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WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW 

ACACA karboksylaza alfa acetylo-Co acetyl-CoA carboxylase alpha 

ALIOS amerykański zespół otyłości 

wywołany stylem życia 

American lifestyle-induced obesity 

syndrome 

ApoB apolipoproteina B apolipoprotein B 

ApoM apolipoproteina M apolipoprotein M 

AR receptor androgenowy androgen receptor  

AR
−/−

 myszy z wyłączoną ekspresją 

receptora androgenowego 

AR knockout mice 

ARKO nokaut receptora androgenowego AR knockout  

ArKO nokaut aromatazy aromatase knockout  

BrdU bromodeoksyurydyna bromodeoxyuridine 

CLD przewlekła choroby wątroby chronic liver disease 

CRP białko C- reaktywne C-reactive protein 

DHT dihydrotestosteron dihydrotestosterone 

DEN dietylonitrozoamina dimethylnitrosamine 

E2 estradiol estradiol 

EDCs substancje zaburzające 

funkcjonowanie układu hormonalnego 

endocrine disrupting chemicals 

ER receptor estrogenowy estrogen receptor 

ERα receptor estrogenowy alfa estrogen receptor alpha  

ERβ receptor estrogenowy beta estrogen receptor beta  

ERαKO myszy w wyłączoną ekspresją ER alfa estrogen receptor alpha knockout 

mice 

ESRRG błonowy receptor estrogenowy gamma estrogen-related receptor gamma 

FA kwasy tłuszczowe fatty acid 

FasL ligand FASN FASN ligand 

FASN syntaza kwasów tłuszczowych fatty acid synthase 

F1:Control samce szczurów urodzone przez 

samice zapłodnione przez 

nietraktowane kontrolne samce 

szczurów 

male rats born from females 

fertilized by untreated control male 

rats 

F1:Fin samce szczurów urodzone przez 

samice zapłodnione przez samce 

szczurów, którym podawano 

finasteryd 

male rats born from females 

fertilized by finasteride-treated male 

rats 

GK glukokinaza glucokinase 
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GLUT transporter glukozy glucose transporter 

GLUT2 transporter glukozy 2 glucose transporter 2  

Gpr30 błonowy receptor estrogenowy 

sprzężony z białkiem G 

G protein-coupled estrogen receptor 

HMG-CoA reduktaza 3-hydroksy-3-

metyloglutarylo-CoA 

3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA 

reductase 

H-AR
-/-

 myszy pozbawione receptora 

androgenowego wybiórczo w wątrobie 

hepatic androgen receptor knockout 

mice 

 

HBV wirus zapalenia wątroby typu B hepatitis B virus 

HCV wirus zapalenia wątroby typu C hepatitis C virus 

HCC rak wątrobowokomórkowy hepatocellular carcinoma 

HDL-c lipoproteiny o dużej gęstości high density protein 

H-E hematoksylina-eozyna hematoxylin-eosin 

HFD dieta wysokotłuszczowa high fat diet  

HFHC dieta wysokotłuszczowa i 

wysokocholesterolowa 

high-fat and high-cholesterol diet 

IHC reakcja immunohistochemiczna immunohistochemistry 

IL interleukina interleukin 

IL-6 interleukina 6 interleukin 6 

IL-12A interleukina 12A interleukin 12A 

INF interferon interferone 

InR receptor insulinowy insulin receptor 

IR insulinooporność insulin resistance 

KCNN4 kanał potasowy aktywowany jonami 

wapnia 

potassium calcium-activated channel 

LDL-c lipoproteiny o małej gęstości low density protein 

LKO myszy z ERα-nokautem w komórkach 

wątroby 

liver ERα-knockout 

MetS zespół metaboliczny metabolic syndrome 

NAFLD niealkoholowa stłuszczeniowa choroba 

wątroby 

nonalcoholic fatty liver disease 

NASH Niealkoholowe stłuszczeniowe 

zapalenie wątroby 

nonalcoholic steatohepatitis 

NF-κB jądrowy czynnik transkrypcyjny NF 

kappa B 

nuclear factor-kappa B 

NK „naturalni zabójcy” „natural killer” 
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NLRP3 białko zawierające domenę pirynową 3 pyrin domain-containing protein 3 

PAS kwas nadjodowy-Schiffa periodic acid-Schiff 

PBC pierwotne zapalenie dróg żółciowych primary biliary cholangitis 

PC karboksylaza pirogronianowa pyruvate carboxylase 

PCNA jądrowy antygen komórek 

proliferujących 

proliferating cell nuclear antigen 

PCOS zespół policystycznych jajników polycystic ovary syndrome 

PEPCK karboksykinaza 

fosfoenolopirogronianu 

phosphoenolpyruvate carboxykinase 

PI3K kinaza fosfoinozytydu-3 phosphoinositide-3 kinase 

PND dzień po porodzie postnatal day 

PPARG proliferator peroksysomów gamma peroxisome proliferator-activated 

receptor gamma 

PTP - 1B fosfataza białkowo-tyrozynowea 1B protein tyrosine phosphatase 1B 

qRT-PCR ilościowa reakcja łańcuchowej 

polimerazy z odwrotną transkrypcją 

quantitative reverse transcription 

polymerase chain reaction 

SGLT transporter glukozy sprzężony z Na
+
 sodium-coupled glucose transport 

SHR receptor hormonów płciowych sex hormone receptor 

SREBP - 1c białko wiążące sekwencję odpowiedzi 

na sterole 

sterol regulatory element binding 

protein 

T testosteron testosterone 

TG trójglicerydy triglyceride 

TGF-β1 transformujący czynnik wzrostu beta 1 transforming growth factor beta 1 

T2D cukrzyca typu 2 type 2 diabetes  

WB western-blot western-blot 
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1. NOTKA INFORMACYJNA 

Niniejszą rozprawę doktorską pt. „Zaburzona homeostaza androgenowa 

a funkcje i morfologia wątroby – zwierzęcy model doświadczalny oparty na męskim 

pokoleniu potomnym (F1) od samców (F0) z farmakologicznie wywołanym deficytem 

DHT” stanowi cykl dwóch artykułów, jednego przeglądowego i jednego oryginalnego,  

w których jestem pierwszym autorem. Artykuły opublikowano w międzynarodowych 

czasopismach naukowych znajdujących się na liście Journal Cytation Reports 

(Thomson Reuters). Łączna wartość współczynnika oddziaływania (IF, ang. Impact 

Factor)  

dla cyklu wymienionych prac (wg. Thomson Reuters Journal Citation Reports) wynosi 

9,598 IF oraz 280 punktów Ministerstwa Edukacji i Nauki. 

Rozprawę doktorską stanowią następujące publikacje:  

1). Paulina Kur, Agnieszka Kolasa-Wołosiuk, Kamila Misiakiewicz-Has,  

Barbara Wiszniewska. Sex Hormone-Dependent Physiology and Diseases of Liver. 

International Journal of Environment Research and Public Health. 2020, 17, 2620; 

doi:10.3390/ijerph17082620. IF: 3,390. MEiN:140. 

2). Paulina Kur, Agnieszka Kolasa-Wołosiuk, Marta Grabowska, Andrzej Kram,  

Maciej Tarnowski, Irena Baranowska-Bosiacka, Sylwia Rzeszotek, Małgorzata 

Piasecka, Barbara Wiszniewska. The Postnatal Offspring of Finasteride-Treated Male 

Rats Shows Hyperglycaemia, Elevated Hepatic Glycogen Storage and Altered GLUT2, 

IR, and AR Expression in the Liver. International Journal  of Molecular Sciences. 2021, 

22, 1242. https://doi.org/10.3390/ijms22031242. IF: 6,208. MEiN: 140. 

Zgodnie z Rozporządzeniem Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyższego  

z dnia 30 października 2015 roku (§5.2) do pracy zostały dołączone oświadczenia 

kandydata oraz pozostałych współautorów publikacji określające wkład w powstawanie 

prac stanowiących rozprawę doktorską.  

Dodatkowo rozprawa doktorska została uzupełniona, o nieopublikowane wyniki 

badań, a przedstawione w niniejszej dysertacji. 

Pracę wykonano w ramach badań statutowych Katedry i Zakładu Histologii 

i Embriologii, Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego: WMS-167-02/S/16/2020-2022. 

  

https://doi.org/10.3390/ijms22031242
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2. WPROWADZENIE 

Zrównoważone funkcjonowanie układu hormonalnego jest niezbędne  

dla zachowania ciągłości gatunku poprzez kontrolowanie właściwego wzrostu 

i rozwoju zarodkowego oraz płodowego, a następnie postnatalnego poprzez prawidłowe 

przeprowadzanie procesów fizjologicznych. W ostatnich dekadach jednym z obszarów 

zainteresowań badaczy różnych dyscyplin jest wpływ czynników środowiskowych  

na zdrowie człowieka. Analizowanymi w tym aspekcie czynnikami są tzw. związki 

chemiczne zaburzające gospodarkę hormonalną (EDCs, ang. endocrine disrupting 

chemicals), które poprzez interferencję z układem hormonalnym wykazują niekorzystny 

wpływ na fizjologię organizmu [1]. Wśród znanych, antropogenicznych EDCs  

znajdują się substancje syntetyczne stosowane jako preparaty ochrony roślin, 

plastyfikatory stosowane w przemyśle, smary i rozpuszczalniki przemysłowe, niektóre 

środki higieny osobistej oraz produkty farmaceutyczne (np. niektóre leki). Zaburzenie 

homeostazy hormonalnej stało się poważnym problemem zdrowia publicznego, bowiem 

coraz częściej w etiologię wielu schorzeń wpisuje się właśnie rozchwianie fizjologii 

gruczołów endokrynnych [2]. 

