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Wplyw standaryzowanego wyciagu z Epilobium
angustifolium na ekspresj¢ mRNA receptorow
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Influence of standardized extract of Epilobium angustifolium on estrogen
receptor a. and 3 expression in in vivo model
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Streszczenie
Cel pracy: Okreslenie molekularnego mechanizmu dziatania wyciagu z Epilobium angustifolium w indukowanym
obecnoscig testosteronu brzusznym ptacie gruczotu krokowego w modelu in vivo poprzez ocene zmian profilu
ekspresji mRNA receptora estrogenowego o. (ERa) i receptora estrogenowego B (ERB) oraz zmiany w poziomie
estradiolu w surowicy.
Materiat i metody: Badania przeprowadzono na 6 grupach po 10 zwierzgt z zastosowaniem modelu indukcji
testosteronem fagodnego przerostu gruczotu krokowego. Przeprowadzono ocene wzglednego poziomu ekspresji
mRNA ERo. i ERp w ptacie brzusznym szczurzej prostaty metoda real-time PCR z zastosowaniem aparatu Light
Cycler. Analize poziomu wolnego estradiolu w surowicy dokonano metodg immunoenzymatyczng.
Wyniki: W zastosowanym modelu badawczym u zwierzgt otrzymujgcych ekstrakt z E. angustifolium wraz z
testosteronem stwierdzono 9% wzrost ekspresji mRNA ERa wzgledem grupy indukowanej samym hormonem, a
obnizenie poziomu mRNA ERP o 36% oraz nieznaczne zwiekszenie stezenia wolnego estradiolu (E2) w surowicy w
grupie otrzymujgcej tgcznie hormon z ekstraktem i grupie zwierzat otrzymujgcych testosteron wraz z finasterydem,
kolejno 0 351 27%.
Whioski: Badany wycigg z E. angustifolium w zréznicowany sposob wptywat na ekspresje mRNA receptorow a.
i B co sugerowac moze jego potencjalne wiasciwosci terapeutyczne badz wywotywanie dziatar niepozgdanych
w terapii zaburzer estrogenozaleznych. Zachodzi potrzeba przeprowadzenia bardziej kompleksowych badari
majgcych na celu ustalenie bezpieczenstwa i zwiekszenie efektywnosci badanego wyciggu.

Stowa kluczowe: estrogeny / receptory estrogenowe a. i § / selektywne modulatory
receptorow estrogenowych (SERM) / fitoterapeutyki / Epilobium angustifolium /
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Abstract

Objective: Evaluation of the influence of the standardized extract from the herb of Epilobium angustifolium on ERo.
and ERB mRNA expression in rat ventral prostate tissue and free serum estradiol level.

Materials and methods: Rats were divided into 6 groups with 10 animals. ERo and ERB mRNA expression in
rat ventral prostate tissue level was performed using real-time PCR method in Light Cycler system. Serum-free
estradiol was evaluated using immunoenzymatic technique.

Results: In our experimental model there was an increase of ERa. mRNA level by 9% and decrease by 36% of
ERB mRNA level in ventral prostate tissue in rats administrated with testosterone and E. angustifolium extract, in
comparison with testosterone alone administrated animals.

Conclusions: E. angustifolium standardized extract influenced the expression of estrogen receptor o. and
mRNAs in differential manner which may suggest its potentially therapeutic properties or causing of adverse effects
in pharmacotherapy of estrogen-related disorders. More complex studies should be undertaken to evaluate safety

and to improve the efficacy of using this herbal extract.

Key words: estrogens, estrogen receptor o and [} / selective estrogen receptor
modulators (SERM) / phytotherapeutics / Epilobium angustifolium

Wstep

Estrogeny sa hormonami o budowie sterydowej, ktore
cechuje obecno§¢ aromatycznego pierscienia A oraz brak
charakterystycznej dlainnych steroidow grupy metylowe;j przy C,
(na styku pierScieni A i B) i podstawnika przy C, .. Jajniki w cyklu
miesiaczkowym sg gtéwnym narzadem biosyntezy estrogenow,
ich wytwarzanie zachodzi réwniez w innych tkankach, jak np.
w tozysku, kosciach, mézgu, w adipocytach (estron), komérkach
mezenchymatycznych skory [1, 2].

