oddawanego moczu u zwierzat doswiadczalnych.

W dalszym etapie rozprawy doktorskiej prowadzono prace eksperymentalne w modelu in
Vivo majace na celu ustalenie czy badany wyciag z ziela E. angustifolium moze wykazywaé
wlasciwosci przeciwzapalne. Ponadto podjeto probe ustalenia molekularnego mechanizmu
dziatania analizowanego ekstraktu z ziela E. angustifolium wzgledem referencyjnego, lipido-

sterolowego ekstraktu z owocdéw Serenoa repens.

5.2. Ocena obwodowego przeciwzapalnego dzialania ekstraktu z Epilobium angustifolium

U podtoza koncepcji oceny potencjalnego przeciwzapalnego dzialania badanego wyciagu z
ziela Epilobium angustifolium lezy hipoteza patogenezy BPH traktujaca stan zapalny jako jeden z
mozliwych mechanizméw indukcji / progresji BPH [Briganti i wsp., 2009; Nicholson i wsp., 2011].
W ramach prowadzonych badan stwierdzono, iz badany wycigg wodny z ziela Epilonium
angustiflium [100 mg/kg; p.o.], zarbwno po okresie 1,5 godziny jak i po 3 godzinach od indukcji
karagening obrzeku tap zwierzat doswiadczalnych, spowodowal znamienne zmniejszenie jego
objetosci, w odniesieniu do zwierzat kontrolnych. Efekt dziatania ekstraktu zblizony do dziatania
referencyjnej indometacyny [10 mg/kg; s.c.] wystapit po pierwszym pomiarze, tj. po 1,5 h [Tab.
18].

Przeprowadzona ocena potencjalnych wlasciwosci przeciwzapalnych wodnego wyciggu z
ziela Epilobium angustifolium wpisuje si¢ w trend uprzednio prowadzonych w tym obszarze badan,
zarowno w modelu in vivo [Hiermann i wsp., 1986; Hiermann i wsp., 1991, Hiermann i wsp.,
1998], jak i analiz w warunkach in vitro [Steenkamp i wsp., 2006; Hevesi i wsp., 2009]. W
niniejszych badaniach zastosowano procedur¢ wstrzykniecia do podeszwy lewej tapy
niewykastrowanych szczuréw 1% roztworu karageniny wg. Hiermann i wsp. [Hiermann i wsp.,
1986; Hiermann i wsp., 1991, Hiermann i wsp., 1998] oraz Juan i wsp. [Juan i wsp., 1988].
Podsumowanie stanu wiedzy w zakresie wynikow badan dotyczacych wiasciwosci
przeciwzapalnych Epilobium sp. zebrano w rozdziale 1.9. Analiza literaturowa wskazuje, iz
dotychczas w badaniach in vivo wiasciwosci przeciwzapalne objawiajace si¢ zmniejszeniem
obrzeku tapy szczura indukowanym karagening badano dla wodnych 1 alkoholowych
(metanolowych i etanolowych) ekstraktow Epilobium parviflorum oraz E. angustifolium [Hiermann
1 wsp., 1986; Juan 1 wsp., 1988; Hiermann 1 wsp., 1991]. Redukcje obrzeku o 49%, po uptywie 4

godzin, zaobserwowano jedynie pod wptywem wodnego ekstraktu z E. angustifolium [3g/100 ml;

144



Iml; co odpowiadato 300 mg surowca/kg m.c.] oraz samego mirycetyno-3-O-glukuronidu [0,04;
0,2; 1,0 mg/kg; p.o.], podczas gdy wyciagi alkoholowe z E. angustifolium oraz wodne i alkoholowe
z E. parviflorum nie wykazywaty pozadanych witasciwosci [Juan i wsp., 1988; Hiermann i wsp.,
1991; Hansel i wsp., 1993]. Obserwowane efekty dziatania przypisuje si¢ frakcji o masie molowe;j
nieprzekraczajagcej 1000 Da, flawonoidowej (mirycetyno-3-O-glukuronidu) i sterolowej [Hiermann
I wsp., 1986; Juan i wsp., 1988; Hiermann i wsp., 1991; Hiermann i wsp., 1998]. Badane
wlasciwosci farmakologiczne wodnego ekstraktu z ziela E. angustifolium potwierdzono w toku
realizacji niniejszej pracy doktorkiej. Na mozliwy mechanizm dziatania badnego wyciggu wskazuja
nieliczne badania in vitro i in vivo. Wyniki badan in vitro przeprowadozne przez Steenkamp i wsp.,
wykazaty blisko 10-krotne silniejsze wiasciwosci przeciwzapalne mirycetyno-3-O-glukuronidu, w
poréwnaniu do uzytej w doswiadczeniu syntetycznej indometacyny (7,14 pg/ml (20 uM) i 71,4
ug/ml (200 uM)) [Steenkamp i wsp., 2006].

W dos$wiadczeniach tych badany ekstrakt wykazat hamowanie aktywnosci cyklooksygenazy
w niskim zakresie stezen [Steenkamp i wsp., 2006]. Poza tym, badania in vitro przeprowadzone
przez Hevesi 1 wsp. wskazaly na wlasciwosci przeciwzapalne wodno-acetonowego ekstraktu z E.
parviflorum, objawiajace si¢ zahamowaniem aktywnosci cykloooksygenazy i sekrecji
prostaglandyny E2 [Hevesi i wsp., 2009]. Ponadto, jak nadmieniono w rozdziale 1.9.1., badania in
vitro Schepetkin i wsp. [Schepetkin i wsp., 2009], Kiss i wsp. [Kiss i wsp., 2011] oraz Ramstead i
wsp. [Ramstead i wsp., 2012] sugeruja, iz za wlasciwosci immunomodulujace ekstraktow
Epilobium sp. odpowiedzialna moze by¢ rowniez oenoteina B. Stwierdzono bowiem, ze hamowanie
in vivo indukowanego procesu zapalnego w modelu perfuzji ucha u krolikoéw prowadzace do
obnizenia stezenia prostaglandyn 12, E2 1 D2 zaobserwowano jedynie w przypadku wodnego
ekstraktu z ziela E. angustifolium oraz samego mirycetyno-3-O-glukuronidu, podczas gdy efektu
dziatania dla ekstraktu zziela E. parviflorum oraz alkoholowych wyciggéw z obu surowcoéw
ro$linnych w badaniach tych nie potwierdzono [Juan i wsp., 1988; Hiermann i wsp., 1991].

Analiza wynikow badan prowadzonych w toku realizacji pracy doktorskiej, jak rowniez
aktualnego stanu wiedzy dotyczacego oceny wlasciwosci  przeciwzapalnych  i/lub
immunomodulujacych ekstraktoéw uzyskiwanych z poszczegélnych przedstawicieli Epilobium sp.
wskazywa¢ moze na istotny potencjal wodnego wyciagu z ziela Epilobium angustifolium #
objawiajacy si¢ hamowaniem procesu zapalnego. Wykazanie zasadno$ci wykorzystania wyciggow
Epilobium sp., ze szczegolnym uwzglednieniem wodnego wyciagu z ziela Epilobium angustifolium,
we wspomaganiu leczenia objawowego BPH pod katem hamowania chronicznych, tkankowo-
specyficznych procesow zapalnych majacych miejsce w przebiegu patomechanizmu rozrostu

stercza wymaga dalszych badan przedklinicznych.
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5.3. Wplyw ekstraktow z Epilobium angustifolium i Serenoa repens na zmian¢ mas szczurzych
prostat.

W prowadzonych badaniach stwierdzono obnizenie mas prostat u zwierzat pod wptywem
wyciggoéw z E. angustifolium i S. repens nie poddanych indukcji hormonalnej (grupy E i S), jak i u
zwierzat indukowanych testosteronem, otrzymujacych jednoczesnie badane ekstrakty roslinne
(grupy TE i TS) [Tab. 42]. Redukcja mas prostat pod wptywem ekstraktow byta bardziej znaczaca u
zwierzat nie poddanych stymulacji androgenem, niz u szczuréow TE i TS. Zauwazono bowiem, ze u
szczurow grupy E oraz S doszto do znamiennej redukcji mas prostat, kolejno o 19,5% 1 33,6%, w
poréwnaniu do kontrolnych szczuréw. Efekty dziatania obu wyciggdw byly poréwnywalne,
poniewaz réznice otrzymanych mas prostat u zwierzat traktowanych tymi ekstraktami nie byty
znamienne statystycznie.

W grupie T doszto do zgodnego z oczekiwaniami, znacznego znamiennego podwyzszenia
masy prostat, tj. o 106% w poréwnaniu do zwierzat stanowiacych kontrolg. U szczuréw TE 1 TS
doszto do zmniejszenia mas prostat, stopien redukcji w obu przypadkach byt mniej znaczacy niz w
grupach E i S. Zauwazono jednak, ze w tym przypadku wycigg z S. repens ma jednak silniejsze
dziatanie niz wyciag E. angustifolium - innymi slowy moze on wykazywaé dziatanie hamujace
rozw0j testosterono-zaleznego wrostu masy prostaty, podczas gdy wyciag z wierzbownicy takich
wlasciowosci nie wykazywal.