Dane literaturowe dotyczące wpływu środowiskowych EDCs w większości 

przypadków opisują zaburzenia u osób/osobników bezpośrednio narażonych  

na ich działanie lub omawiają zaburzenia u potomstwa urodzonego przez matki 

narażone na te szkodliwe czynniki. Niemniej jednak, w zgodzie z badaniami Trasler’a  

i Doerksen’a [3] należy częściej podkreślać fakt, że nie tylko narażenie matki, ale także 

ojca na szkodliwe chemikalia może pociągać za sobą zmiany u potomstwa. 

Finasteryd jest substancją czynną leków (Proscar®, Propecia®) stosowanych 

w terapii przerostu/raka prostaty, bądź leczenia młodych, przedwcześnie łysiejących 

mężczyzn [4, 5]. Finasteryd jest inhibitorem 5α-reduktazy typu 2, która katalizuje 

reakcję przekształcenia testosteronu (T, ang. testosterone) do dihydrotestosteronu 

(DHT, ang. dihydrotestosterone), zmienia zatem homeostazę androgenową organizmu 

[6]. Skutki uboczne działania finasterydu tzw. finasteride side effects głównie 

omawiane są  

w kontekście płodności męskiej [7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14] oraz zaburzeń psychicznych 

[15], ostatnio jednak coraz częściej omawia się je również w kontekście 

międzypokoleniowym [16, 17, 6], czy epigenetycznym [18, 19]. 
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Zważywszy na fakt, że finasteryd interferuje z układem endokrynnym (destabilizuje 

homeostazę androgenową) [6], może wpływać na fizjologię innych 

narządów/gruczołów ciała, których komórki wykazują ekspresję receptora dla 

androgenów. Do takich gruczołów zaliczana jest wątroba [20]. 

 

2.1. Uzasadnienie wyboru tematu 

 Wątroba jest jednym z najważniejszych gruczołów naszego organizmu. Komórki 

wątroby, hepatocyty odpowiadają za syntezę, magazynowanie (w formie glikogenu)  

i uwalnianie glukozy, przekształcanie węglowodanów i białek w tłuszcze, dokonują 

syntezy lipoprotein, fosfolipidów i cholesterolu. Komórki te partycypują również  

w procesach rozkładu lipidów do kwasów tłuszczowych, wytwarzają niemalże 

wszystkie białka osocza krwi (albuminy, globuliny, białka krzepnięcia, białka 

transportujące hormony steroidowe). Wątroba odpowiada za magazynowanie witamin 

(m.in. A, D, B12) i żelaza oraz przetwarzanie hemu w bilirubinę, substratu do syntezy 

kwasów żółciowych. Oprócz funkcji detoksykacyjnej (neutralizacja toksyn, alkoholu, 

leków; przekształcanie amoniaku w mocznik) oraz sprzęgania i degradacji hormonów 

steroidowych, wątroba pełni także funkcje immunologiczne, nie tylko ze względu na 

dużą zawartość makrofagów (komórek Browicza-Kupffera), ale również ze względu na 

syntezę cytokin, interleukin (IL, ang. interleukins), interferonu (INF; ang. interferon), 

białka C reaktywnego (CRP; ang. c-reactive protein) i innych związków [21]. 

 Te rozległe funkcje wątroby podlegają złożonym procesom kontrolnym. Coraz 

częściej dostrzega się tu rolę hormonów płciowych, a nawet mówi się o zależnych od 

płci chorobach wątroby i ich rokowaniu [22, 23]. Udowodniono na przykład, że wątroba 

samców szczurów ma wyższy poziom mikrosomalnych enzymów procesu β-oksydacji 

oraz 7-krotnie wyższą aktywność 2-hydrolazy estrogenowej w porównaniu do samic 

[24]. Mówi się także o tzw. "męskim wzorcu czynności wątroby", bowiem oprócz 

udowodnionej roli receptora androgenowego (AR, ang. androgen receptor) w rozwoju  

i progresji chorób wątroby takich, jak: rak wątrobowokomórkowy 

(HCC, ang. hepatocellular carcinoma), niealkoholowa stłuszczeniowa choroba wątroby 

(NAFLD, ang. nonalcoholic fatty liver disease), androgeny indukują ekspresję  

tzw. male-specific genes w wątrobie [25]. Z drugiej strony, jeżeli chodzi o dymorfizm 

płciowy, w wątrobie samic notuje się wyższą aktywność 5α-reduktazy [26]. 
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 Samce myszy pozbawione receptora androgenowego (ARKO, ang. androgen 

receptor knock out) w późniejszym wieku rozwijają otyłość [27, 28]; natomiast w 

innym modelu zwierzęcym, a mianowicie w badaniu prowadzonym na myszach 

pozbawionych receptora androgenowego (AR) wybiórczo w wątrobie (tzw. H-AR
-/-

, 

ang. hepatic AR knock-out mice) wykazano, że tylko samce, a nie samice karmione 

wysokotłuszczową dietą (HFD, ang. high-fat diet) rozwinęły stłuszczenie wątroby i 

insulinooporność  

(IR, ang. insulin resistance), a samce będące na zdrowej diecie wykazywały 

umiarkowane stłuszczenie wątroby w starszym wieku. W populacji ludzkiej, wykazano 

iż obniżenie ekspresji AR koreluje z ciężkością alkoholowego uszkodzenia wątroby 

[29]. Ponadto, w trakcie nasilania się HCC [30], marskości, uszkodzeń czy regeneracji 

wątroby [31, 32] wzrasta ekspresja TGF-β1 (ang. transforming growth factor beta 1), 

czynnika którego synteza regulowana jest przez kompleks androgen-AR, bowiem w 

genie kodującym ten czynnik obecne są tzw. androgen response sequence [33]. 

 

2.2.  Hormonozależny metabolizm lipidów w wątrobie 

 Niskie stężenie testosteronu koreluje ze zwiększonym stłuszczeniem wątroby  

u mężczyzn [34, 35]. Suplementacja testosteronem mężczyzn z cukrzycą typu 2  

(T2D, ang. type 2 diabetes), otyłością trzewną czy deficytem androgenów skutkowała 

redukcją tkanki tłuszczowej w trzewiach [36, 37] oraz zmniejszyła objawy związane 

z niealkoholowym stłuszczeniem wątroby i zespołem metabolicznym (MetS, ang. 

metabolic syndrome) [38]. U podstaw molekularnych tych procesów może stać 

supresyjna rola testosteronu wobec ekspresji enzymów regulujących syntezę kwasów 

tłuszczowych, i tę protekcyjną rolę T wobec stłuszczenia wątroby dowiedziono na 

myszach z deficytem androgenów, suplementowanych testosteronem i karmionych dietą 

wysoko tłuszczową. Ekspresja kluczowych enzymów szlaku syntezy kwasów 

tłuszczowych: karboksylazy alfa acetylo-CoA (ACACA, ang. acetyl-CoA carboxylase 

alpha) i syntazy kwasów tłuszczowych (FASN, ang. fatty acid synthase) była niższa  

u myszy otrzymujących T, w porównaniu do zwierząt otrzymujących placebo [39]. 

Autorzy tej publikacji sugerują również wpływ testosteronu na odkładanie się lipidów  

w wątrobie, które jest niezależne od klasycznego, jądrowego, wewnątrzkomórkowego 

receptora androgenowego. 
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Suplementacja szczurów dihydrotestosteronem, aktywniejszym metabolitem 

testosteronu pociągnęła za sobą obniżenie poziomów cholesterolu, w tym frakcji 

lipoprotein o małej gęstości (LDL-c, ang. low-density lipoprotein cholesterol)  

i apolipoproteiny B (ApoB, ang. apolipoprotein B) oraz podwyższenie fosforylacji 

reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA (HMG-CoA, ang. 3-hydroxy-3-

methylglutaryl-CoA reductase) [40]. Zarówno w badaniach in vivo na myszach oraz 

 in vitro na ludzkich komórkach HepG2 wykazano hamujący wpływ DHT na 

apolipoproteinę M (ApoM, ang. alpolipoprotein M) na poziomie mRNA i białka 

poprzez proteinową kinazę C, czyli niezależnie od aktywności klasycznego, 

wewnątrzkomórkowego AR [41]. Suplementacja DHT myszy po orchidektomii 

skutkowała otyłością związaną z obniżeniem nakładu energetycznego i β-oksydacji 

lipidów w wątrobie; DHT podwyższył poziom HDL-c (ang. high-density lipoprotein 

cholesterol), triglicerydów i znacząco zredukował ekspresję genu kodującego  

7α-hydroksylazę, co pociągnęło za sobą obniżenie produkcji żółci [42]. 

 

2.3. Hormonozależny metabolizm glukozy w wątrobie 

Metabolizm lipidów i węglowodanów jest ściśle ze sobą powiązany 

i wzajemnie zależny poprzez substraty, metabolity, enzymy oraz mechanizmy 

regulacyjne. Przykładowo, lipogeneza de novo wolnych kwasów tłuszczowych 

z acetylo-CoA jest regulowana przez insulinę, która aktywuje białko wiążące sekwencję 

odpowiedzi na sterole (SREBP-1c, ang. sterol regulatory element-binding protein), 

kontrolującego transkrypcję enzymów lipogennych takich, jak syntaza kwasów 

tłuszczowych [21]. Dlatego też np. w NAFLD oprócz ogólnej otyłości stwierdza się 

również insulinooporność [43]. Postuluje się również, że kluczowym czynnikiem 

patogenezy IR jest akumulacja triglicerydów w hepatocytach [44] wraz ze zwiększoną 

produkcją endogennej glukozy u osób zarówno szczupłych, jak i otyłych [45, 46]. 