Estrogeny reguluja wiele procesow fizjologicznych
w organizmie czlowieka, co szczegolnie widoczne jest u kobiet,
u ktorych kontrola funkcji rozrodczych jest podstawowym
efektem fenotypowym ich dziatania [1, 2]. Odpowiedzialne
sq zwlaszcza za kontrolg cyklu miesigczkowego, powoduja
proliferacj¢ komorek endometrium, przerost gruczolow szyjki
macicy wydzielajacych $luz oraz przerost btony §luzowej pochwy
[1,2].

U mezczyzn estradiol wytwarzany jest glownie w tkance
thuszczowej 1 moézgu, a takze w nadnerczach, watrobie, gruczo-
tach sutkowych i wlosach. W najmniejszym stopniu wytwarzany
jest on w gonadzie meskiej (5%) [3].

W tkankach docelowych estrogeny oddziatuja przy udziale
specyficznych  receptorow  estrogenowych  wystepujacych
w dwoch izoformach, tj. w postaci receptora estrogenowego o
(ERa) oraz receptora estrogenowego B (ERP) nalezacych do
podrodziny biatek NR3 A [4]. Oba typy receptorow charakteryzuja
si¢ komorkowo i tkankowo-specyficznym poziomem ekspresji
i lokalizacji. ERa i ERP wystepuja w uktadzie rozrodczym,
krwiono$nym, pokarmowym, oddechowym
i kostnym [1, 5-9].

Nieprawidlowy poziom hormonéw estrogenowych, zmiany
w poziomie ekspresji ERa 1 ER moga skutkowaé wystapieniem
niektorych chorob nowotworowych o roéznym stopniu
zlosliwosci, wrazliwosci na farmakoterapig, np. raka piersi
(u os6b wykazujacych ekspresje obu form ER oraz receptora
progesteronu (PR) lub ich brak), prostaty, jelita grubego oraz
choréb nienowotworowych jak np. osteoporozy w okresie
okotomenopauzalnym i po menopauzie [4, 10-15, 17-21].

nerwowym,
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Hamowanie lub pobudzanie wytwarzania ER w réznych
tkankach u kobiet w okresie klimakterium stanowi podstawowy
mechanizm stosowania klasycznej terapii estrogenowej — lekow
z grupy SERM (selective estrogen receptor modulators — selek-
tywne modulatory receptorow estrogenowych; grupy struktu-
ralnie zréznicowanych zwigzkow wiazacych si¢ z receptorami
estrogenowymi i wywolujacych antagonistyczne lub agonistycz-
ne dzialanie w zaleznos$ci od tkanki docelowej oraz Srodowiska
hormonalnego) [20, 22-25].

Alternatywe dla SERM stosowanych w leczeniu schorzen
zwiazanych z zaburzonym funkcjonowaniem estrogenéw i ich
receptoroOw stanowi¢ moga preparaty oparte na bazie surowcow
ro$linnych stanowiacych gtéwnie suplementy diety oraz leki po-
chodzenia ro$linnego, zyskujace coraz wigksze znaczenie w za-
pobieganiu chorobom cywilizacyjnym oraz we wspomaganiu
terapii lekiem syntetycznym [26].

Na szczegdlng uwage zastuguja surowce roslinne charakte-
ryzujace si¢ wysoka zawarto$ciag metabolitow wtdrnych o zblizo-
nym mechanizmie dziatania do lekéw syntetycznych oraz o po-
dobnej do estrogenow strukturze chemicznej okre§lane terminem
fitoestrogendow (m.in. z grupy lignanéw, izoflawonow, flawonow,
di- i triterpenoidow) [27]. Majac na uwadze fakt, iz oba recep-
tory estrogenowe ulegaja ekspresji w poszczegolnych kompart-
mentach gruczolu krokowego na réznym poziomie u mezczyzn
w stanie fizjologicznym i w toku progresji tagodnego przerostu
gruczotu krokowego (BPH — benign prostatic hyperplasia) auto-
rzy podjeli probe oceny wptywu wyciagu z jednego w przedsta-
wicieli ro$lin z rodzaju Epilobium wykorzystywanych powszech-
nie w profilaktyce BPH na aktywnosc¢ receptoréw estrogenowych
o i w brzusznym ptacie gruczotu krokowego w modelu in vivo
na poziomie molekularnym [4, 17, 18].