Wykazano takze, ze zwierzeta TE dziataty na poziomie zblizonym do grupy TF, a wiec w
tym przypadku aktywno$¢ finasterydu byla poréwnywalna do wyciggu z wierzbownicy i nie
wplywala silnie hamujaco na testosterono-zalezny wzrost prostaty. Natomiast podawanie laczne
finasterydu i obu wyciagow wykazywato podobny efekt synergistyczny (cho¢ nieco silniejszy w
przypadku potaczenia TFE), poniewaz zblizony stopien redukcji mas prostat zaobserwowano
ponadto u szczurow TFE 1 TFS, a zakres obserwowanych zmian mas wahat si¢ pomiedzy grupami
w przedziale 24,9% - 29,4%.

Poroéwnywalny, podobny stopien redukcji mas i1 otrzymanych zaleznosci dla poszczeg6lnych
platow prostat zaobserwowano we wszystkich badanych grupach zwierzat otrzymujacych wyciagi
roslinne, zardwno u tych nie poddanych stymulacji testosteronem (grupy E 1 S), jak 1 indukowanych
testosteronem (TE i1 TS), wzgledem szczurdw otrzymujacych jedynie testosteron (grupa T).
Silniejsze efekty indukcji wzrostu masy testosteronem uzykano w placie brzusznym, a dziatanie
hamujace samych ekstraktow byto bardziej widoczne w ptacie grzebietowym. Natomiast dla grup
TE, TS oraz w potaczniach z finasterydem efekty byly porownywalne [Tab. 43].

Uzyskane wyniki wpisuja si¢ we wzrastajacy trend badan oceniajagcych wptyw ekstraktow
roslinnych, ich metabolitow na zmiany masy prostat w eksperymentalnych modelach in vivo [Azimi

I wsp., 2012] [Tab. 45.]. Oprocz oszacowania efektu ich dziatania czy lekéw syntetycznych na mase
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prostat, oceniany byl réwniez ich wplyw na mas¢ czy rozmiary poszczegdlnych platow, w
szczegllnos$ci  brzusznego, czy innych hormonozaleznych organdéw, takich jak np. jader,
nasieniowodow, pecherzykéw nasiennych czy pecherza moczowego. Szczegdlnie powszechny jest
zastosowany, rowniez w niniejszej pracy doktorskiej, model rozrostu indukowany obecnoscig

egzogennego androgenu [Azimi i wsp., 2012].

Tab. 45. Zestawienie wybranych suréwcéw roslinnych (ekstraktéw) o potencjalnych witasciwosciach
antyandrogennych. Opracowanie wiasne.

Surowiec / ekstrakt

Autor publikacji

Surowiec / ekstrakt

Autor

publikacji

dokosanol (IK2 — sktadnik
preparatu Tadenan (ekstrakt z
Pygeum africanum))

Miintzing i wsp.,

1979

lipido-sterolowy ekstrakt z
owocOw Roystonea regia (ang.
Cuban royal palm; preparat D-

004)

Noa i wsp., 2000;
Arruzazabala 1

wsp., 2006

ekstrakt z Pygeum africanum

(preparat Tadenan)

Solano i wsp., 2000

olej z nasion Cucurbita pepo

Tsai i wsp., 2006

1 1 5% ekstrakt z korzeni
Panax ginseng

Fahim i wsp., 1982

wodne i wodno-alkoholowe
ekstrakty z korzeni Lepidium
meyeni

Gonzales i wsp.,

2007

0,2% roztwor frakcji

polifenolowej z Camelia

Gupta i wsp, 1999

metanolowy ekstrakt z
Melandrium firmum;
wyizlolowany a-Spinasterol

Lee i wsp., 2012;
Lee i wsp., 2014

sinensis
wodne wyciagi z lisci Moundipa i wsp.,
o wodno-alkoholowy ekstrakt z | yryqq i 2013
: yas i wsp.,
Hibiscus macranthus oraz 1999 korzeni Boerhaavia diffusa

Basella alba

mieszanka ziotowa (Tribulus
terrestris Linn, Areca

ekstrakt z Eurycoma longifolia . catechu Willd, Pedalium Mitra i wsp.,
Jack (nazwa zwyczajowa Ang i wsp., 2000 murex Linn, Caesalpinia 1999
Tongkat Ali) bonducella Fleming i Asparagus
racemosus Willd.) - preparat
Prostane
Na chwilg obecng opublikowano kilka prac dotyczacych wynikéw  badan,

przeprowadzonych w eksperymentalnych modelach zwierzgcych, podejmujacych probe ustalenia
wplywu ekstraktow z Epilobium sp. m. in. na masg¢ (rozmiary) prostat.

W rozdziale 1.9.1. zwrdcono uwage na wyniki prac Hiermann i wsp., w toku ktorych ocenie
poddano ekstrakt heksanowy i wodny z ziela Epilobium angustifolium oraz frakcj¢ powstala na
drodze ultrafiltracji wodnego ekstraktu badanego surowca zawierajaca sktadniki o masie molowe;j
nie przekraczajacej 1000 Da (oznaczong symbolem UF) u 30 - dniowych szczuréw [Hiermann i
wsp., 1997]. W badaniu tym zar6wno model badawczy, czas trwania eksperymentu, jak rowniez
dawkowanie ekstraktow bylo odmienne od zastosowanego w pracy doktorskiej. Eksperyment
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farmakologiczny wykonano na samcach szczuréw kastrowanych, jak i rowniez nie poddanych
kastracji, a dawkowanie eckstraktoéw przedstawialo si¢ w nastepujacy sposob: 40 mg/kg
m.c./dob¢/14 dni; p.o. (dla szczurow poddanych kastracji) lub 20 dni (dla szczuréw
niekastrowanych). Dawka uzytego do indukcji rozrostu prostaty testosteronu wynosita 0,1
mg/zwierze/14 dni (s.c.). Dokonano m. in. pomiaréw zmian masy ich gruczotu krokowego, migsnia
dzwigacza odbytu i pgcherzykow nasiennych [Hiermann i wsp., 1997]. W odréznieniu od wynikéw
uzyskanych w badaniach bedacych przedmiotem niniejszej dysertacji, w badaniach Hiermann i
wsp. stwierdzono odmienne dziatanie wodnego wyciaggu z ziela Epilobium angustifolium w obu
grupach zwierzat, tzn. antyandrogenne dziatanie u zwierzat niekastrowanych i niewielkie
proandrogenne u kastratow w stosunku do zwierzat kontrolnych stymulowanych testosteronem.

W badaniach bgdacych przedmiotem pracy doktorskiej obserwowano podobne efekty, tj.
silna indukcja rozrostu prostat objawiajaca si¢ znacznym podwyzszeniem masy pod wplywem
testosteronu. W odréznieniu od uzyskanych wynikéw w niniejszej pracy, w eksperymencie
Hiermann i wsp. stwierdzono nieznaczne podwyzszenie masy prostat u kastrowanych szczuréw,
stymulowanych testosteronem, otrzymujacych ekstrakt wodny z E. angustifolium.

Wysunigto wniosek, iz zidentyfikowane w badanym ekstrakcie kwasy tluszczowe
aplikowane zwierzetom w ww. iloSciach nie wywotaly oczekiwanej hamujacej aktywno$ci wobec
enzymu 5a-reduktazy steroidowej [Hiermann i wsp., 1997]. Odmienne dziatanie wodnego wyciagu
z ziela Epilobium angustifolium, tzn. antyandrogenne dzialanie u zwierzat niekastrowanych i
niewielkie proandrogenne u kastratow w stosunku do zwierzat kontrolnych stymulowanych
testosteronem, Hiermann i1 wsp. tlumacza obecno$cia komponentéw (o masie czasteczkowej
przewyzszajace] 1000 Da) we frakcji wodnej, wzmacniajacych biodostepnos¢ podawanego
egzogennie testosteronu [Hiermann 1 wsp., 1997]. Niebagatelne znaczenie w aspekcie rdéznych
wynikéw obu eksperymentow moze mie¢ réwniez odmienna zastosowana dawka ekstraktu oraz
czas dawkowania, co w konsekwencji moze wptywa¢ na gospodark¢ hormonow pitciowych
wewnatrz gruczotu, obwodowych, jak rowniez na odpowiednie zmiany na poziomie molekularnym
w komorkach gruczotu krokowego zwierzat.

Dotychczas nie opublikowano réwniez dostatecznej liczby badan przedklinicznych in vivo
oceniajacych m. in. wplyw ekstraktow czy gotowych preparatow opartych na bazie owocow
Serenoa repens na mase¢ (rozmiary) prostat u zwierzat eksperymentalnych. Ich wyniki nie sa
rowniez jednoznaczne. Badania Rhodes 1 wsp. przeprowadzone na kastrowanych samcach szczurow
stymulowanych testosteronem lub dihydrotestosteronem nie wykazaly zdolnosci preparatu
Permixon, w odroznieniu do finasterydu, do redukcji mas gruczoldw krokowych u zwierzat
[Rhodes i wsp., 1993]. Mitropoulos i zespot wykazali, iz podawany ekstrakt LSESr dawkowany

szczurom w ilosci 50 lub 100 mg/kg m.c. co drugg dobe przez 90 dni znacznie zredukowat
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akumulacj¢ komorek tucznych i doprowadzit do atrofii nabtonka w $rodkowym obszarze prostaty
brzusznej szczurdw bez znacznego wptywu na catkowita mase prostat [Mitropoulos i wsp., 2002].
Whasciwosci lipido-sterolowego ekstraktu (ang. lipid-sterolic extract of Serenoa repens; LSES)
redukujace mas¢ prostat nie zostaly jednoznacznie potwierdzono takze w badaniach na psach
[Barsanti i wsp., 2000].