Już wczesne badania na hipogonadycznych myszach z brakiem receptora 

androgenowego udokumentowały ich oporność na insulinę [47]. Jednak szczegóły 

dotyczące mechanizmów leżących u podstaw tego, w jaki sposób sygnalizacja 

androgenowa poprzez AR reguluje wrażliwość na insulinę w poszczególnych narządach 

ciągle pozostaje niejasna. Wg. Lin i wsp. [47] insulinooporność samców myszy H-AR
-/-

 

wynikała ze spadku aktywności kinazy fosfoinozytydu-3 (PI3K, ang. phosphoinositide-
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3 kinases) i podwyższenia ekspresji karboksykinazy fosfoenolopirogronianu  

(PEPCK, ang. phosphoenolpyruvate carboxykinase) w korelacji ze wzrostem ekspresji 

fosfatazy białkowo-tyrozynowej 1B (PTP-1B, ang. protein-tyrosine phosphatase 1B). 

 Pod względem klinicznym, zwiększoną IR i upośledzoną tolerancję glukozy 

obserwuje się u mężczyzn z niedoborem testosteronu [48]. Suplementacja testosteronem 

mężczyzn z cukrzycą typu 2, otyłością trzewną, czy deficytem androgenów obniża 

oporność na insulinę, glikemię i hipercholesterolemię [36, 37]. Jednocześnie istnieją 

doniesienia, że u zdrowych mężczyzn, którym farmakologicznie zahamowano 

aktywność obydwu izoform 5α-reduktazy (dutasterydem typu 1, finasterydem typu 2) 

udokumentowano wzrost insulinooporności hepatocytów tylko w przypadku 

dutasterydu [49]. Żaden z użytych w doświadczeniu inhibitorów konwersji T do DHT 

nie miał wpływu na poziom glukozy i insuliny we krwi pacjentów; ale w innej analizie 

wykazano, że szybkość syntezy endogennej glukozy mocno wzrosła po zastosowaniu 

dutasterydu, zgodnie ze zwiększoną insulinoopornością wątroby [49]. Livingstone i 

wsp. dowiedli,  

iż finasteryd indukuje hiperinsulinemię i stłuszczenie wątroby u otyłych samców 

szczurów szczepu Zucker, zarówno u kontrolnych, jak i wykastrowanych [50]. W tym 

samym badaniu wykazano insulinooporność u szczurów z deficytem, bądź z 

zahamowaną aktywnością 5α-reduktazy typu 1 [50]. 

 

2.4.  Regeneracja, degeneracja, karcynogeneza w odpowiedzi na hormony 

płciowe 

Rolę receptora androgenowego udowodniono dla procesów karcynogenezy 

hepatocytów w przebiegu HCC wywołanej takimi czynnikami, jak wirusowe zapalenie 

wątroby typu B (HBV, ang. hepatitis B virus), wirusowe zapalenie wątroby typu C  

(HCV ang. hepatitis C virus) czy alkohol [51, 52, 53, 22, 54]. W badaniach in vitro 

ludzkich hepatocytów (linie: HepG2, SMMC-7721, L02) wykazano, że DHT nie tylko 

indukuje zatrzymanie cyklu komórkowego, ale także inicjuje apoptozę w komórkach 

wątroby linii SMMC-7721 i L02 poprzez kaskadę PKR/eIF2α/GADD153. Zatem szlak 

androgenowy odgrywa rolę w fizjologii komórek wątroby i regulowaniu ich apoptozy, 

której deregulacja może być zaangażowana w patogenezę chorób wątroby [55]. Badania 

wykazują, że również sygnalizacja estrogenowa kontroluje proliferację hepatocytów.  
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Co ważne, sygnalizacja estradiolem (E2, ang. estradiol), za pośrednictwem receptora 

estrogenowego alfa (ERα, ang. estrogen receptor alpha), ma kluczowe znaczenie dla 

skutecznej regeneracji wątroby – wzrost poziomu E2 jest jednym z sygnałów 

inicjujących odnowę wątroby, zatem terapia z wykorzystaniem estradiolu może być 

korzystna dla stymulacji regeneracji wątroby u ludzi [56]. 

 

3. GŁÓWNE ZAŁOŻENIA I CELE PRACY DOKTORSKIEJ ORAZ 

SPODZIEWANE KORZYŚCI BADANIA 

 Wyżej przedstawione dane literaturowe, dotyczą zaburzeń metabolicznych  

w wątrobie, wynikających z: 

(i) nieprawidłowości w sygnalizacji (up-/down-regulacja AR), 

(ii) zaburzenia homeostazy androgenowej (deficyt/suplementacja T/DHT), 

(iii) zahamowania aktywności jednej z izoform 5α-reduktazy, i dotyczą 

populacji męskiej pokolenia bezpośrednio dotkniętego wspominanymi 

nieprawidłowościami (i-iii). Mało natomiast wiadomo na temat skutków ubocznych w 

męskim pokoleniu potomnym, będących konsekwencją przyjmowania przez pokolenie 

ojcowskie leków wpisujących się w definicję endocrine disrupting chemicals. 

 Dlatego też, celem pracy badawczej była ocena tkanek pokolenia potomnego 

(F1:Fin) uzyskanego od samic, krytych szczurami z wywołanym farmakologicznie 

(finasterydem) deficytem DHT (F0:Fin) w odniesieniu do grupy kontrolnej (F1:Control) 

w tym: 

1). analiza markerów metabolizmu cukrowcowo-lipidowego: 

 akumulacja glikogenu w hepatocytach (reakcja PAS),  

 ekspresja na poziomie mRNA: karboksylazy pirogronianowej (PC, ang. 

pyruvate carboxylase), glukokinazy (GK, ang. glucokinase), karboksylazy 

acetylo-CoA alfa (ACACA), syntazy kwasów tłuszczowych (FASN), receptora 

gamma aktywowanego przez proliferator peroksysomów (PPARG, ang. 

peroxisome proliferator-activated receptor-gamma) w wątrobie, 

 ekspresja na poziomie mRNA: receptora insulinowego (InR, ang. insulin 

receptor) oraz transportera glukozy 2 (GLUT2, ang. glucose transporter 2) 

w wątrobie, 

 poziom glukozy, insuliny i triglicerydów we krwi 

https://modelorg-ab.creative-biolabs.com/symbol-ppar-gamma-189888.htm
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2). analiza wrażliwość komórek wątroby na hormony płciowe: 

 androgeny (ekspresja AR na poziomie mRNA – qRT-PCR i białka – IHC), 

 estrogeny (ekspresja ERα – IHC) 

3). analiza zdolności proliferacyjnej hepatocytów 

 immuoekspresja PCNA (ang. proliferating cell nuclear antigen). 

Spodziewanym rezultatem badania jest ustalenie, czy przyjmowanie finasterydu 

przez młodych mężczyzn w wieku reprodukcyjnym może negatywnie wpływać  

na funkcje wątroby ich męskiego potomstwa. Istotność tego zagadnienia wynika  

z globalnego wzrostu otyłości, zapadalności na cukrzycę i niealkoholowe stłuszczenie 

wątroby, które są procesami hormonozależnymi.  

 

4. MODEL BADAWCZY 

 

4.1. Zwierzęta  

 Materiał do badań stanowiły zebrane wątroby (utrwalone i zbloczkowane w 

parafinie oraz zamrożone w -70ºC), które były wypreparowane od 7-, 14-, 21-, 28- i 90-

dniowych samców (F1:Fin) urodzonych z samic, krytych przez samce otrzymujące 

finasteryd (F0:Fin; Proscar
®
, MSD, Cramlington, UK) dłużej, niż czas trwania jednej 

spermatogenezy (od 56 dnia podawania leku do momentu zakończenia pozyskania 

potomstwa, czyli przez ok. 6 miesięcy w dawce 5mg/dzień). Męskie pokolenie potomne 

(F1:Control) od nietraktowanych finasterydem samców (F0:Control) stanowiło grupę 

kontrolną. 

Eksperyment (pozyskanie pokolenia potomnego samców szczurów w różnym 

postnatalnym wieku rozwojowym) przeprowadzono w pełnej zgodności z polskim 

prawem oraz za zgodą Lokalnej Komisji ds. Doświadczeń na Zwierzętach w Szczecinie 

(Uchwała nr 23/2010 z dnia 21 lipca 2010 r.). 

Praca badawcza obejmowała 5 grup wiekowych szczurów płci męskiej, rasy 

Wistar. W sumie w badaniu przeanalizowano wątroby od 50 osobników. 

Poniżej przedstawiono oznaczenia poszczególnych grup zwierząt oraz liczebność 

osobników w grupie (n):  
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F1:Control 7 (n=5),  

F1:Control 14 (n=5),  

F1:Control 21 (n=5), 

F1:Control 28 (n=5), 

F1:Control 90 (n=5) 

F1:Fin 7 (n=5),  

F1:Fin 14 (n=5), 

F1:Fin 21 (n=5), 

F1:Fin 28 (n=5), 

F1:Fin 90 (n=5) 

 

4.2. Pozyskane tkanki 

Pozyskane tkanki posłużyły do przygotowania skrawków parafinowych i zostały 

poddane: 

 rutynowemu barwieniu hematoksyliną-eozyną (H-E, ang. hematoxylin and eosin) 

celem oceny morfologicznej,  

 barwieniu metodą PAS (ang. periodic acid Schiff) celem detekcji glikogenu  

w hepatocytach  

 reakcji immunohistochemicznej (IHC, ang. immunohistochemistry)  

z wykorzystaniem specyficznych przeciwciał pierwszorzędowych celem oceny 

ekspresji: receptora androgenowego, receptora estrogenowego alfa, receptora 

insulinowego, transportera glukozy 2 oraz PCNA, aby sprawdzić wrażliwość 

komórek na androgeny, estrogeny, insulinę oraz transport glukozy do komórki, jak 

również aktywność proliferacyjną hepatocytów. 