Cel pracy

Celem pracy bylo okre$lenie molekularnego mechanizmu
dziatania standaryzowanego suchego wyciagu wodnego z ziela
Epilobium angustifolium w indukowanym obecnoscia testoste-
ronu brzusznym placie gruczolu krokowego w modelu in vivo
poprzez oceng zmian profilu ekspresji mRNA receptora estroge-
nowego o (ERa) i receptora estrogenowego B (ERp) oraz zmiany
w poziomie estradiolu w surowicy szczurzej.
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Materiaty i metody

Surowiec roslinny, standaryzacja

Zawartosc¢ substancji czynnych w suchym wodnym wyciagu
z ziela Epilobium angustifolium wyniosta: flawonoglikozydow
w przeliczeniu na kwercetyng [%] — 0,44; zwiazkoéw fenolo-
wych w przeliczeniu na kwas galusowy [%] — 9,39; garbnikoéw
w przeliczeniu na progallol [%] — 4,03; steroli w przeliczeniu na
[-sitosterol [%] — 0,18.

Schemat doswiadczenia, dawkowanie

Samce szczuréw rasy Wistar o masie ciata 230-350g w wieku
okoto 4 tygodni poddano kastracji przed przeprowadzeniem
doswiadczenia. Przerost
podawaniem testosteronu.

Grupy zwierzat podzielono na 6 grup o liczebnosci 10 szczu-
réow. Grupy badane stanowily zwierzgta otrzymujace finasteryd
(7-krotnie co 3 dni w dawce 50mg/kg) wraz z testosteronem
(Testosteronum prolongatum 100mg/ml w oleju arachidowym
(podskoérnie) + woda + PEG 400 1:1, dozotadkowo, 3-krotnie co
7 dni w dawce 40mg/kg — grupa ,,TF”) oraz testosteron w daw-
ce j.w. wraz z suchym wyciagiem wodnym z ziela Epilobium
angustifolium rozpuszczonym w roztworze wodnym + PEG 400
1:1 (dozotadkowo) w dawce 100mg/kg m.c. przez 21 dni (grupa
»TE”) [28, 29].

Po 21 dniach podawania ww. substancji zwierzgta poddano
dekapitacji, do dalszych badan pobrano czgsci brzuszne prostaty
oraz krew obwodowa. Grupy kontrolne stanowily zwierzeta,
ktorym podskornie podawano olej arachidonowy rozpuszczony
odpowiednio w DMSO+PEG 300 1:4 (grupa K1) lub w wodzie
+ PEG 400 1:1 (K2) oraz szczury otrzymujace sam testosteron
(Testosteronum prolongatum 100mg/ml w oleju arachidowym
(podskornie) + woda + PEG 400 1:1, dozotadkowo, 3-krotnie co
7 dni w dawce 40mg/kg [29]. Badania przeprowadzono zgodnie
z ustawa o ochronie zwierzat z dnia 21 stycznia 2005r. (Dz.Ust. nr
33 poz. 289, z dnia 24 lutego 2005) oraz zgoda Lokalnej Komisji
Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach (Nr 54/2007).

gruczolu krokowego wywotano

Ocena poziomu estradiolu w surowicy

Analiz¢ zmian poziomu estradiolu w surowicy prowadzono
metoda immunoenzymatyczng (ELISA) z zastosowaniem czyt-
nika ptytek Sunrise (Tecan, Grodig/Salzburg, Austria) z uzyciem
komercyjnego zestawu firmy Alpha Diagnostics (Alpha Diagno-
stics International, San Antonio, Texas, USA) postgpujac zgodnie
z zaleceniami producenta. Odczyt i wizualizacje wynikoéw prze-
prowadzono przy uzyciu oprogramowania Magellan Software
(v.6.6).

Ocena zmian poziomow ekspresji mRNA ERa i ERf

Przeprowadzono izolacjg catkowitego RNA z fragmentéw
prostat szczurzych przy uzyciu odczynnika TriPure (Roche,
Mannheim, Germany) zgodnie z instrukcja przedstawiona przez
producenta.