Kolejne badania wskazuja na zdolnosci ekstraktow z S. repens do redukcji masy prostat
[Paubert Braquet i wsp., 1996; Van Coppenolle i wsp., 2000; Talpur i wsp., 2003; Carbajal i wsp.,
2005; Arruzazabala i wsp., 2006; Belostotskaia i wsp., 2006] oraz pecherza moczowego [OKki 1
wsp., 2005] u zwierzat doswiadczalnych. W badaniach tych nie zastosowano jednak schematu
doswiadczalnego zastosowanego w eksperymencie bedacym przedmiotem pracy doktorskiej. Okres
dawkowania ekstraktow obejmowal zwykle 14, 17, 30 dni lub 3 miesigce przy zastosowaniu
roznych dawek (w tym takze 100 mg/kg m.c. [Belostotskaia i wsp., 2006], jak i rowniez znacznie
przekraczajacej opisanej w niniejszej dysertacji, np. 200 — 400 mg/kg m.c. [Arruzazabala i wsp.,
2006]). Nie mozna zatem bezposrednio odnie$¢ uzyskanych w toku realizacji pracy doktorskiej
wynikow, opisujacych faktyczne obnizenie masy szczurzych prostat pod wptywem ekstraktow z E.
aangustifolium oraz S. repens, do wynikow danych literaturowych.

Podsumowujac ten etap badan wydaje si¢, ze oba wyciagi, gdy stosuje si¢ je bez indukcji
testosteronem wykazuja dziatanie zapobiegawcze, a natomiast ekstrakt z S. repens wykazujacy w
niniejszych badaniach zdolno§¢ hamownia indukowanych testosteronem zmian masy prostat moze
wykazywaé dziatanie lecznicze.

Wydaje sie, ze kluczowym etapem strategii zmierzajacej do zrozumienia efektu dziatania
ekstraktow roslinnych bedacych przedmiotem niniejszej dysertacji jest wyjasnienie ich wplywu na
gospodarke hormonalng oraz proba wyjasnienia ich molekularnego mechanizmu dziatania w

komorkach rozro$nigtego stercza.

5.4. Wplyw ekstraktow z Epilobium angustifolium i Serenoa repens na gospodarke
hormonalng

W Swietle aktualnego stanu wiedzy u podtoza patofizjologii BPH lezy zaburzona
gospodarka hormonéw plciowych, w szczegdlnosci dihydrotestosteronu, testosteronu oraz
estradiolu [Bartsch i wsp., 2002; Roberts i wsp., 2004; Lepor, 2005; Ellem i wsp, 2010; Nicholson i
wsp., 2011].

O ile zmiany stezen tych hormondéw na poziomie tkankowym w obrgbie rozrastajacego sie
stercza skorelowane sa zwykle ze zmianami jego objetosci i masy [Bartsch i wsp., 2002; Lepor,
2005; Ho i wsp., 2011; Azzouni i wsp., 2012], to jednoznaczne ustalenie stopnia wspotzaleznosci

pomiedzy zmianami stezen biodostepnego testosteronu, estradiolu w surowicy / osoczu oraz w
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homogenatach tkanek gruczolu krokowego, biatkowego markera PSA w surowicy pacjentow,
intensywnos$ci wystepowania okre§lonych dolegliwosci LUTS i tempa wzrostu masy i objetosci
gruczotu krokowego w okreslonych grupach wiekowych pacjentow ze zdiagnozowanym BPH nadal
pozostaje kwestig dyskusyjng [Lepor, 2005; Nicholson i wsp., 2011; Azzouni 1 wsp., 2012]. Udziat
wspomnianych hormonéw piciowych w patomechanizmie BPH pozostaje raczej bezsprzeczny.
Coraz czgsciej postulowany jest ich charakter permisywny, tj. predysponujacy, niejako ulatwiajacy,
czy tez przys$pieszajacy progresj¢ schorzenia, ale go nie indukujacy [Wright i wsp., 1999; Huggins i
wsp., 2002; Cunha i wsp., 2004; Ho 1 wsp., 2011]. Formowane jest przekonanie, iz rozwoj
schorzenia wymaga¢ moze obecno$ci androgenow syntetyzowanych w jadrach juz w toku rozwoju,
dojrzewania, a nie tylko w okresie starzenia si¢ m¢zczyzn [Cunha i wsp., 2004].

W toku oceny wlasciwosci antyproliferacyjnych ekstraktow z E. angustifolium oraz S.
repens we wszystkich grupach zwierzat otrzymujacych testosteron sam lub wraz z ww. wyciagami i
finasterydem odnotowano wzrost st¢zenia wolnego T 1 DHT wzglgdem kontrolnych zwierzat [Tab.
37-41]. Za wzrost stezenia wolnego T 1 DHT w osoczu zwierzat odpowiedzialna moze by¢ m. in.
zastosowana w eksperymencie dawka testosteronu i okres jego dawkowania [40 mg/kg m.c. 3 razy
co 7 dzien [wg. Kosowicz 1 wsp., 2004]. U zwierzat stymulowanych hormonalnie, otrzymujacych
ekstrakt z E. angustifolium zauwazono znaczne podwyzszenie st¢zenia wolnego T i DHT, kolejno o
170% i 439%, jak i estradiolu o 36 % wzgledem szczuréw poddanych dziataniu samego
testosteronu. Efekt ten dla stezenia estradiolu byt podobny do dziatania finasterydu u zwierzat TF
[Tab. 40, 41]. Z kolei odmienny efekt dziatania dostrzegalny jest w przypadku wyciagu z S. repens.
W tej grupie szczur6w nastgpito nieznaczne obnizenie wolnego T (o 12%), podczas gdy stezenie
DHT praktycznie nie uleglo zmianie (podwyzszenie st¢zenia o 1,3%) [Tab. 40, 41].

W toku analizy zmian profilu stezen badanych hormondéw oraz zmian mas szczurzych
prostat (ich ptatdbw) mozna dostrzec pewien zakres korelacji pomie¢dzy redukcja masy prostat
(ptatow) u szczuréw TS (redukcja o 20,3%) [Tab. 43.] a obnizeniem st¢zenia wolnego T w ich
osoczu (0 12%), [Tab. 37]. Taka korelacja nie wystepuje w przypadku zwierzat otrzymujacych
ekstrakt z E. angustifolium. W grupie TE doszto bowiem do nieznacznego obnizenia masy prostat
(redukcja o 4,1%) (w zblizony sposob réwniez dla masy ptata brzusznego) [Tab. 42, 43] pomimo
znacznego podwyzszenia st¢zenia wszystkich badanych hormonow [Tab. 40, 41].

Z powodu brakujacej liczby doniesien literaturowych dotyczacych badan z wykorzystaniem
modelu eksperymentalnego podobnego do zastosowanego w niniejszej dysertacji nie mozliwa jest
bezposrednia konfrontacja uzyskanych wynikéw. W badaniach Koziorowski 1 wsp. stwierdzono
tendencje do zahamowania wzrostu stgzenia obwodowego T i E2 pod wptywem ekstraktu z E.
angustifolium u zwierzat stymulowanych hormonalnie, ale doswiadczenie te przeprowadzono na

knurkach $winiodzika przy zastosowaniu odrebnego schematu dawkowania, bowiem iniekcje T w
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ilosci 100 mg/ml na osobnika przeprowadzono w 1, 6 1 12 dniu eksperymentu, a dawka wyciagu
wodnego z E. angustifolium wynosita 800 mg/dobe (2 x 400 mg)/14 dni [Koziorowski i wsp.,
2006]. Nie jest wykluczone, iz na podwyzszone stgzenia wolnego T, DHT, E2 obserwowane w
niniejszej pracy pod wplywem wodnego ekstraktu z E. angustifolium mogly mie¢ wplyw bio-
aktywne metabolity w nim zawarte, w szczegolnosci te o potencjalnym lub udowodnionym anty-
androgennym potencjale (oenotena A i1 B, flawonoidy, wolne kwasy tluszczowe), powodujace
uwalnianie si¢ hormonéw z frakcji obwodowych biatek SHBG transportujacych hormony plciowe
lub tez komorek tucznych obwodowej tkanki tluszczowej lub w okolicy nerek u zwierzat
eksperymentalnych. W konsekwencji mogto to doprowadzi¢ do zwigkszenia ich puli mozliwej do
detekcji przy pomocy metody ELISA. Hipoteza ta wymaga jednak potwierdzenia
eksperymentalnego.

Brakuje réwniez danych eksperymentalnych w ww. aspekcie dla ekstraktu z S. repens, ktore
potwierdzatyby jednoznacznie jego postulowany antyandrogenny charakter, a w niniejszej pracy nie
zaobserwowano takiego wyraznego efektu jesli chodzi st¢zenia T, DHT czy E2. Posrednie dowody
thumaczace efekt dziatania ekstraktu z S. repens dostarczaja liczne badania kliniczne, szerzej

omoOwione w rozdziale 1.8.