Zamrożone próbki wątrób posłużyły do przygotowania homogenatów tkankowych  

i izolacji RNA do analizy molekularnej (qRT-PCR, ang. quantitative reverse 

transcription polymerase chain reaction) celem oceny ekspresji czynników 

zaangażowanych w procesy zależne od insuliny (ekspresja InR) i glukozy (ekspresja 

GLUT2) oraz enzymów związanych z metabolizmem lipidów: karboksylazy 

pirogronianowej, glukokinazy, karboksylazy alfa acetylo-CoA, syntazy kwasów 

tłuszczowych, receptora gamma aktywowanego przez proliferatory peroksysomów, 

jak również związanych z wrażliwością komórki na androgeny (ekspresja AR).  

Zamrożona surowica krwi posłużyła do pomiaru stężenia glukozy, trójglicerydów 

(wykonano w Laboratorium Centralnym SPSK2, PUM) oraz insuliny (wykonano  

w laboratorium weterynaryjnym).  
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5. METODY BADAŃ 

 

5.1. Rutynowe barwienie histologiczne i histochemiczne  

 Barwienie hematoksyliną-eozyną zostało wykonane z przygotowanych  

na świeżo odczynników, natomiast do reakcji PAS użyto komercyjnego zestawu firmy 

Bio-Optica
® 

(nr cat.: 04-130802, Mediolan, Włochy). 

 

5.2. Reakcja immunohistochemiczna  

 Do reakcji IHC wykorzystano komercyjny zestaw Dako LSAB+System-HRP 

(DakoCytomation, K0679) natomiast przeciwciała pierwszorzędowe skierowane były 

przeciwko: AR (SantaCruz Biotechnology, sc-7305, rozcieńczenie 1:50), ERα (sc-7305, 

1:250), InR (Abcam, ab 60946, 1:20), GLUT2 (Invitrogen, nr cat.: PA5-77459, 1:250), 

PCNA (ab 60946, 1:250).  

Uzyskane wyniki z barwienia PAS oraz IHC (dla GLUT2, ERα, PCNA) 

zeskanowano (skaner ScanScope AT2, Leica) i poddano densytometrycznej, 

komputerowej analizie obrazu (ImageScope wersja 11.2.0.780, Aperio Technologies)  

z zastosowaniem algorytmu v9 (wersja 9.1; Aperio Technologies) celem ilościowej 

oceny poziomów powyższych markerów w grupie badanej względem grupy kontrolnej. 

 

5.3. Badania ekspresji genów na poziomie mRNA techniką qRT-PCR 

 Ekspresja mRNA dla AR, InR, GLUT2, GK, PC, ACACA, FASN i PPARG została 

przeprowadzona metodą PCR w czasie rzeczywistym (qRT-PCR), przy użyciu sond 

typu TaqMan. Z homogenatów wątroby wyizolowano całkowity RNA za pomocą 

zestawu AllPrep DNA/RNA Mini Kit firmy Qiagen. Stężenie i czystość izolowanego 

RNA określono przy pomocy spektrofotometru Lambda Bio+, a następnie 

przeprowadzono odwrotną transkrypcję z użyciem zestawu FirstStrand cDNA synthesis 

kit. Ilościowe oznaczanie poziomu mRNA wykonano metodą PCR czasu rzeczywistego 

na urządzeniu ABI 7500 Fast, wykorzystując do tego odczynnik Power SYBR Green 

PCR Master Mix. Poziom ekspresji genu w próbce został porównany do kontroli 

endogennej – GAPDH (gen referencyjny).  
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5.4. Metody statystyczne 

Wyniki uzyskane z qRT-PCR oraz oznaczeń stężenia glukozy, insuliny, 

trójglicerydów i androgenów (T, DHT; [6]) w surowicy zostały przeanalizowane  

za pomocą programu Statistica 6.1 (StatSoft, Kraków, Polska). Dla każdego  

z parametrów obliczono średnie i odchylenia standardowe (X±SD). Rozkład normalny 

wyników dla poszczególnych zmiennych wykazano za pomocą testu Shapiro-Wilka. 

Ponieważ większość rozkładów odbiegała od rozkładu normalnego, do dalszej analizy 

wykorzystano testy nieparametryczne. Aby ocenić różnice między grupami, 

przeprowadzono: nieparametryczny test-U Manna-Whitney’a i test Kruskal’a-Wallis’a  

z testem wielokrotnych porównań Dunn’a post hoc (p<0,05). Dodatkowo, poziomy 

T i DHT w surowicy zostały skorelowane z poziomami mRNA dla GLUT2, InR i AR 

według współczynnika korelacji rang Spearman’a (Rs). Ten sam test zastosowano 

do skorelowania stężenia glukozy w surowicy z wiekiem zwierząt oraz poziomem 

transkryptu dla GLUT2, a także skorelowania poziomów immunoekspresji ERα z 

PCNA.  
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6. SYNTETYCZNE STRESZCZENIA PUBLIKACJI STANOWIĄCYCH 

ROZPRAWĘ DOKTORSKĄ 

 

6.1. Sex Hormone-Dependent Physiology and Diseases of Liver  

 Zależny od hormonów płciowych metabolizm glukozy w zdrowej wątrobie, 

oporność na insulinę (IR) i cukrzycę typu drugiego (T2D) 

Transportery komórkowe zaangażowane w transport glukozy – ich ekspresja w IR, T2D 

i MetS: Wątroba jest jednym z narządów zaangażowanych w metabolizm glukozy 

ze względu na zdolność do jej produkcji (glukogeneza), i magazynowania w postaci 

glikogenu (glikogeneza), dzięki czemu w razie potrzeby może być rozkładana w szlaku 

glikolitycznym (glikogenoliza) lub przekształcana w kwasy tłuszczowe na drodze 

lipogennej (lipogeneza). Transport glukozy jest kierowany przez transportery glukozy 

sprzężone z Na
+
 (SGLT, ang. sodium-glucose transporter) lub nie sprzężone z sodem 

transportery glukozy (GLUT, ang. glucose transporter). Wykazano, 

że u wykastrowanych szczurów podwyższony poziom glukozy we krwi oraz wyższy 

poziom GLUT2 (na poziomie mRNA i białka) uległ normalizacji po podaniu 

egzogennego testosteronu, dlatego można przypuszczać, że testosteron bezpośrednio 

wpływa na transkrypcję i translację genu GLUT2. W zwierzęcych modelach 

doświadczalnych wykazano, że niedobór testosteronu zwiększał wątrobową syntezą 

glukozy (hiperglikemia) i powodował wystąpienie objawów podobnych do T2D 

lub MetS. Z kolei u kobiet zaobserwowano, iż wysoki poziom testosteronu wiązał się  

z podwyższonym ryzykiem wystąpienia cukrzycy. Jednocześnie wykazano, że 

estrogeny mają niewielki wpływ na ekspresję GLUT2 i receptora insuliny w wątrobach 

samców szczurów. 

Związek między androgenami/receptorem androgenowym/5alfa-reduktazą 

a wątrobową homeostazą glukozy: Obniżona ekspresja AR u mężczyzn sprzyjać może 

insulinooporności, prowadząc dalej do rozwoju T2D. Potwierdzają to badania 

przeprowadzone in vivo na samcach myszy z wyłączoną ekspresją AR (AR
-/-

), u których 

wraz z wiekiem stopniowo spadała wrażliwości na insulinę oraz osłabiała się tolerancja 

glukozy. Badania sugerują również, że brak aktywności 5α-reduktazy, enzymu 

przekształcającego T w DHT, indukuje IR.  

https://journals.viamedica.pl/clinical_diabetology/article/view/36067/34120
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Związek między estrogenami/receptorami estrogenowymi/aromatazą a wątrobową 

homeostazą glukozy: Pacjenci płci męskiej z nieaktywnym ERα oraz z deficytem 

aromatazy, wykazywali obniżony metabolizm glukozy, insulinooporność  

i hiperinsulinemię, co wiązało się z rozwojem T2D oraz MetS. Egzogenne podawanie 

estrogenu przywracało prawidłowy metabolizm glukozy jedynie u mężczyzn z 

deficytem aromatazy. Badania prowadzone na samicach szczurów donoszą, że wycięcie 

jajników nie wpływa na poziom magazynowania glikogenu w wątrobie ani na ekspresję 

genu PEPCK, głównego enzymu szlaku glukoneogenezy, jednak po podaniu 

egzogennego estradiolu doszło do wzrost akumulacji glikogenu i zmniejszenia ekspresji 

PEPCK.  

Z kolei inne badania wskazują, że po usunięciu jajników u otyłych samic szczurów, 

ekspresja genów lipogennych (SREBP-1c; FASN) i adipogennych (PPARG) w wątrobie 

znacznie wzrosła, a podanie egzogennego E2 lub agonisty ERα zmniejszyło ekspresję 

SREBP-1c, FASN i PPARG w hepatocytach.  

 

Tabela 1. Podsumowanie danych dotyczących zaburzeń równowagi hormonalnej oraz ekspresji 

receptorów hormonów płciowych w odniesieniu do metabolizmu węglowodanów w wątrobie, jako 

przyczyna wielu fizjologicznych dysfunkcji, zespołów czy chorób (z podziałem na płeć i uwzględnieniem 

czynników środowiskowych np. dieta). 