Reakcje odwrotnej transkrypcji (przepisania puli wyizolo-
wanych z prob mRNA na cDNA) przeprowadzono w systemie
Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche, Mann-
heim, Germany) zgodnie z zaleceniami producenta, biorac 1pug
catkowitego RNA do reakcji. [lo§ciowe oszacowanie zmian po-
ziomu ekspresji mRNA badanych receptorow przeprowadzono
wykorzystujac technik¢ PCR w czasie rzeczywistym (real-time
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PCR) w systemie kapilarnym Roche Light Cycler (Roche, Mann-
heim, Germany) z uzyciem barwnika Sybr Green zawartym w ze-
stawie Fast Start DNA Master Sybr Green I (Roche, Mannheim,
Germany). Uzyskany wynik dla analizowanego genu normalizo-
wano wzgledem referencyjnego — GAPDH (dehydrogenazy al-
dehydu 3-fosfoglicerynowego — glyceraldehyde-3-phosphate de-
hydrogenase). Sktad mieszaniny reakcyjnej na pojedyncza probe
oraz profil termiczny reakcji PCR dla poszczegdlnych gendow
przedstawiono w tabeli nr I.

Sekwencje uzytych w reakcji PCR starteréw (primerdw)
zaprezentowano w tabeli nr II.

Analiza statystyczna

Wyniki uzyskane metoda PCR w czasie rzeczywistym, za-
réwno dla genu badanego jak i standardu wewngtrznego zesta-
wiono w stosunku do kontroli przyjmowanej jako 1. Warto$ci
dla genu badanego normalizowano do standardu wewngtrznego
(GAPDH) i usredniano. Wpltyw substancji badanych na poziom
estradiolu w surowicy, poziom ekspresji badanych genoéw osza-
cowano za pomocg analizy wariancji (ANOVA) z wykorzysta-
niem oprogramowania SPSS v.17 (Amos Development Corp.,
Chicago, USA). Warto$ci p<0,005 przyjmowano jako statystycz-
nie istotne.

Wyniki

Srednie wartosci stezen estradiolu w surowicy u poszczegol-
nych grup zwierzat (grupy ,,K17, ,,K2”, . T”, ,,TE” i,,TF”) wyno-
sity odpowiednio: 41,06; 45,86; 47,603; 64,07 (p<0,001) i 60,59
pg/ml (p<0,001). W grupach zwierzat przyjmujacych hormon
(testosteron) wraz z wyciagiem roslinnym (grupa ,,TE”) oraz
finasterydem (,,TF”’) nastapito nieznaczne zwigkszenie st¢zenia
wolnego estradiolu (E2) w surowicy, wzgledem grupy otrzymu-
jacej sam testosteron (,,T”), kolejno o 35 1 27%. Wyciag z ziela E.
angustifolium spowodowat pojawienie si¢ najwigkszego st¢zenia
testosteronu wzglgdem grup kontrolnych oraz grupy przyjmuja-
cej jedynie sam androgen. Wplyw ww. ekstraktu roslinnego oraz
finasterydu na poziom E2 byt zblizony.

W grupie zwierzat otrzymujacych testosteron wraz z fina-
sterydem (grupa ,,TF”) nastapit 16% wzrost poziomu ekspresji
mRNA ERa w placie brzusznym szczurzej prostaty wzglgdem
zwierzat kontrolnych. W grupach ,,T” i ,,TE” efekt byl przeciw-
ny - stwierdzono obnizenie poziomu ekspresji jego mRNA o 24
1 15% wzgledem zwierzat kontrolnych. U zwierzat otrzymuja-
cych ekstrakt z E. angustifolium wraz z hormonem (grupa ,,TE”)
nastapit 9% wzrost ekspresji jego mRNA wzgledem grupy indu-
kowanej testosteronem. Ekstrakt ten wykazat zatem stabsza zdol-
nos$¢ indukujaca jego ekspresj¢ anizeli finasteryd. (Rycina 1).