5.5. Wplyw ekstraktow z Epilobium angustifolium i Serenoa repens na profil ekspresji genéw
bioracych udzial w patogenezie BPH

5.5.1. Wykorzystanie analiz ekspresji genow w ocenie patomechanizmu BPH

Prostata jest jednym z niewielu organéw wewngetrznych, ktore ulega powigkszaniu w wieku

dorostym [Schauer 1 wsp., 2011]. Jak wspomniano w rozdziale 1.1.2. istotng sktadowg stercza jest
tkanka gruczolowa obejmujaca komorki nabtonka o charakterze wydzielniczym zebrane w postaci
gron w obrebie podscieliska wtoknisto-mig$niowego.
Pomimo znacznego postgpu w obszarze badan nad patofizjologia gruczolu krokowego doktadne
mechanizmy regulujgce proces rozrostu stercza w ontogenezie mezczyzn, a takze wplywajace na
zmiany chorobowe prowadzace do fenotypu BPH nie zostaly w pelni poznane [Briganti 1 wsp.,
2009; Schauer i1 wsp., 2011; Roosen i1 wsp., 2013]. Cecha wspdlna taczaca liczne teorie thumaczace
etiologi¢ BPH jest proces fizjologicznego starzenia si¢ organizmu mezczyzny jako centralny
mechanizm 1inicjacji 1 rozwoju choroby, zaburzenie regulacji oddzialywania nablonka
wydzielniczego 1 komorek zrgbu, gtownie w strefie przejsciowej, lokalne procesy naprawcze i
zapalne, a w szczegdlnosci wybitnie androgeno- i estrogeno-zalezny charakter poszczegolnych stref
gruczotu krokowego [McNeal, 1990; Cunha i wsp., 2003; Briganti i wsp., 2009; Schauer i wsp.,
2011].
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Obecnie powszechng strategig funkcjonalnej charakterystyki genow 1 molekularnych $ciezek
sygnalizacyjnych w komorkach prostaty, kluczowych na réznych etapach organogenezy gruczotu
krokowego 1 jego patofizjologii, sg techniki profilowania ich ekspresji [Pritchard i wsp., 2008].
Analiza funcjonalna gendéw, jak i1 ich produktéw, dostarcza cennych informacji dotyczacych
molekularnych aspektéow rozwoju 1 roéznicowania poszczegolnych rejonow stercza w okresie
ontogenezy [Pritchard 1 wsp., 2008; Prins i wsp., 2008; Timms i wsp., 2011; Powers i wsp., 2013].
Profilowanie ekspresji gendw w komorkach prostaty, w szczegdlnosci pochodzacych z kazdej ze
stref, przyczynia si¢ do wujawnienia specyficznych ro6znic pomigedzy obwodowym (postac
nowotworowa) i strefy przejsciowej (BPH) typem zmian produktow genowych modulujacych
aktywno$¢ komorek zrebu i bantonka, wptywajac w ten sposob na zakres ich interakcji, co moze
sugerowac, iz schorzenie te moze mie¢ rowniez silny strefowo-specyficzny charakter [van der
Heul-Nieuwenhuijsen i wsp., 2006; Schauer i wsp., 2011].

Analiza fukcjonalna i opisowa (m. in. analiza morfometryczna, histopatologiczna) wykonana w
szeregu eksperymentach wykazala przede wszystkim istotng role oddzialywania androgenow /
estrogendow na fukcjonowanie genéow w komoérkach prostaty, w szczeg6lnosci w obrebie
podscieliska oraz ich wptyw na skale i zakres interakcji w obrgbie nabtonka i/ lub mezenchymy w
procesie rdznicowania si¢ poszczeg6élnych rejondw gruczolu krokowego [Cunha i wsp., 2003;
Pritchard i1 wsp., 2008; Schauer i wsp., 2011; Powers i wsp., 2013].

Kluczowym dla zrozumienia wplywu licznych genéow 1 ich produktow biatkowych na
funkcjonowanie komorek poszczegélnych stref prostaty sa wyniki badan, oprocz najliczniejszych
przeprowadzonych na hodowlach komoérkowych [Zhao 1 wsp., 2007], rowniez z wykorzystaniem
zwierzat doswiadczalnych, gtownie myszy 1 szczuréw [Dadras 1 wsp., 2001; Abate-Shen 1 wsp.,
2002; Abbott i wsp., 2003; Pritchard 1 wsp., 2008; Nicholson 1 wsp., 2013; Prajapati i wsp., 2014], a
takze analizy materialu tkankowego, pobranego najczesciej od pacjentow poddanych radykalnej
prostatektomii [van der Heul-Nieuwenhuijsen i wsp., 2006; Powers 1 wsp., 2013; Khvostova i wsp.,
2014; Velaeti 1 wsp., 2014; Paziewska 1 wsp., 2014]. Miedzy innymi w badaniach van der Heul-
Nieuwenhuijsen 1 wsp. uwidoczniono odmienny profilu ekspresji genéow w poszczegdlnych
rejonach rozro$nigtej prostaty, w ktorych potwierdzono nadekspresj¢ 199 gendéw w  strefie
obowodowej, podczas gdy w strefie przejsciowej indukcje odnotowano w przypadku 147 genow

[van der Heul-Nieuwenhuijsen i wsp., 2006].

152



5.5.2. Analiza zmian ekspresji genow metabolizmu androgendéw w poszczegolnych platach
szczurzych prostat

5.5.2.1. Ocena wplywu ekstraktow roslinnych na transkrypcje mRNA reduktaz steroidowych

Jak opisano w rozdziale 1.4.2.1. gldownym enzymem przeksztalcajagcym T w DHT jest
enzym Sa-reduktaza steroidowa (SRd5ar) [EC 1.3.99.5] wystgpujaca przewaznie w postaci dwoch
izoform (typu 1 i 2) [Zhu i1 wsp., 2009; Sanchez i wsp., 2013] o odmiennej lokalizacji
chromosomalnej genu kodujacego, dystrybucji w organizmie cztlowieka, parametrach kinetycznych,
czy tez optimum aktywnos$ci w zalezno$ci od pH [Tab. 1.] [Jenkins i wsp., 1992; Thigpen i wsp.,
1993; Russell i wsp., 1994].

W komoérkach ludzkiej prostaty [Thigpen i wsp., 1993; Bruchovsky i wsp., 1988; Eicheler i
wsp., 1994; Levine 1 wsp., 1996; Negri-Cesi 1 wsp., 1998; Negri-Cesi 1 wsp., 1999; Febbo 1 wsp.,
1999; Zhu i wsp., 2003; Thomas i wsp., 2003; Thomas 1 wsp., 2005; Thomas i wsp., 2008; Thomas i
wsp., 2009; Zhao i wsp., 2007; Zhu i wsp., 2009], jak rowniez u zwierzat doswiadczalnych [Span i
wsp., 2000; Mahendroo i wsp., 2001; Torres i wsp., 2003; Assinder i wsp., 2004] wykazano
obecno$¢, podwyzszenie aktywnos$ci 1 / lub ekspresji (na poziomie transkryptu lub biatka) obu
izoform 5a-reduktazy steroidowej. SRdS5ar2 ulega ekspresji gtownie w komodrkach zrgbu i
podstawnych nablonka [Silver 1 wsp., 1994], podczas gdy SRdSarl wystepuje gltoéwnie w
komorkach nablonkowych [Levine i wsp., 1996; Torres i wsp., 2003; Zhu i wsp., 2009]. Przewagge
ekspresji izoformy typu 1 w cze$ci bazalnej komoérek nabtonkowych prostat, a izoformy typu 2 w
obrebie zrebu potwierdzono m. in. u szczuréw [Assinder i wsp., 2004].

Izoformie typu 2 przypisuje sie gtdéwny udziat w patogenezie BPH [Zhu 1 wsp., 2009;
Sanchez 1 wsp., 2013]. Nie bez znaczenia pozostaje rowniez izoforma typu 1 [Iehle 1 wsp., 1999;
Mahendroo 1 wsp., 2001; Torres i wsp., 2003].

Analiza wycinkéw tkanek prostat pochodzacych od pacjentdéw z rozro$nigtym gruczotem
krokowym réwniez potwierdza obecno$¢, wzmozong aktywno$¢ oraz ekspresje obu izoform Sa-
reduktazy steroidowej [Eicheler 1 wsp., 1994; Levine 1 wsp., 1996], z przewagg izoenzymu typu 2
[Silver i wsp., 1994], na réznym stadium progresji rozrostu stercza, zarowno postaci tagodnej
[Eicheler i wsp., 1994; Thomas i wsp., 2003; Thomas i wsp., 2005; Thomas 1 wsp., 2008; Powers i
wsp., 2013], jak i nowotworowej [ Thomas i wsp., 2003; Thomas 1 wsp., 2005; Thomas 1 wsp., 2008;
Thomas i wsp., 2009; Zhu i1 wsp., 2009; Li i wsp., 2009; Li 1 wsp., 2011; Niu 1 wsp., 2011].