 

Zaburzony metabolizm węglowodanów u mężczyzn 

↓ Testosteron T2D, MetS 

AR (brak) IR, T2D 

AR knockout 
↓ Metabolizm glukozy, IR, 

hyperinsulinemia 

AR knockout + HFD ↓ Wrażliwość na insulinę 

5α-red1 knockout + ALIOS Hyperinsulinemia 

5α-red1 knockout + HFD Hyperinsulinemia 

↓ ERα 
↓ Metabolizm glukozy, IR, 

hyperinsulinemia, T2D, MetS 

ERαKO ↓ Tolerancja glukozy, IR w wątrobie 

↓ Testosteron T2D, MetS 

Zaburzony metabolizm węglowodanów u kobiet 

↓ Testosteron ↑ Glukoza 

↓ Estrogen ↑ Cukrzyca 
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 Zależny od hormonów płciowych, metabolizm lipidów w zdrowej wątrobie, 

w niealkoholowej stłuszczeniowej chorobie wątroby i zespole metabolicznym 

 

Związek między estrogenami/receptorami estrogenowymi/aromatazą a wątrobową 

homeostazą lipidów: W przypadku wątrobowego metabolizmu lipidów należy 

podkreślić, że również estrogeny mają tu kluczowe znaczenie. U kobiet z rakiem piersi 

leczonych tamoksyfenem (selektywny modulator ER, o działaniu antyestrogennym) 

obserwuje się, jako powikłanie leczenia, stłuszczenie wątroby spowodowane 

upośledzeniem β-oksydacji kwasów tłuszczowych (FA, ang. fatty acid). Ochronna 

funkcja estrogenów jest głównie przypisywana sygnalizacji poprzez ERα ponieważ, 

jak wykazano w analizie mikromacierzy, samce i samice myszy z wyłączoną ekspresją 

ERα (ERαKO, ang. estrogen receptor alpha knockout mice) wykazują stłuszczenie 

wątroby z powodu nadekspresji genów lipogennych i obniżonej ekspresji genów 

zaangażowanych w przemiany lipidów. Estrogenny szlak regulacji funkcji wątroby 

również w dużym stopniu zależy od aktywności aromatazy, enzymu przekształcającego 

androgeny w estrogeny. U samców myszy z nokautem aromatazy (ArKO, ang. 

aromatase knockout), powstałe stłuszczenie wątroby można normalizować przez 

podawanie egzogennych estrogenów, przy czym efekt ten nie był obserwowany u 

samic. 

 

Związek między niealkoholową stłuszczeniową chorobą wątroby 

(NAFLD)/niealkoholowym stłuszczeniowym zapaleniem wątroby (NASH) 

a hormonami płciowymi: Hipotezy dotyczące związku poziomu androgenów 

z wystąpieniem NAFLD nie są spójne. Może to wynikać ze stosowania różnych modeli 

zwierzęcych, metod leczenia pacjentów lub kombinacji różnych substytutów hormonów 

steroidowych. Coraz powszechniej uważa się jednak, że to stosunek T do DHT jest 

najważniejszy w rozwoju i progresji NAFLD, a nie ich ogólne/całkowite stężenia.  
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Tabela 2. Podsumowanie danych dotyczących zaburzeń równowagi hormonalnej oraz ekspresji 

receptorów hormonów płciowych, w odniesieniu do metabolizmu  lipidów w wątrobie, jako przyczyna 

wielu fizjologicznych dysfunkcji, zespołów czy chorób (z podziałem na płeć i uwzględnieniem 

czynników środowiskowych np. dieta). 

Zaburzony metabolizm lipidów u mężczyzn 

↓ Testosteron ↑albo ↓Stłuszczenie wątroby 

5α-red1 knockout + ALIOS Stłuszczenie wątroby 

5α-red1 knockout + HFD ↑ TG, stłuszczenie wątroby 

AR- knockout w wątrobie + HFD Stłuszczenie wątroby, IR 

↓ AR ↑ TG w wątrobie, stłuszczenie wątroby 

ARKO ↑ TG w wątrobie, otyłość, IR 

ArKO Stłuszczenie wątroby, otyłość 

↓ Aromataza Zaburzenia metaboliczne 

↓ ERα + HFD ↑ TG, ↑ diacyloglicerydy, IR 

ERαKO Stłuszczenie wątroby 

LKO + ↓ Gpr30 + HFD ↑ TG, ↑ diacyloglicerydy 

Zaburzony metabolizm lipidów u kobiet 

↓ Estrogen 
↑ LDL-C, ↓ HDL-C, 

stłuszczenie wątroby 

↓ Estrogen + HFD/HFHC NASH 

LKO + ↓ Gpr30 + HFD 
↑TG, ↓HDL-C, ↑ diacyloglicerydy  

↑ akumulacja lipidów w wątrobie, IR 

ERαKO Stłuszczenie wątroby 

ArKO Stłuszczenie wątroby, otyłość 

Hyperandrogenizm + PCOS Otyłość, IR, NAFLD 

 

 Wirus zapalenia wątroby typu B i C a rak wątrobowokomórkowy  

 

 Zakażenie HBV i jego późniejsze konsekwencje są różne u mężczyzn i kobiet. 

Wpływ różnic płciowych (takich jak: stężenia hormonów płciowych i ich wzajemnych 

proporcji) na wrodzoną odpowiedź immunologiczną w zakażeniu HBV jest w dużej 

mierze nieznany. Nieco więcej wiadomo na temat różnic między płciami w nabytej 

odpowiedzi immunologicznej w przebiegu zakażenia HBV. Udowodniono, że HCC  

po zakażeniu HBV rozwija się częściej u mężczyzn niż u kobiet. Może to oznaczać,  

że w patogenezie HCC ważną rolę odgrywają hormony płciowe. 

 

 



  24 
 

Związek między estrogenami/ERs a ostrą niewydolnością wątroby, taką jak HCC 

indukowany HBV: Dymorfizm płciowy w chorobach wątroby związanych z wirusem 

zapalenia wątroby typu B może wynikać z bezpośredniego działania estrogenów 

poprzez ich receptory. Wykazano bowiem, że polimorfizm ERα prowadzi do 

nieprawidłowej odpowiedzi komórek odpornościowych na estrogen w ostrej 

niewydolności wątroby związanej z HBV. Przeciwwirusowa modulacja odpowiedzi 

immunologicznej przez hormony płciowe może również pomóc w wyjaśnieniu 

częstszego występowania raka wątrobowokomórkowego u mężczyzn. Wykazano 

bowiem, że HCC indukowany dietylonitrozoaminą (DEN, ang. dimethylnitrosamine, 

chemiczny karcynogen) miał cięższy przebieg u samców niż u samic myszy, ze 

względu na zwiększoną produkcję  

IL-6 przez komórki Kupffera w wątrobie samców. Badania te sugerują, że estrogeny 

hamują IL-6 poprzez zmniejszenie aktywacji jądrowego czynnika transkrypcyjnego  

NF kappa B (NF-κB, ang. nuclear factor-kappa B) poprzez Myd 88 - adaptor  

dla receptorów toll podobnych. Zatem, fizjologiczne dawki egzogennych estrogenów 

mogą hamować przerzuty HCC nie tylko poprzez zmniejszenie wydzielania IL-6,  

ale także poprzez obniżenie poziomu czynnika wzrostu hepatocytów. 

 

Związek między androgenami/AR a ostrą niewydolnością wątroby, taką jak HCC 

indukowany HBV: Mechanizmy związane z receptorem androgenowym, które mogą 

pośredniczyć w ekspansji HCC, obejmują modulację odporności wrodzonej.  

Wykazano, że AR może tłumić ekspresję IL-12A na poziomie transkrypcji,  

poprzez bezpośrednie wiązanie się z regionem promotora genu kodującego  

tę interleukinę. Powoduje to obniżenie cytotoksyczności komórek NK (ang. natural 

killer) wobec komórek raka wątroby. Z drugiej strony, istnieją dowody na to,  

że aktywowany AR może hamować przerzuty HCC, indukując apoptozę 

transformowanych nowotworowo hepatocytów poprzez modulację fosforylacji kinazy 

p38, która, jak wykazano, jest zależna od mitogenów i odgrywa znaczącą rolę  

w patogenezie raka wątrobowokomórkowego. 

 

Współzależność niekodujących mRNA w powstawaniu i progresji HCC: Progresja HCC 

jest związana z kilkoma długimi niekodującymi RNA (lncRNA), które mają klastry  

miR-374b/421 i miR-545/374a. Biorąc pod uwagę, że gen kodujący błonowy receptor 

estrogenowy gamma (ESRRG, ang. estrogen related receptor gamma) jest 
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potencjalnym genem docelowym dla miR-545, postawiono hipotezę, że może on być 

związany 

z mniejszą częstością występowania HCC wywoływanego przez HCV u kobiet. 

Zauważono także kluczową rolę estradiolu w regulacji aktywacji ekspresji p53  

i miR-23a, co może być podstawą dla zrozumienia różnic w przebiegu i patogenezie 

raka wątrobowokomórkowego u kobiet i mężczyzn.  

 

Złośliwość HCC a hormony płciowe: Egzogenny testosteron wpływa  

na podwyższenie ekspresji regulatorów cyklu komórkowego, takich jak cyklina D1, 

E czy kinaza CDK2. Jednocześnie obniża on ekspresję białek p53 i p21, 

i poprawia żywotność hepatocytów. Odwrotny efekt obserwuje się w przypadku 

estradiolu, który hamuje markery cyklu komórkowego hepatocytów i zwiększa 

ekspresję p53, osłabiając żywotność hepatocytów i komórek raka 

wątrobowokomórkowego. Wydaje się również, że stosunek DHT do T jest istotnym 

wskaźnikiem, ponieważ jego podwyższenie można zaobserwować u pacjentów z HCC 

w przeciwieństwie  

do pacjentów z marskością wątroby oraz u osób zdrowych. 

 

Hipotezy dotyczące roli ERs w HCC: Wykazano, że obniżona ekspresja mRNA dla ERα 

w wyniku hamowania aktywności kanału jonowego (KCNN4, kanał potasowy 

aktywowany Ca2
+
; ang. potassium calcium-activated channel subfamily N member 4) 

poprzez TRAM-34 (potencjalny immunosupresant) prowadzi do zmniejszenia aktywacji 

NF-kappaB, czynnika, zaangażowanego w rozwój HCC. Inne badania dowodzą 

również, że niskie dawki endogennego estradiolu wzmacniają nowotwór stymulują jego 

progresję, podczas gdy wysokie dawki egzogennego estradiolu hamują jego 

powstawanie.  