W grupach ,,T”, ,,TE”, ,,TF”, stwierdzono znaczny wzrost
poziomu ekspresji mRNA ER, kolejno 0 299, 263, 299% wzglg-
dem zwierzat kontrolnych (,,K1”, ,,K2”). U zwierzat otrzymu-
jacych testosteron wraz z ekstraktem ro$linnym nastapito ob-
nizenie jego poziomu ekspresji wzgledem grupy ,,T, tj. o 36%.
Nie stwierdzono zmian w poziomie ekspresji badanego mRNA
w grupie kontrolnej stymulowanej testosteronem (grupa ,,T”)
oraz otrzymujacej hormon wraz z lekiem syntetycznym — finaste-
rydem (grupa ,,TF”). (Rycina 2).

Obecno$¢ E. angustifolium spowodowata wzrost poziomu
ekspresji mRNA ERa, a obnizenie ERP w brzusznym ptacie pro-
staty szczuréw wzgledem grupy ,,T”.
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Tabela I. Sktad mieszaniny reakcyjnej na pojedyncza probe warunkujacej prawidtowa amplifikacje okreslonego fragmentu cDNA genu ERc. i ER oraz profil termiczny reakcji

PCR dla badanych genow.
ERa ERB
Odczynnik
Stezenie Objetos¢ [ul] Stezenie Objetos¢ [ul]
H20 6,7 6,3
MGCI, 3mM 0,8 4mM 1,2
Starter Forward 0,25uM 0,25 0,25uM 0,25
Starter Reverse 0,25uM 0,25 0,25 uM 0,25
Light Cycler Fast-Start
Reaction Mix SYBR Green | 1x 1 1x 1
(10x stezony)
cDNA --- 1 --- 1
Warunki reakcji PCR
Liczba Wiazanie Synteza nici
Badany gen cykli Denaturacja wstepna starteréow komplementarnej Chtodzenie
y (annealing) (elongacja)
GAPDH 30 95°C, 4s. 56°C, 8s.
ERa 50 95°C, 600s. 95°C, 8s. 60°C, 3s. 40°C, 30s
ERB 45 95°C, 5s. 61°C, 3s.
Tabela Il. Sekwencie starterow uzytych do reakcji PCR w czasie rzeczywistym. GAPDH - dehydrogenaza gliceroaldehydofosforanowa.
1zoform Sekwencja startera Sekwencja startera Wielkosé
o Forward (5’ — 3°) Reverse (5’ — 3’) produktu (pz)
ERa TGGAGATTCAAGTCCCCAAA GATGGGCTTATTGACCAACC 201
ERB GAGGTGCTAATGGTGGGACT CGAGGTCGGGAGCGAAA 238
GAPDH GATGGTGAAGGTCGGTGTG ATGAAGGGGTCGTTGATGG 108
Dyskusja Postep wiedzy thumaczacy mechanizmy dziatania standary-

Z uwagi na fakt, iz receptory estrogenowe o i f reguluja
wiele funkcji w organizmie cztowieka dla kobiet cierpiacych na
schorzenia zwigzane z zaburzonym funkcjonowaniem recepto-
row estrogenowych, wykorzystywanie preparatow opartych na
bazie surowcow roslinnych o wysokiej zawarto$ci metabolitow
oddziatujacych z receptorami estrogenowymi, gldwnie fitoestro-
gendéw moze stanowi¢ alternatywg dla lekow syntetycznych na-
lezacych do grupy SERM [5, 26].

W profilaktyce i tagodzeniu objawdéw towarzyszacym BPH
powszechnie stosuje si¢ surowce roslinne takie jak bocznia pil-
kowana (Serenoa repens), Sliwa afrykanska (Pygeum africanum),
a coraz czgsciej rowniez przedstawicieli z rodzaju Epilobium
(Epilobium angustifolium, E. parviflorum, E. roseum, E. palu-
stre, E. adnatum, E. hirsutum 1 in.) - wykazujace dzialanie anty-
proliferacyjne, przeciwandrogenowe, przeciwestrogenowe i cha-
rakteryzujace si¢ wzglednie wysoka zawartosScia fitosteroli oraz
flawonoidéw [20, 30-35].