Wykazano m. in., iz aktywno§¢ SRdS5ar u pacjentow z BPH moze by¢ dwukrotnie do
trzykrotnie wyzsza niz u oséb zdrowych [Bruchovsky i wsp., 1988]. Istnieje takze podwyzszone
ryzyko wystgpienia formy nowotworowej u pacjentow ze zwickszong aktywnoscig reduktaz [Febbo

1 wsp., 1999] oraz ich poziomem, w szczegolno$ci SRd5ar1l [Thomas i wsp., 2009; Sanchez i wsp.,
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2013]. Wyniki szeregu prac wskazuja na kilkukrotnie (trzykrotnie do czterokrotnie) wyzsza
aktywnos$¢ SRd5ar w skrawkach tkanek zto§liwej postaci nowotworowej prostat, w poréwnaniu do
probek BPH [Iehle i wsp., 1999; Thomas i wsp., 2005; Thomas i wsp., 2008; Sanchez i wsp., 2013].

W prowadzonych w ramach pracy doktorskiej badaniach stwierdzono znaczng indukcje
transkrypcji mRNA obu reduktaz w placie brzusznym i grzbietowym u szczuréw poddanych
kastracji, poddanych stymulacji T. W cze$ci brzusznej odnotowano trankrypcje SRd5arl i SRd5ar2
na poziomie o 723 i 703% wyzszym niz w przypadku zwierzat kontrolnych, natomiast w cze$ci
grzbietowe] stwierdzono znacznie wyzszy poziom mRNA obu izoform, odpowiednio o 2362% 1
1263%. Uzyskane wyniki odzwierciedlajg wyniki przytoczonych powyzej badan, w ktérych
stwierdzano podwyzszony poziom obu reduktaz, zwlaszcza izoformy typu 2 w proliferujacych
komorkach stercza lub w tkankach rozrosnietej prostaty [Tab. 32.].

Wzmozona transkrypcja mRNA obu izoform 5a-reduktazy steroidowej w poszczeg6lnych
ptatach szczurzych prostat pod wptywem testosteronu moze by¢ konsekwencja zwigkszonej jej
aktywnos$ci prowadzacej do podwyzszonego stgzenia DHT w komorkach zrgbu, w szczegdlnosci
ptata brzusznego prostat u szczuréw poddanych kastracji, co wykazano w pracach m. in. Wright i
wsp. [Wright 1 wsp., 1996; Wright i wsp., 1999]. Roéwniez w do$wiadczeniu na szczurach
kastrowanych 1 nie poddanych kastracji przeprowadzonym przez Avilla i wsp. wykazano posrednio
androgeno-zalezng aktywacje SRdSar pod wptywem T i DHT. Stwierdzono bowiem indukcje¢ pod
wptywem transkrypcji szeregu, odmiennych gendéw bedacych pod kontrolg T Iub DHT, uzytych w
doswiadczeniu, co moze by¢ konsekwencja odmiennego powinowactwa obu hormonéw do miejsc
aktywnych AR [Avila 1 wsp., 1998]. W badaniach Torres i wsp. wykazano wzrost transkrypcji
mRNA obu izoform Sa-reduktazy steroidowej w szczurzych prostatach a obecnoscig egzogennego
testosteronu [Torres 1 wsp., 2003], co potwierdza silny androgeno-zalezne podtoze ich aktywnosci,
jak 1 maszynerii transkrypcyjnej regulujacej proces transkrypcji gendw je kodujace. Badania
Sanchez 1 wsp. rowniez potwierdzaja znaczng indukcje transkrypcji mRNA w brzusznym ptlacie
szczurzych prostat pod wptywem T [Sanchez 1 wsp., 2013].

Dotychczas nie opublikowano wynikow badan podejmujacych probe wyjasnienia
molekularnego mechanizmu dzialania wyciagow E. angustifolium oraz S. repens u szczurOw z
indukowanym testosteronem rozrostem prostaty. Stad tez niemozliwe jest bezposrednie odniesienie
do danych literaturowych uzyskanych wynikéw [Tab. 32, 33].

W badaniach bedacych przedmiotem pracy doktorskiej stwierdzono, iz oba ekstrakty
ro$linne znacznie indukowaty transkrypcje mRNA obu reduktaz w obu ptatach u zwierzat TE 1 TS,
w odniesieniu do szczuréw kontrolnych. Natomiast w odniesieniu do szczuréw indukowanych T
badane ekstrakty ros$linne w-zblizonym stopniu obnizyly poziom mRNA izoform Sa-reduktazy

steroidowej [Tab. 32]. Zauwazono bowiem, ze poziom mRNA izoformy typu 1 ulegt bardziej
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znaczgcemu obnizeniu u szczurow TE 1 TS, w szczegdlnosci w placie grzbietowym, w ktorym
stwierdzono obnizenie ilosci transkryptéw SRd5ar1, kolejno o 87% 1 82,1%, wzgledem szczurow T.
Podobne efekty w tym ptlacie osiggni¢to dla finasterydu podawanegp lacznie testosteronem, stad
mozna domniemywa¢ o podobnym mechanizmie dziatania obu wyciggdw na ekspresje SRd5arl,
Jednak w stosunku do drugiej izoformy takiej zalezno$ci nie stwierdzono, poniewaz efekt
wykazywany przez zwierzgta TF w stosunku do ekspresji SRd5ar2 byl znacznie silniejszy niz
wykazywaty to zwierzeta TE 1 TS.

Nieco odmienny efekt dziatania wyciggdw zauwazono w placie brzusznym. Obecnosé
ekstraktu z E. angustifolium u szczurow TE spowodowata obnizenie poziomu mRNA SRd5arl i
SRd5ar2 kolejno o 47% 1 11%, podczas gdy obecnos$¢ ekstraktu z S. repems praktycznie nie
wplyneta na transkrypcje mRNA izoformy typu 2 (obnizenie poziomu o 0,4%). Trudno w tym
przypadku odnosi¢ efekty wyciaggow do dzialania finasterydu, poniewaz w placie brzusznym
zauwazono 125% wzrost aktywnosci o zwierzat TF.

Zaprezentowane wyniki, opisujace wplyw ekstraktow z E. angustifolium 1 S. repens na
poziom wyzej wymienionych mRNA sa pierwszymi tego typu przedstawiownymi w modelu in
Vivo.

Przedstawione rdznice na poziomie transkrypcji izoform SRd5ar mogg by¢ konsekwencja
réznicy w masach poszczegdlnych platow u szczuréw indukowanych testosteronem, a wigc i
potencjalnej odmiennej biodostgpnosci bio-aktywnych metabolitow obu ekstraktow roslinnych,
podwyzszonego stezenia samego T uzytego w do$wiadczeniu, jak réwniez 1 odmiennego ich profilu
fitochemicznego.

Opublikowano wyniki szeregu prac eksperymentalnych, w przewazajacej liczbie
przeprowadzonych w warunkach hodowli in vitro komodrek prostaty, wskazujacych na hamowanie
przez ekstrakty z owocow Serenoa repens aktywnos$ci Sa - reduktazy steroidowej [Rhodes 1 wsp.,
1993; Delos 1 wsp., 1994; Hill i wsp., 2004], gtownie w sposéb niekompetecyjny [Delos i wsp.,
1994; Iehle 1 wsp., 1995; Bayne i wsp., 1999; Hill i wsp., 2004]. Postacig ekstraktu lipido-
sterolowego jaki podano analizom byt rowniez preparat Permixon [Bayne 1 wsp., 1999; Hill 1 wsp.,
2004; Habib i wsp., 2005] lub suplement diety ,,PC-SPES* [Hsieh i1 wsp., 2002]. Brak jest jednak
dostatecznej liczby opublikowanych danych oceniajacych ich zdolno$¢ do zmiany profilu ekspres;ji
wigkszej liczby androgeno- 1 estrogeno-zaleznych genéow w komorkach wchodzacych w sktad
gruczotu krokowego.

W latach 80. w eksperymencie na linii komdrkowej ludzkich fibrobalstow wykazano, Ze
lipido-sterolowy ekstrakt z owocow S. repens wykazwat zdolno$¢ do hamowania syntezy DHT i
aktywno$¢ enzymu reduktazy-3-ketosteroidowej metabolizujacej przeksztatcanie DHT w Sa-

androstan-3-a-17-B-diol [Sultan 1 wsp., 1984]. W badaniach Delos i wsp. podjeto probe porownania
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potencjatu inhibicyjnego dwodch azasteroidéw, w tym finasterydu oraz heksanowego ekstraktu
LSESr na zdolno$¢ hamowania aktywnosci Sa-reduktazy typu 1, obecnej w linii ludzkich komoérek
raka prostaty DU-145 o niskiej wrazliwo$ci androgenowej, w kulturze komorek insekta
transfekowanych bakulowirusem [Delos 1 wsp., 1994]. Wykazano w komorkach DU-145 m. in.
blisko 3 — krotnie bardziej znaczaca, niekompetycyjng inhibicje aktywno$ci badanej izoformy
enzymu pod wplywem ekstraktu, w poréwnaniu do finasterydu [ICsy = 264 £ 55 nM], co, zdaniem
autoréw, mogto znaczaco wptynaé na ilos¢ tej izoformy w komodrkach. Ten posredni wptyw na
liczbe kopii analizowanej izoformy reduktazy steroidowej autorzy ttumaczg wptywem LSESr na
integralno$¢ 1 charakter lipidowy blony komoérkowej, ktorej to obecnos¢ wymagana jest do
zachowania natywnej konformacji przez enzym.