 

Odpowiedź immunologiczna w niewydolności wątroby a hormony płciowe: 

Zaobserwowano korelację pomiędzy ERβ, a inflamosomen NLRP3 (ang. nucleotide-

binding oligomerization domain). Ekspresja ERβ była znacząco obniżona w tkance 

HCC w porównaniu z prawidłową tkanką wątroby; ponadto ekspresja ERβ wykazywała 

istotną ujemną korelację z postępem choroby i dodatnią korelację z poziomem ekspresji 

składników inflamasomu NLRP3. Należy zaznaczyć, iż utrata inflamasomu NLRP3 

w chorobowo zmienionej tkance HCC przyczynia się do progresji nowotworu. 
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Aktywność aromatazy/estrogenów/ERs (i ich wariantów) w HCC: W komórkach raka 

wątroby wykazano znaczne podwyższenie aktywności aromatazy, co prowadzi  

do wzrostu lokalnej konwersji estrogenów z androgenów. Natomiast w próbkach 

ludzkiej wątroby z marskością poziom aromatazy jest umiarkowany i niemal 

niewykrywalny  

w nienowotworowej tkance wątroby ludzkiej. Być może zatem, poziom miejscowej 

aromatyzacji androgenów jest skorelowany z transformacją nowotworową wątroby. 

 

 Inne stany patologiczne i HCC 

 

Marskość wątroby spowodowana zwłóknieniem wątroby w przewlekłej chorobie 

wątroby (CLD, ang. chronic liver disease) może prowadzić do rozwoju HCC. 

Dodatkowo zaobserwowano, że zwłóknienie wątroby będące konsekwencją CLD 

występuje częściej u mężczyzn i to już w młodym wieku. Natomiast u pacjentów z 

pierwotnym zapaleniem dróg żółciowych (PBC, ang. primary biliary cirrhosis) 

progresję tej choroby w kierunku HCC obserwuje się rzadko, jednak częściej ona 

występuje u mężczyzn i zależna jest 

od czasu rozpoznania oraz stopnia zaawansowania PBC.  

 

 Stany patologiczne związane z drożnością dróg żółciowych 

  

 Istnieją sugestie, że hormony, zwłaszcza płciowe, odgrywają kluczową rolę  

w modulowaniu wzrostu cholangiocytów w warunkach uszkodzenia wątroby. Badania 

kliniczne wykazały, że pacjenci z późnym stadium PBC mieli znacznie obniżoną 

ekspresję ER w cholangiocytach. Modulatory ER poprawiają parametry cholestazy  

w surowicy tych pacjentów. Niewiele jednak wiadomo na temat wpływu androgenów  

na nabłonek dróg żółciowych. Ostatnie badania wskazują na ekspresję AR  

w cholangiocytach oraz stymulujący efekt testosteronu na wzrost wydzielania żółci 

podczas cholestazy. 
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6.2.  The Postnatal Offspring of Finasteride-Treated Male Rats Shows 

Hyperglycaemia, Elevated Hepatic Glycogen Storage and Altered GLUT2, 

InR, and AR Expression in the Liver  

Wstęp. Wątroba jest jednym z narządów odpowiedzialnych za metabolizm glukozy. 

Wchłanianie i uwalnianie glukozy zależne jest od aktualnych potrzeb organizmu,  

i w hepatocytach odbywa się głównie poprzez GLUT2. Wątroba jest heterogenna  

pod względem zawartości glikogenu, zależnie od strefy zrazika klasycznego,  

bowiem komórki różnią się między sobą natlenieniem i aktywnością metaboliczną. 

Dodatkowo akumulacja glikogenu w wątrobie może być zależna od diety, wieku, i 

innych czynników np. hormonozależnych. Przykładowo, niski poziom T prowadzi  

do zmniejszenia tolerancji glukozy i insulinooporności, szczególnie u starszych 

mężczyzn. Niedobór testosteronu wiąże się również z upośledzoną glikemią na czczo. 

Brak T u wykastrowanych szczurów powoduje objawy podobne do T2D lub MetS takie 

jak: hiperglikemia w wyniku zahamowania sekrecji insuliny, zwiększony wychwyt 

glukozy, nadekspresja GLUT2 i podwyższona aktywność fosforylazy glikogenu  

w wątrobie. Natomiast wysoki poziom T u ludzi wiąże się z niskim ryzykiem 

wystąpienia cukrzycy u mężczyzn, ale wysokim u kobiet. Wykazano, że u samców 

szczurów Zucker z genetyczną otyłością (kastrowanych i niekastrowanych) podawanie 

finasterydu (inhibitor 5α-reduktazy) powoduje hiperinsulinemię, a mężczyźni z 

łysieniem androgenozależnym także stanowią grupę ryzyka rozwoju nietolerancji 

glukozy lub T2D. Zatem zaburzona homeostaza androgenowa u samców szczurów 

pokolenia potomnego, którym ojcom podawano finasteryd mogła prowadzić do zmian 

metabolizmu hepatocytów, ich wrażliwości na insulinę czy androgeny.  

Cel. Celem badania było sprawdzenie czy podawanie finasterydu miało 

międzypokoleniowy wpływ na: (i) gromadzenie glikogenu w wątrobie skorelowane  

z poziomem mRNA dla GLUT2, (ii) związek między poziomami T i DHT w surowicy,  

a poziomem mRNA dla GLUT2, InR i AR w hepatocytach, (iii) poziom glukozy  

w surowicy w zależności od wieku zwierząt oraz poziomu transkryptu GLUT2  

w hepatocytach potomstwa szczurów płci męskiej (F1:Control vs F1:Fin). 

Metody. Badania przeprowadzono na szczurach szczepu Wistar zgodnie 

z polskim prawem i za zgodą Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doświadczeń 

na Zwierzętach w Szczecinie (Uchwała nr 23/2010z dnia 21 lipca 2010 r.). Pokolenie 

rodzicielskie F0 (F0:Control, n=5; F0:Fin, n=5) dało męskie pokolenie F1 (F1:Control, 
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n=5; F1:Fin, n=5). Szczury ojcowskie w grupie F0:Fin otrzymywały finasteryd 

(Proscar, MSD, Cramlington, UK) w dziennych dawkach 5 mg/kg/mc., celem 

wywołania deficytu DHT. Przedmiotem badań były wątroby od 7-, 14-, 21-, 28- i 90-

dniowych samców (F1:Fin) urodzonych z samic, krytych przez samce grupy F0:Fin. 

Natomiast męskie pokolenie potomne (F1:Control) od nietraktowanych finasterydem 

samców (F0:Control) stanowiło grupę kontrolną. Preparaty histologiczne wątrób 

wybarwiono metodą PAS (zasadą Schiff’a) w celu wizualizacji glikogenu oraz 

przeprowadzono reakcję IHC  

w celu wykrycia immunoekspresji GLUT2, InR i AR. Preparaty wybarwione  

metodą PAS oraz metodą IHC dla wykazania immunoekspresji GLUT2 w hepatocytach 

poddano ilościowej, komputerowej analizie obrazu. Homogenaty wątrób wykorzystano 

do analizy qRT-PCR celem oceny poziomów transkryptów GLUT2, InR, AR.  

Za pomocą współczynnika korelacji Spearman’a, (i) zawartość glikogenu w 

hepatocytach skorelowano z immunoekspresją GLUT2, (ii) poziomy T i DHT w 

surowicy skorelowano z poziomami transkryptów GLUT2, InR i AR, (iii) a stężenie 

glukozy w surowicy skorelowano z wiekiem zwierząt oraz z poziomem mRNA dla 

GLUT2. 

Wyniki. W każdej grupie wiekowej szczurów F1:Fin, w hepatocytach zaobserwowano 

podwyższoną akumulację glikogenu w porównaniu do F1:Control, (i) ale nie 

korelowała ona ze zmianami immunoekspresji GLUT2 w hepatocytach. Dodatkowo u 

zwierząt F1:Fin, poziomy transkryptów dla GLUT2, InR i AR oraz ich 

immunoekspresja były istotnie statystycznie obniżone w porównaniu z grupą kontrolną. 

W grupie szczurów F1:Control współczynnik korelacji Spearman’a nie wykazał 

statystycznie istotnej korelacji między (ii) stężeniem T oraz DHT w surowicy a 

poziomami transkryptów GLUT2, InR i AR. W grupie F1:Fin statystycznie istotną, 

silnie, ujemną korelację wykazano tylko pomiędzy transkryptem AR a stężeniem 

obydwu androgenów we krwi. Samce szczurów z grupy F1:Fin charakteryzowały się 

podwyższonym poziomem glukozy w surowicy w porównaniu z F1:Control. Jednakże 

współczynnik korelacji Spearman’a w obu grupach zwierząt nie wykazał żadnej 

statystycznie istotnej korelacji (iii) między stężeniem glukozy w surowicy a wiekiem 

oraz poziomem mRNA  

dla GLUT2. Ponadto, u dojrzałych płciowo (90PND) szczurów F1:Fin obserwowano 
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stłuszczenie wątroby (w załączniku – Appendix A – na prośbę Recenzentów omówiono 

dodatkowo wykonane analizy dotyczące metabolizmu lipidów w wątrobie).  

Wnioski. Reasumując, szczury grupy F1:Fin charakteryzują się wyższą akumulacją 

glikogenu wątrobowego w wyniku hiperglikemii, obniżoną ekspresją (na poziomie 

mRNA i białka) GLUT2, InR oraz AR w hepatocytach oraz stłuszczeniem wątroby. 