Obserwowane wlasciwosci biologiczne przypisuje si¢
stwierdzonym w zielu i oleju uzyskanego z nasion roslin Epilo-
bium sp. oraz uzyskiwanych z nich wyciagach flawonoidom, ich
glikozydowych pochodnym oraz taninom (gloéwnie nalezacym
do grupy ellagitanin, tj. oenoteina A i B) [32, 36-38].

© Polskie Towarzystwo Ginekologiczne

zowanych ekstraktow z roslinnych surowcow leczniczych skto-
nil autoréw do oceny efektywnos$ci i poznania molekularnego
wplywu standaryzowanego suchego wyciagu z ziela wierzbow-
nicy waskolistnej (Epilobium angustifolium) na poziom ekspre-
sji receptorow estrogenowych a i B w placie brzusznym prostaty
u szczuréw. Wyniki stezen estradiolu w surowicy badanych zwie-
rzat sa zblizone do otrzymanych przez Brewster i wsp. oraz Lane
i wsp., a obserwowane wysokie warto$ci wedlug oceny autorow
moga by¢ efektem stosowanej dawki testosteronu oraz czasu
trwania doswiadczenia [39,40].

Wyniki dotychczasowych badan wskazuja, iz oba receptory
estrogenowe ulegaja ekspresji w poszczegolnych kompartmen-
tach gruczolu krokowego na réznym poziomie, w komorkach
zrgbu przewazaja ERo, natomiast w czg$ciach bazalnych ko-
morek nablonka stwierdza sig¢ obecno$¢ obu receptorow [4, 17,
18]. Na podstawie analizy literaturowej przypuszcza¢ mozna, iz
wzrost poziomu ekspresji mRNA ERa i ERf, a w szczegdlnosci
izoformy B w grupie otrzymujacej testosteron wraz z finastery-
dem (grupa ,,TF”) wzglgdem grup kontrolnych zwierzat moze
by¢ efektem dziatania samego androgenu, leku syntetycznego
— kazdego z osobna lub ich synergizmu na czynniki biatkowe,
regulujacych procesy transkrypcji mRNA badanych receptorow,
co miato rowniez swoje odzwierciedlenie w stgzeniu wolnego
estradiolu w surowicy badanych szczurow.
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Rycina 1. Graficzne przedstawienie zmian poziomu ekspresji mRNA
receptora estrogenowego o (ERa) w poszczegdlnych grupach ptata
brzusznego prostaty szczurze;.

,K1”, ,K2” - grupy kontrolne zwierzat nieotrzymujgcych substancji
czynnych; T - grupa kontrolna zwierzat otrzymujaca testosteron; ,TE”, ,TF”
- zwierzeta stymulowane testosteronem otrzymujgce kolejno wyciag z E.
angustifolium i finasteryd. * P <0,05.

Na wykresie przedstawiono $rednie wartosci dla poszczegélnych grup

z zaznaczong warto$cig SEM.
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Rycina 2. Graficzne przedstawienie zmian poziomu ekspresji mMRNA
receptora estrogenowego f (ERB) w poszczegblnych grupach ptata
brzusznego prostaty szczurzej.

Opis poszczegolnych grup zwierzat — patrz Rycina 1. * P <0,05.

Na wykresie przedstawiono $rednie wartosci dla poszczegdlnych grup
z zaznaczong warto$cig SEM.

Whioski

Obserwowany w eksperymencie molekularny mechanizm
dziatania suchego wyciagu wodnego z ziela Epilobium
angustifolium pozwala na podkreslenie wagi i znaczenia podjgcia
bardziej kompleksowych badan przedklinicznych z udziatem
badanego surowca roslinnego oraz innych przedstawicieli
Epilobium sp. majacych wptyw na aktywno$§¢ molekularna
receptorow estrogenowych a i p.
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Otrzymane dane eksperymentalne moga potwierdzic istotne
wlasciwosci profilaktyczne lub terapeutyczne badanych wyciagow
u kobiet cierpiacych na schorzenia postgpujace wraz z wiekiem,
u podstaw ktorych lezy zaburzona gospodarka estrogenow badz
wykaza¢ potencjalne dziatania niepozadane w farmakoterapii
zaburzen estrogenozaleznych.

Praca finansowana przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego w ramach grantu nr N405101934.
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