W badanich Hill i wsp., majacych na celu ustalenie wptywu preparatu Permixon [10 i
100pg/ml] na zahamowanie proliferacji nowotworowych komorek prostaty: androgenozaleznych
PC-3 i androgeniezaleznych LNCaP oraz komorkach raka piersi MCF-7, stwierdzono nieznaczna
zdolnos$¢ ekstraktu do inhibicji aktywnosci Sa-reduktazy typu 2 [Hill 1 wsp., 2004]. W kolejnym
badaniu, przeprowadzonym przez Iehle i1 wsp., lipidowo-sterolowy ekstrakt S. repens wykazat
nickometencyjng inhibicje¢ aktywno$ci obu izozymow reduktazy steroidowej. W tym przypadku
réwniez postulowano jego zdolnos$¢ do modulowania srodowiska blony komoérkowej, kluczowej dla
funkcjonowania Sa-reduktazy [lehle i wsp., 1995]. Rowniez w badaniach na kulturach ludzkich
komoérek nablonkowych i fibroblastow prostaty, przeprowadzonych przez Bayne 1 wsp.,
zaobserwowano ww. wlasciwosci, a takze zahamowanie aktywno$ci dehydrogenazy 17-f-
hydroksysteroidowa (178-HSD) (enzymu odpowiadajacy za przeksztatcanie androstendionu
w testosteron) [Bayne 1 wsp., 1999]. Analiza mikroskopowa wykazata istotne zmiany
morfologiczne 1 cytologiczne komodrek nablonkowych i fibroblastéw prostaty, wlacznie
z degradacja frakcji $rédkomorkowych blton (gléwnie blon mitochondrialnych 1 jadra
komoérkowego). Ponadto analizowany preparat Permixon nie wplywat znaczaco na sekrecje
markera PSA, co zdaniem autoréw, moglo sugerowwac, iz nie miat on wptywu na inne procesy
komoérkowe, bedace pod kontrolg funcjonalng androgendéw, a w tym na zdolno$¢ do wigzania si¢
ligandow z AR.

Badania Habib 1 wsp. oraz Hsieh 1 wsp., obejmujace ocen¢ wptywu preparatu Permixon na
aktywno$¢ androgendow w androgenozaleznych komorkach raka prostaty LNCaP, nie wykazaty
bezsprzecznie czy LSES moze wptywaé na sekrecje markera PSA [Hsieh i wsp., 2002; Habib i
wsp., 2005]

Badania witasciwos$ci antyproliferacyjnych z wykorzystaniem ekstraktow Epilobium sp.,
przeprowadzone gtownie w modelu hodowli komodrkowych dostarczaja posrednich dowoddéw

$wiadczacych ich wlasciwosciach wptywajacych na gospodarke hormonalng [Hiermann i wsp.,
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1997; Vitalone 1 wsp., 2001; Vitalone i wsp., 2006; Kiss 1 wsp., 2004; Kiss 1 wsp., 2006; Stolarczyk
1 wsp., 2013]. Ponadto wyniki badan przeprowadzone przez Lesuisse i wsp. [Lesuisse 1 wsp., 1996]
oraz Ducrey i wsp. [Ducrey i wsp., 1997] wskazaly na mozliwo$¢ oddziatywania kluczowych
metabolitow wtornych zawartych w poszczegdlnych frakcjach ekstraktow z Epilobium sp. na
aktywno$¢ SRdSar. Jednakze Zzadne ztych badan nie podejmowalo oceny zmian na poziomie

transkrypcji obu izoform reduktazy steroidowe;.

5.5.2.2. Ocena wplywu ekstraktow roslinnych na transkrypcje mRNA AR oraz wybranych
genow genomowego oraz niegenomowego szlaku sygnalizacji wewnatrzkomorkowej
zaleznej od androgenow

Jak opisano w rozdziale 1.4.2.1. kluczowa role patogenezie BPH przypisuje si¢ rowniez
receptorowi androgenowemu, z uwagi na fakt, iz T 1 DHT, w komoérkach prostaty wiaza sie¢ do AR,
jednakze powinowactwo DHT do receptora jest znacznie wigksze [Andriole i wsp., 2004]. Po
przylaczeniu si¢ liganda do odpowiednich kieszeni AR indukuje kaskad¢ zmian prowadzacych
transkrypcje szeregu gendow promujacych proliferacje komorek stercza i zwiekszanie ich objetosci
[Wilson i wsp., 1980; Wilson, 1980; Thigpen, 1992; Briganti i wsp., 2009; Yadav i wsp., 2012;
[zumi i wsp., 2013].

Wykazano nieznaczny, odmienny wptyw ekstraktow z E. angustifolium oraz S. repens
wplyw na transkrypcje mRNA receptora androgenowego w obu ptatach szczurow indukowanych
hormonalnie. W placie brzusznym u zwierzat TE poziom mRNA AR ulegl podwyzszeniu zaledwie
o 5,15%, wzgledem grupy T. Obecno$¢ ekstraktu z Serenoa repens (grupa TS) spowodowata
obnizenie ilosci transkryptow kolejno o 7,73% (nieznamienne). W placie grzbietowym zmiana
profilu transkrypcji AR pod wptywem obu ekstraktow byla na poziomie zblizonym, chociaz
przeciwstawnym [Tab. 32.].

W s$wietle aktualnego stanu wiedzy trudno jest w bezposredni sposob odnies¢ wyniki badan
do danych literaturowych. Nie opublikowano bowiem badan oceniajagcych zmiany poziomu mRNA
AR u szczuréw zindukowanym testosteronem rozrostem stercza pod wplywem badanych
ekstraktow roslinnych.

W szeregu pracach eksperymentalnych, przeprowadzonych gtéwnie w warunkach hodowli
in vitro, oceniano molekulane podloze zmian aktywnosci 1 iloSciowych AR w procesie
patologicznej proliferacji komorek prostaty, takze pod wptywem réznych ksenobiotykéw [Powers 1
wsp., 2013]. Wzrasta tez liczba badan podejmujacych probe oszacowania zmian ekspresji i
aktywnos$ci AR poszczegolnych rejonach prostat z wykorzystaniem zwierzat doswiadczalnych

[Scolnik 1 wsp., 1994; Powers 1 wsp., 2013].

157



Stwierdzono m. in. obnizenie poziomu mRNA AR w czg$ci grzbietowo-bocznej prostat u
szczurOw otrzymujacych metimazol, co byto skorelowane z obnizeniem poziomu biatka, zaré6wno
w tej czesci, jak 1 brzusznej [Aruldhas i wsp., 2010].

W badaniach Prajapati i wsp. w indukowanym obecno$cig kadmu rozrostu prostaty u
szczuréw rowniez stwierdzono zrdznicowany stopien indukcji ekspresji AR 1 ERa w zalezno$ci od
lokalizacji w narzadzie [Prajapati i wsp., 2014]. Wykazano takze obnizenie poziomu ekspresji AR i
ERa w brzusznej cze$ci prostaty u szczurdw poddanych ekspozycji polichlorowanych bifenyli [2
mg/kg/dobe; 1.p.] skorelowane zpodwyzszeniem m. in. testosteronu, estradiolu w surowicy
[Selvakumar 1 wsp., 2011].

Zmiana aktywnosci AR pod wplywem y-tokoferolu zostata rowniez wykazana w u szczuréw
z dysplazja nabtonkowa brzusznych prostat wywotang obecnoscia N-metylo-N-nitrozomoczniku
[Sanches 1 wsp., 2013].

Ponadto zaobserwowano skorelowane z redukcja ekspresji AR obnizenie mas szeregu
androgeno-zaleznych organéw (m. in. prostaty brzusznej, najadrzy, pg¢cherzykow nasiennych,
dzwigacza odbytu, gruczoléw Cowpera) u samcoéw szczuréOw pokolenia F1 pod wptywem di (n-
butylo) — ftalanu [250, 500, 700 mg/kg/dobe] lub flutamidu [1, 12.5, or 25 mg/kg/dobg]
podawanego samicom in utero w 10 — 19 — tym dniu cigzy [Kim i wsp., 2010].

Na skomplikowany charakter molekularnych zalezno$ci pomigdzy zmianami ekspresji AR
oraz szeregu czynnikow komorkowych wskazuja m. in. badania Kumar i wsp. [Kumar i wsp.,
2012]. W badaniach in vitro eksplantantu tkanki prostaty pobranej od pacjentéw cierpigcych na
BPH wykazano obnizenie ekspresji mRNA i biatka AR, ER-a, a takze czynnikéw wzrostu: EGF-R
1 IGF-1, podczas gdy poziom ERB, TGFB1 oraz kinaz szlaku sygnalizacji wewnatrzkomorkowej
(Fas and FasL) ulegt obnizeniu pod wplywem wybranych SERM [Kumar 1 wsp., 2012].

Przyktadem prac eksperymentalnych nad farmakoterpia schorzen prostaty z wykorzystaniem
indukcji testosteronowej u szczurOw sa m. in. badania Rick 1 wsp. [Rick 1 wsp., 2011]. W badaniach
tych nie zaobserwowano jednak znaczacych zmian w poziomie ekspresji mRNA 1 biatka AR w
prostatach u szczuréw (do indukcji wykorzystano komercyjne silikonowe implanty zawierajace T).
Efekt redukcji masy prostat wywolany obecnoscig cetroreliksu, odwracalnego antagonisty
LHRH [0,625 mg/kg/dobe; p.o.], korelowal z obnizeniem poziomu ekpresji AR oraz szeregu
cytokin prozapalnych (IFN-y, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, 1L-8, IL-13, IL-15, IL-17) 1 czynnikow
wzrostu (EGF, FGF-2, FGF-7, FGF-8, FGF-14, TGF-B1, VEGF-A) [Rick i wsp., 2011].