Można zatem wnioskować, że finasteryd ma działanie międzypokoleniowe 

i prawdopodobnie epigenetyczne skutki uboczne, które mogą prowadzić do niektórych 

zespołów metabolicznych, takich jak hiperglikemia, insulinooporność, cukrzyca typu 2 

lub stłuszczenie wątroby u mężczyzn. Ponadto, finasteryd powinien stać się 

przedmiotem badań w stosunkowo nowej dziedzinie farmakologii  

farmakoepigenomice. 
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7. PUBLIKACJE STANOWIĄCE ROZPRAWĘ DOKTORSKĄ 

 

7.1. Sex Hormone-Dependent Physiology and Diseases of Liver 
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7.2. The Postnatal Offspring of Finasteride-Treated Male Rats Shows 

Hyperglycaemia, Elevated Hepatic Glycogen Storage and Altered GLUT2, 

InR, and AR Expression in the Liver 
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8. DODADKOWE, NIEOPUBLIKOWANE WYNIKI BADAŃ STANOWIĄCE 

UZUPEŁNIENIE ROZPRAWY DOKTORSKIEJ  

Ekspresja receptora estrogenowego alfa i indeks mitotyczny hepatocytów 

wątroby męskiego potomstwa samców szczurów otrzymujących finasteryd 

 

Wstęp 

Wątroba jest jednym z narządów estrogeno-zależnych, bowiem hepatocyty 

wykazują ekspresję receptorów estrogenowych [57]. Badania wykazały, że wiele 

zaburzeń metabolicznych i chorób wątroby jest zależnych od hormonów płciowych, 

zatem 

od sygnalizacji poprzez receptory dla hormonów płciowych SHR (ang. sex hormone 

receptor), do których należą zarówno ERs i AR [58].  

Wiele chorób wątroby opisuje się jako schorzenia, zależne od płci, z różną 

częstotliwością występowania i odmiennym rokowaniem dla mężczyzn i kobiet [59]. 

Przykładowo, częstym powikłaniem terapii tamoksyfenem (selektywny modulator ER,  

o działaniu antyestrogennym) u kobiet z rakiem piersi, jest stłuszczenie wątroby, 

wynikające z nieprawidłowej β-oksydacji kwasów tłuszczowych [60]. Myszy z 

nokautem ERα w komórkach wątroby (LKO, ang. liver ERα knockout) [61] i myszy z 

nokautem Gpr30 (błonowy receptor estrogenowy sprzężony z białkiem G, ang. G 

protein-coupled estrogen receptor) [62] będące na diecie wysokotłuszczowej 

charakteryzowały się podwyższonym poziomem trójglicerydów (TG, ang. triglyceride) 

i diacyloglicerydów  

w wątrobie, ale tylko samce miały obniżony poziom HDL, podwyższoną akumulację 

lipidów w wątrobie i insulinooporność. Z kolei w mysim modelu nadekspresji 

aromatazy cytochromu P450, zmieniony wątrobowy metabolizm lipidów, będący 

konsekwencją wzrostu koncentracji estrogenów obserwowano, także tylko u zwierząt 

płci męskiej [63]. 

Wiele danych literaturowych przemawia za tym, że to właśnie estrogeny sprzyjają 

rozwojowi nowotworów wątroby, związanych ze wzrostem aktywności mitogennej 

hepatocytów [64], jednakże Mishkin i wsp. [65] wykazali, że u zwierząt z 

indukowanymi acetyloaminofluorem guzkami przerostowymi wątroby, egzogenny 
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estradiol  

w połączeniu z tamoksyfenem prowadził do regresji guzków. Wzrost aktywności 

receptora estrogenowego, wykazano w ogniskowym przeroście guzkowym wątroby, 

spowodowanym stosowaniem doustnych środków antykoncepcyjnych,  

a w gruczolaku wątroby, odnotowano natomiast obniżoną zdolność wiązania 

estrogenów przez hepatocyty [66].  

W omawianiu zaburzeń funkcjonowania wątroby, często podnosi się  

kwestię jej androgenowo-estrogenowej zależności. Przykładowo, wykazano, że 

kastracja prowadziła do zwiększenia poziomu aromatyzacji androgenów do estrogenów  

w wątrobie, wzrostu stężenia estrogenów w surowicy, nadekspresji ER w hepatocytach 

równolegle z obniżeniem poziomu androgenów we krwi i spadkiem ekspresji AR  

w wątrobie [67]. Zatem obydwa hormony płciowe mogą determinować 

hepatokarcynogenezę, dodatkowo wykazano iż była ona częstsza u zwierząt płci 

męskiej, a kastracja opóźniała wystąpienie HCC [68]. 

Omówione powyżej kwestie są ciekawe, cenne z punktu widzenia chorób 

rozrostowych/nowotworowych wątroby, jednakże nie są one jednoznaczne.  

Wskazują na liczne, wielopoziomowe kaskady zdarzeń oraz zależności pomiędzy 

estrogenami/ERs oraz/lub androgenami/AR w tkance zdrowej, czy zmienionej 

chorobowo. Brak jest również jednoznacznej odpowiedzi na pytanie czy, analogicznie 

jak w przypadku raka prostaty [69], w chorobowo zmienionej tkance wątrobowej, 

kluczowa jest równowaga pomiędzy ekspresją AR a ERα oraz równowaga 

androgenowo-estrogenowa.  

Z powyższych względów oraz z uwagi na fakt, że podawanie finasterydu zmienia 

równowagę androgenową [70, 6], androgenowo-estrogenową [71, 72, 73], ekspresję AR 

[74] oraz ERα i ERβ [70], zbadanie poziomu ekspresji ERα oraz aktywności 

mitotycznej hepatocytów w wątrobach zwierząt z zaburzoną homeostazą androgenową 

(T/DHT) wydaje się być ciekawym aspektem w odniesieniu do interferowania, czy 

współdziałania różnych hormonów steroidowych w fizjologię hepatocytów.  

Cel pracy  

Celem pracy badawczej była analiza poziomu proliferacji hepatocytów 

w korelacji z ekspresją ERα w wątrobie pokolenia potomnego (F1:Fin), uzyskanego  
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od samic, krytych szczurami (F0:Fin) z wywołanym farmakologicznie (finasterydem) 

deficytem DHT w odniesieniu do grupy zwierząt kontrolnych (F1:Control).  

Materiał i metody 

Materiał Badawczy 

Zwierzęcy model badawczy został szczegółowo omówiony w rozdziale 4. 

tej dysertacji.  

Analiza immunoekspresji ERα i PCNA z zastosowaniem reakcji 

immunohistochemicznej (IHC) 

 Do reakcji IHC wykorzystano komercyjny zestaw Dako LSAB+System-HRP 

(DakoCytomation, K0679), natomiast przeciwciała pierwszorzędowe skierowane były 

przeciwko ERα (SantaCruz Biotechnology, sc-7305, 1:250) i PCNA (Abcam, ab 60946, 

1:250). Szczegółową metodykę reakcji IHC omówiono w publikacji Kur i wsp. [75]. 

Analiza ilościowa immunoekspresji PCNA i ERα 

Po reakcji IHC preparaty zostały zeskanowane przy użyciu skanera ScanScope AT2 

(Leica Microsystems, Wetzlar, Niemcy) przy powiększeniu 400x (rozdzielczość  

0,25 μm/pikseli). Uzyskane w ten sposób obrazy cyfrowe wątroby analizowano  

za pomocą przeglądarki ImageScope (wersja 11.2.0.780; Aperio Technologies, Vista, 

CA, USA). Do analizy ilościowej PCNA-dodatnich i ERα-dodatnich zastosowano 

algorytm jądrowy v9 (wersja 9.1; Aperio Technologies, Vista, CA, USA).  

Pozostałe parametry zostały ustawione w celu osiągnięcia zgodności z oceną wizualną. 

Poszczególne obszary analiz zostały określone ręcznie. Stosując algorytm, zliczono 

odsetek komórek PCNA-dodatnich i ERα-dodatnich niezależnie w 30 polach o dużej 

mocy w każdej grupie (6 pól na szczura) o średniej powierzchni 1,5 mm
2
 (w przypadku 

PCNA) i 1,9 mm
2 
(w przypadku ERα).  

Analiza statystyczna 

Uzyskane dane liczbowe analizowano za pomocą programu Statistica 13.1 

(StatSoft, Kraków, Polska). Obliczono średnie arytmetyczne, odchylenia standardowe, 

mediany oraz wartości minimalne i maksymalne. Uzyskane wyniki poddano analizie na 
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rozkład normalny za pomocą testu Shapiro-Wilka. Następnie zastosowano testy 

nieparametryczne, ponieważ większość rozkładów odbiegała od rozkładu normalnego. 

Do oceny różnic pomiędzy grupami zastosowano test Kruskal’a–Wallis’a z testem 

wielokrotnych porównań Dunn’a do analizy post hoc oraz test U Mann’a–Whitney’a. 

Różnice międzygrupowe uznano za istotne przy p<0,05. Zależność pomiędzy 

immunoekspresją ERα a PCNA oceniono współczynnikiem korelacji Rang Spearman'a 

(Rs). 

Wyniki  

Immunoekspresja ERα 

Immunoekspresję ERα zaobserwowano w jądrach hepatocytów (brązowy odczyn) 

(Rycina 1).  
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Rycina 1. Reprezentatywna mikrofotografia przedstawiająca immunoekspresję ERα  

w wątrobach samców szczurów F1:Control vsF1:Fin w poszczególnych okresach życia 

postnatalnego: 7PND (A, B), 14PND (C, D), 21PND (E, F), 28PND (G, H), 90PND (I, J). 

Skala: 50 µm. Reakcja IHC. 
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We wszystkich grupach wiekowych (7PND, 14PND, 21PND, 28PND, 90PND) 

odsetek komórek ERα-dodatnich w wątrobach szczurów grupy F1:Fin był statystycznie 

istotnie wyższy (odpowiednio p<0,001, p<0,003, p<0,004, p<0,007, p<0,001),  

w porównaniu ze zwierzętami kontrolnymi. Najwyższy odsetek komórek ERα-

dodatnich zaobserwowano u 28-dniowych zwierząt kontrolnych (45,26%), jak i 

szczurów  

grupy F1:Fin (47,48%) (Wykres 1). 