Jedna zprzyczyn odmiennego efektu dziatania badanych wyciggow moze by¢
skomplikowana budowa samego receptora androgenowego, a takze jego fizjologiczne, komorkowe,

molekularne podioze dziatania i regulacja aktywnosci [Briganti 1 wsp., 2009; Benett i wsp., 2010;
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Yadav i wsp., 2012; Green i wsp., 2012; Izumi i wsp., 2013; Nicholson i wsp., 2013; Schrecengost 1
wsp., 2013]. Zagadnienie te szerzej omowiono w rozdziale 1.4.2.1.

Jak uprzednio wspomniano, oprocz bezposredniego wplywu oddziatywania z biatkami
komorkowe] maszynerii transkrypcyjnej na aktywno$¢ molekularng AR kluczowa role w tym
procesie odgrywaja tzw. biatka koregulatorowe: koregulatorowe i1 korepresory genowego i
niegenomowego szlaku sygnalizacji wewnatrzkomodrkowej [Lee i wsp., 2000; Wang 1 wsp., 2005;
Gao, 2010; Culig i wsp., 2012; van de Wijngaart i wsp., 2012; Izumi i wsp., 2013] [Ryc. 5.].

W toku badan bedacyh przedmiotem pracy doktorskiej oba ekstrakty przewaznie w sposob
znaczacy indukowaly transkrypcje mRNA biatek regulatorowych, tj. p68, Arip4 oraz RafA, Mapkl
1 Mapk3, w odniesieniu do zwierzat kontrolnych. W odniesieniu do zwierzat T obecno$¢ ekstraktow
prowadzita do obnizenia mRNA p68 i Arip4 cho¢ w stopniu slabszym niz stwierdzono to dla
dzialania finasterydu w obu ptatach prostaty. Dla mRNA RafA w obu ptatach efekty dziatania
wyciggow byly na zblizonym poziomie i nie wykazaly statystycznie istotnego wplywu na
transkrypcje¢ wywotang podawaniem testosteronu. Natomiast taczna obecno$¢ wyciggdw i
testosteronu powodowata hamowanie transkrypcji dla mRNA Mapkl i Mapk3 w pflacie
grzbietowym, podczas gdy w placie brzusznym przewaznie efekt ich dziatania byt odwrotny, w
stosunku do dziatania samego T [Tab. 35, 37.]. Wydaje si¢, Ze oba wyciagi, pomimo odmiennego
profilu chemicznego, w zblizony sposob wpltywaly na ekspresje analizowanych genéw
genomowego i niegenomowego szlaku zaleznego od androgendéw na poziomie mRNA. Jednakze w
proponowanym modelu wykazano androgenowe, w tym przypadku zalezne od testosteronu,
podloze regulacji ich transkrypcji.

Podobnie jak w przypadku AR trudno jest w bezposrednio odnie$¢ wyniki badan dla genow
genomowego 1 niegenomowego szlaku sygnalizaji wewnatrzkomorkowej do danych literaturowych.
Nie opublikowano bowiem wynikow prac oceniajacych zmiany ich transkrypcji u szczurdéw
z indukowanym testosteronem rozrostem stercza pod wplywem badanych ekstraktow roslinnych.
Zaprezentowane wyniki, opisujagce wpltyw ekstraktow z E. angustifolium 1 S. repens na poziom

wyzej wymienionych mRNA s3 pierwszymi tego typu przedstawiownymi w modelu in vivo.

5.5.3. Analiza zmian ekspresji genow metabolizmu estrogenéow w poszczegolnych platach
szczurzych prostat

W toku badan stwierdzono, iz oba wyciagi stabo oddzialywaly na trankrypcje¢ mRNA dla
CYP19 w zastosowanym modelu eksperymentalnym [Tab. 30, 31]. Ponadto u zwierzat
stymulowanych testosteronem oba ekstrakty indukowaty transkrypcje mRNA ERa i ERP w placie
grzbietowym oraz ERa w placie brzusznym. W ptlacie grzbietowym wzrost poziomu mRNA ERa i

ERPB w przypadku wyciagu z E. angustifolium byt zblizony 1 wynosit odpowiednio 14,3% i 14,2%,
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a obecnos¢ ekstraktu z S. repens u zwierzat TS spowodowata bardziej znaczaca indukcje, kolejno o
130% 1 36%. W placie brzusznym, w odniesieniu do zwierzat T, efekt ich dzialania na transkrypcje
mRNA obu receptoréw estrogenowych roznil si¢. Wyciag z S. repens wykazal tendencje do
silniejszego pobudzenia ERa i redukcji ilosci transkryptow ER [Tab. 22 — 25, 32.].

Podobnie jak w rozdziale powyzej rozny efekt dziatania ekstraktow z E. angustifolium i S.
repens w placie brzusznym i grzbietowym szczurzych prostat moze roéwniez wynikaé ze
skomplikowanej budowy receptorow ERa i ERP, czy tez regulacji ich aktywno$ci [Ellem i wsp.,
2009; Ho 1 wsp., 2011; Nicholson 1 wsp., 2011; Nicholson 1 wsp., 2013]. Uwaza si¢, ze estrogeny
moga stymulowac¢ proliferacje komorek nabtonka przewodow gruczolowych w obregbie ptatow
stercza, jak i komorek zrgbu [Coffey 1 wsp., 1990; Prins i wsp., 2006; Prins i wsp., 2008; Briganti i
wsp., 2009; Ellem i wsp., 2009; Ho i wsp., 2011; Nicholson i wsp., 2011]. Podkresla si¢ przy tym
dualistyczny charakter udzialu estrogenow za posrednictwem ER oraz aromatazy (CYP19) w
patomechamizmie BPH [Ho i wsp., 2011; Nicholson i wsp., 2013]. Ponadto udowodniono, iz ERa
ulega ekspresji gtownie w zrebie prostaty, a ERP jest zlokalizowany przede wszystkim, ale nie
wylacznie, w komorkach nabtonka [Weihua i wsp., 2002; Bosland, 2005; Ho i wsp., 2011;
Nicholson 1 wsp., 2013]. Izoformie a przypisuje si¢ glownie funkcje stymulujacag proliferacje
komorek [Bosland, 2005; Bonkhoff i wsp., 2003; Bonkhoff i wsp., 2009; Kawashima i wsp., 2012].
Stad tez odmienny mechanizm dzialania badanych wyciaggow u szczurow indukowanych
testosteronem moze by¢ posrednio konsekwencja zrdznicowanej budowy histologicznej obu
rozrosnietych platéw, réznego udziatu frakcji komorek nabtonka w stosunku do komorek zrgbu, w
szczegb6lnosci w placie brzusznym, zréznicowanej reprezentacji obu izoform ER w ptatach, co
moglo si¢ przetozy¢ na odmienny charakter dostgpnosci biologicznej metabolitow wtornych obu
ekstraktow roslinnych. Potwierdzenie lub zaprzeczenie przytoczonych zatozen wymaga jednak
dalszych prac eksperymentalnych w tym zakresie.

W $wietle przedstawionych wynikow badan zachodzi zatem potrzeba przeprowadzenia
dalszych kompleksowych badan nad obydwoma wyciggami roslinnymi w uwzglednieniem ich
dhugotrwatego podawania zwierzetom, by¢ moze z uzyciem réznych dawek, a takze sprawdzenia
efektywnosci dziatania przy lacznym podawaniu obu wyciggow. By¢ moze, w takim schemacie
eksperymentalnym, efekt ich dziatania moze przybra¢ bardziej znamienny, synergistyczny,

wzglednie addytywny charakter.
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6. WNIOSKI

1.

10.

11.

Wycigg wodny z ziela Epilobium angustifolium prowadzi do poprawy uposledzonych w
wyniku rozrostu gruczolu krokowego, parametréw mikcji, zardwno objetosci jak i czestosci
oddawanego moczu u zwierzat doswiadczalnych.

Wyciag z ziela Epilobium angustifolium wykazuje cechy preparatu o obwodowym dziataniu
przeciwzapalnym.

Wyciag z ziela Epilobium angustifolium oraz wyciag z Serenoa repens hamujg wzrost masy
prostat i wykazuja dzialanie zapobiegawcze, chociaz w warunkach indukowanego rozrostu
prostaty efekt silniejszy wykazuje ekstrakt z Serenoa repens.

Wyciag z ziela Epilobium angustifolium powoduje wzrost stezenia testosteronu,
dihydrotestosteronu 1 estradiolu w surowicy zwierzat indukowanych terstosteronem
wykazujac tym samym odmienny wptyw niz wyciag z Serenoa repens.

U szczurow indukowanych testosteronem wykazano wyrazny hamujacy charakter
ekstraktow z E. angustifolium 1 S. repens poprzez wptyw na ekspresje mRNA obu izoform
reduktazy steroidowej w szczegdlnosci w placie grzbietowym prostaty szczuréw.

U szczuréw indukowanych testosteronem nie wykazano wptywu wyciggdéw na ekspresje
mRNA dla receptora androgenowego.

Wyciag z S. repens wykazal pobudzenie ekspresji mRNA receptora ERa zwlaszcza w placie
grzebietowym szczurdw z indukowanym testosteronem przerostem prostaty.

Oba wyciagi stabo oddzialywuja na ekspresj¢ mRNA dla CYP19 aromatazy w
zastosowanym modelu przerostu prostaty u szczurdw.

Oba ekstrakty indukuja transkrypcje mRNA bialek regulatorowych, tj. p68, Arip4 oraz
RafA, Mapk1 1 Mapk3.

Oba wyciagi dziataja hamujaco na wywotang testosteronem indukcj¢ mRNA dla p68 i
Arip4.

Kierunek dziatania wyciagdw w potaczeniu z testosteronem na transkrypcje mRNA biatek

Mapkl1 1 Mapk3 jest rozny w zaleznosci cz¢$ci analizowanej prostaty.
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7. STRESZCZENIE

» Wplyw wyciagow z Epilobium angustifolium i Serenoa repens na ekspresje genéow zwigzanych

z patogeneza lagodnego przerostu gruczolu krokowego“.

Celem pracy byto zbadanie in vivo obwodowego dziatania przeciwzapalnego (w modelu
indukcji obrzeku tapy karagening) 1 wlasciwosci hamujacych diureze suchego ekstraktu wodnego z
ziela wierzbownicy waskolistnej (Epilobium angustifolium) oraz ocena antyproliferacyjnego
(poprzez pomiar zmian mas prostat (brzusznych i grzbietowych)) i molekularnego mechanizmu
dziatania ekstraktu z E. angustifolium 1 lipidowo-sterolowego ekstraktu z owocow boczni
pitkowanej (Serenoa repens) w modelu rozrostu prostaty u kastrowanych samcow szczurow
indukowanych testosteronem.

Molekularny mechanizm dziatania ekstraktow badano dokonujac pomiaru: 1) transkrypcji
mRNA gendw kandydujacych do rozwoju rozrostu gruczolu krokowego, tj. Soa-reduktazy
steroidowej typu 1 i typu 2 (SRd5arl, SRd5ar2), aromatazy (CYP19), receptora androgenowego
(AR), receptora estrogenowego a i B (ERa, ERp), oraz gendw genomowego (kodujacych biatka p68
1 Arip4) i niegenomowego (kodujacych kinazy RafA, Mapkl, Mapk3) szlakéw sygnalizacji biatek
wewnatrzkomorkowych  zaleznych od androgendéw; 2) poziomu hormondéw steroidowych
(testosteronu, dihydrotestosteronu i B-estradiolu) w surowicy zwierzat.

Suchy wyciag wodny z ziela Epilobium angustiflium [100 mg/kg; p.o.] wykazat obwodowo
wlasciwosci przeciwzapalne. Spowodowat réwniez poprawe uposledzonych w wyniku rozrostu
gruczotu krokowego, parametréw mikcji, zwlaszcza czestosci oddawanego moczu u szczurdéw.
Ektrakty z E. angustifolium 1 S. repens [100 mg/kg; p.0./21 dni] znamiennie obnizyly mas¢ prostat u
szczuréw nie poddanych indukcji hormonalnej, kolejno o 60,9% 1 67,7%, chociaz w warunkach
indukowanego testosteronem [40 mg/kg m.c. 3 razy co 7 dzien; s.c.] rozrostu prostaty silniejszy
efekt wykazat ekstrakt z Serenoa repens (redukcja o 20,3%). W poszczegolnych platach prostaty
efekty dziatania wyciaggdéw na zmiany masy tychze byty poréwnywalne.

Oba wyciggi w odmienny sposoéb wplynety na stezenia obwodowego testosteronu i
dihydrotestosteronu w surowicy zwierzat indukowanych testosteronem. Wyciag z ziela E.
angustifolium spowodowal znaczne podwyzszenie st¢zenia obu tych hormonow oraz estradiolu,
wykazujac tym samym odmienny wpltyw niz wyciag z Serenoa repens. Efekt dziatania ekstraktu
z E. angustifolium zblizony do finasterydu stwierdzono dla st¢zenia estradiolu.

U szczuréw indukowanych hormonalnie hamujacy charakter ekstraktow z E. angustifolium i
S. repens byt szczegolnie widoczny w przypadku transkryptdw obu izoform reduktazy steroidowej,
w szczegolnosci w placie grzbietowym. W czesci grzbietowej ekstrakt z E. angustifolium wykazal

nieco silniejsze dziatanie hamujace transkrypcje SRd5arl w poréwnaniu do wyciagu z S. repens —
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nastgpito obnizenie poziomu kolejno 87% 1 82,4%. Oba ekstrakty w zblizony sposob, chociaz
nieznaczny, hamowaty transkrypcj¢ SRd5ar2. Nie wykazano istotnego wptywu wyciggdw na
poziom mRNA receptora androgenowego i CYP19 w obu ptatach.

Jednoznaczna silng indukcj¢ mRNA ERa spowodowat ekstrakt z S. repens. Ponadto oba
wyciagi  obnizyly poziom mRNA genomowego (p68 1 Arip4) szlaku sygnalizacji
wewnatrzkomorkowych w obu ptatach u zwierzat poddanych indukcji hormonalnej. Tendencje do
silniejszego hamowania transkrypcji zauwazono w przypadku ekstraktu z S. repens.

Podsumowujac, w stosowanym modelu wykazano hamujace dzialanie obu ekstraktéw na
indukowany testosteronem rozrost prostaty u szczuréw, o mechanizmie zaleznym
najprawdopodobniej od hamowania aktywnos$ci obu 5a-reduktaz steroidowych, cho¢ w przypadku

wyciagu z S. repens udzial innych badanych mechanizméw moze by¢ takze postulowany.
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8. SUMMARY

“Influence of Epilobium angustifolium of Serenoa repens extracts on the expression of genes

involved in the pathogenesis of benign prostatic hyperplasia”.

The aim of this dissertation was to investigate in vivo peripheral anti-inflammatory (in the
model carrageenan-induced paw edema) and diuresis-inhibiting properties of a dried aqueous
extract from the herb of willow-herb (Epilobium angustifolium) and to assess of an anti-
proliferative effect (by measuring changes in mass prostate (ventral and dorsal lobes)) and the
molecular mechanism of action of E. angustifolium extract and lipid-sterolic extract from fruits of
saw palmetto (Serenoa repens) in a model of prostate hyperplasia in testosterone induced castrated
male rats.

The molecular mechanism of action of the extracts was evaluated by measuring: 1) changes
in the mRNA transcription profile of candidate genes involved in the development of prostate
hyperplasia: Sa-steroid reductase type 1 and 2 (SRD5ARI1 and 2), aromatase (CYP19), androgen
receptor (AR), estrogen receptor a and B (ERa and ERB) and mRNAs of genes belonging to the
genomic (genes encoding the p68 and Arip4 proteins) and nongenomic (genes encoding RafA,
Mapk1, Mapk3 kinases) androgen-dependent, intracellular signaling pathways; 2) steroid hormones
(testosterone, dihydrotestosterone and B-estradiol) levels in the serum of animals.

Dried aqueous extract from herb of Epilobium angustiflium [100 mg/kg; p.o.] revealed
peripheraly anti-inflammatory properties. Also resulted in the improvement of impaired, as a result
of prostatic hyperplasia, voiding parameters, particularly frequency of urination in rats.

E. angustifolium and S. repens extracts [100 mg/kg; p.o./21 days] significantly reduced the
prostate weight in rats not stimulated by testosterone injection, respectively by 60.9% and 67.7%,
although in the conditions of testosterone induced prostatic hyperplasia [40 mg/kg/3 times every 7th
day; s.c.] a stronger effect showed an extract from S. repens (reduction by 20.3%). In the particular
prostate lobes effects of these extracts on weight changes were comparable.

Both extracts in different ways contributed to the peripheral concentrations of testosterone
and dihydrotestosterone in serum of testosterone induced animals. Extract from herb of E.
angustifolium caused a significant increase of both hormones and estradiol concentrations, thus
demonstrating a different effect than the extract of Serenoa repens. The effect of E. angustifolium
extract similar to finasteride was found for estradiol concentration.

In testosteone induced rats the inhibitory nature of E. angustifolium and S. repens extracts
was particularly evident in the case of transcripts of both steroid Sa-reductase isoforms, especially

in the dorsal lobe. In the dorsal prostate extract from E. angustifolium slightly showed more potent
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inhibition of SRd5arl mRNA transcription, compared to an extract from S. repens - a reduction of
both mRNA levels, respectively by 87% and 82.4%, was observed. Both extracts in a similar way,
although slightly, inhibited SRd5ar2 transcription. No significant effect of extracts on mRNA levels
of androgen receptor and CYP19 in both lobes was revealed.

Uniquely a strong induction of ERa mRNA level caused the extract from S. repens. In
addition, both extracts decreased mRNA levels of genomic (p68 and Arip4) intracellular signaling
pathway in both prostate lobes in testosterone induced animals. The tendency towards a stronger
inhibition of transcription was observed with a S. repens extract.

In summary, in the applied model the inhibitory effect of both extracts on the testosterone
induced prostate hyperplasia in rats has been shown, probably dependent on the mechanism relying
on inhibition of both 5a-steroid reductase activities, although in the case of extract from S. repens

the contribution of other studied mechanisms may be also postulated.
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