 

Wykres 1. Odsetek komórek ERα-dodatnich w wątrobie szczurów według dni rozwoju 

(7PND, 14PND, 21PND, 28PND, 90PND) w kontroli (F1:Control) oraz w pokoleniu F1:Fin, 

od pokolenia ojcowskiego, otrzymującego finasteryd,* p < 0,05.  

Immunoekspresja PCNA 

W hepatocytach wszystkich analizowanych grup szczurów, immunolokalizacja 

PCNA była jądrowa (brązowy odczyn) (Rycina 2).  
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Rycina 2. Reprezentatywna mikrofotografia przedstawiająca immunoekspresję PCNA 

w wątrobach samców szczurów F1:Control vs F1:Fin w poszczególnych okresach życia 

postnatalnego: 7PND (A, B), 14PND (C, D), 21PND (E, F), 28PND (G, H), 90PND (I, J).  

Skala: 50 µm. Reakcja IHC. 
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W grupach wiekowych 7PND, 14PND, 21PND i 90PND odsetek komórek 

PCNA-dodatnich w wątrobach szczurów F1:Fin był statystycznie istotnie niższy 

(p<0,001) w porównaniu do tkanek zwierząt kontrolnych. Jedynie w 28. dniu życia 

postnatalnego nie było znamiennie statystycznie istotnej różnicy. Najwyższy odsetek 

komórek PCNA-dodatnich wykazano w grupie F1:Control w 21. dniu życia (35,44%), 

a u szczurów grupy F1:Fin w 28. dniu po narodzeniu (30,46%) (Wykres 2).  

Wykres 2. Odsetek komórek PCNA-dodatnich w hepatocytach wątrób szczurów według dnia 

rozwoju (7PND, 14PND, 21PND, 28PND, 90PND) w kontroli (F1:Control) oraz w pokoleniu 

F1:Fin, od pokolenia ojcowskiego, otrzymującego finasteryd, * p < 0,001. 

 

Korelacja Rang Spearmana 

 Tylko w dwóch grupach wiekowych zwierząt kontrolnych wykazano dodatnią 

(F1:Control 7PND, Rs = 0,405, p = 0,027) i ujemną (F1:Control 90PND, Rs = - 0,363,  

p = 0,05) korelację pomiędzy immunoekspresją ERα a PCNA.  
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Dyskusja 

 Wiadomo, że wątroba jest tkanką docelową dla sygnalizacji estrogenowej  

w warunkach fizjologicznych, jak i patologicznych, przy czym w tym drugim aspekcie 

nie są w pełni poznane mechanizmy i zależności tej interakcji [56], a wyniki różnych 

badań są czasami sprzeczne [76]. Oba podtypy ERs (α i β) są obecne w komórkach 

wątroby, i co ciekawe, mężczyźni mają wyższą ekspresję ERα niż kobiety [77].  

Możliwe, że ta cecha leży u podstaw wyższej zachorowalności i śmiertelności wśród 

mężczyzn na HCC [76]. 

W swoim badaniu udokumentowałam jądrową lokalizację ERα w hepatocytach, 

niezależnie od wieku zwierząt, zarówno w grupie F1:Control, jak i F1:Fin.  

Wczesne badania Fisher’a i wsp. [78] wykazały, że około 55-60% komórek 

miąższowych z nieuszkodzonej wątroby szczurów zawiera ERs całkowicie 

zlokalizowane 

w cytoplazmie, przy ich jednoczesnym braku w nukleoplazmie. Co ciekawe, podczas 

regeneracji wątroby szczura (hepatektomia, jako model badawczy dla niektórych 

szybko rosnących nowotworów), dynamicznie zmieniało się rozmieszczenie ER z 

cytoplazmy 

do nukleoplazmy, prowadząc do podwyższenia syntezy kwasów 

dezoksyrybonukleinowych, podwyższenia indeksu mitotycznego i regeneracji; a jeszcze 

szybszy proces translokacji ER do nukleoplazmy obserwowano w hepatocytach 

zwierząt, którym w trakcie częściowej resekcji wątroby podawano 17β-estradiol. Ten 

sam zespół badaczy, opisał również obniżenie ilości ER-pozytywnych hepatocytów w 

wyniku hepatektomii (w porównaniu do wątrób zwierząt których, nie poddano tej 

procedurze) [78]. Było to w przeciwieństwie do badań Uebi i wsp. [56] oraz  

Tsugawa i wsp. [79], którzy u myszy po częściowej hepatektomii (PH, ang. partial 

hepatectomy) obserwowali nadekspresję ERα w hepatocytach przestrzeni okołoportalnej  

oraz nadprodukcję estradiolu promujące w ten sposób proliferację hepatocytów,  

w trakcie regeneracji narządu. Podobnie, podwyższoną zawartość receptorów 

estrogenowych w kompartymencie jądrowym obserwowano u osób z marskością 

wątroby oraz u chorych cierpiących na raka wątrobowokomórkowego, indukowanego 

HCV, 

w porównaniu z prawidłowymi próbkami wątrób [77]. 
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Badania in vitro prowadzone na komórkach HepG2 (linia ludzkiego raka wątroby) 

stymulowanych estradiolem, wykazały, że E2 wpływa na proliferację hepatocytów [56], 

która jest mediowana przez ERα [56, 79]; a Tu i wsp. [80] prowadząc badania na innej 

linii komórkowej, wykazali, że nadekspresja ERα mediuje apoptozę w 

transfekowanych, ERα-ujemnych komórkach Hep3B, poprzez wiązanie ERα z białkiem 

SP1  

(ang. specificity protein 1, czynnik transkrypcyjny, aktywujący transkrypcję genów 

docelowych dla ER). 

Te odmienne wyniki mogą być spowodowane różnicami gatunkowymi, modelem 

badawczym (in vivo/in vitro), bądź wynikać mogą z jakości materiału biologicznego 

(tkanka zdrowa/tkanka chora), czy metody badawczej (WB, RT-PCR, IHC, ect.).  

Istnieją także dowody na to, że estrogen może mieć działanie przeciwnowotworowe 

[76, 81], może hamować przerzuty w raku wątrobowokomórkowym szczura, poprzez 

obniżanie ekspresji IL-6 i czynnika wzrostu hepatocytów [82] i nadekspresja ER α 

może wprowadzać komórki Hep3B w samobójczą śmierć [80].  

Zatem, sygnalizacja poprzez receptory estrogenowe prowadzić może komórkę  

na rozdroża – albo komórka uruchomi procesy adaptacyjne, przeżyje, a następnie 

doprowadzi do regeneracji tkanki/narządu, albo wejdzie w apoptozę. Zapewne badania 

nad molekularnymi mechanizmami up-/down-regulacji ERs w różnych chorobach 

wątroby potrwają jeszcze wiele lat.  

Wzrost ekspresji ERα, idący w parze ze spadkiem aktywności proliferacyjnej 

hepatocytów u zwierząt grupy F1:Fin w porównaniu do F1:Control jest przeciwny  

do badań innych [56, 79], prawdopodobnie ze względu na użyte metody analiz – 

Tsugawa i wsp. [79] oraz Uebi i wsp. [56] proliferację hepatocytów in vitro sprawdzali 

metodą  

z wykorzystaniem bromodeoksyurydyny (BrdU, ang. bromodeoxyuridine)  

i z wykorzystaniem przeciwciała przeciwko Ki67.  

Ze względu na obniżoną ekspresję PCNA w hepatocytach zwierząt grupy F1:Fin 

moje wyniki badań są raczej zbliżone do wyników badań dotyczących chorób 

rozrostowych wątroby, w których wykazano, że estrogeny, poprzez receptory 

estrogenowe hamują powstawanie nowotworów i obniżają ich inwazyjność.  
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Naugler i wsp. [22] wykazali, że estrogeny hamują produkcję IL-6 poprzez 

zmniejszenie aktywacji NF-B indukowanej przez Myd-88. Zatem, fizjologiczne dawki 

estrogenów mogą hamować przerzuty HCC nie tylko poprzez zmniejszenie ekspresji 

IL-6, ale także poprzez obniżenie poziomu czynnika wzrostu hepatocytów [82]. 

Wykazano, 

że podawanie finasterydu, prowadziło do zmiany stosunku apoptozy do proliferacji 

komórek dystalnych kanalików krętych nefronu, infiltrację miąższu nerki przez 

limfocyty B i T oraz zmiany poziomu immunoekspresji IL-6 [73]. 

Ponieważ, w zasadzie nie wykazałam korelacji pomiędzy immunoekspresją ERα,  

a PCNA, obniżona aktywność proliferacyjna hepatocytów zwierząt grupy F1:Fin,  

mogła być związana z wykazaną przeze mnie obniżoną wrażliwością na insulinę 

(spadek ekspresji receptora dla insuliny na poziomie mRNA, jak i białka) [75]. Okazuje 

się bowiem, że regeneracja wątroby indukowana jest także insuliną [83]. Związanie 

insuliny z receptorem insulinowym prowadzi do aktywacji i internalizacji InR przez 

endosomy,  

a następnie ich translokacji do jądra, gdzie aktywowana jest fosfolipaza C. 

Skomplikowana kaskada zdarzeń, zależna od fosfolipazy C finalnie prowadzi do 

inicjacji sygnalizacji jądrowej (związanie jądrowego receptora dla inozytolu (InsP3) z 

kanałami bramkowanymi jonami wapnia) [84]. Inny mechanizm pośredniczący w 

działaniu mitogennym insuliny w wątrobie polega na aktywacji i fosforylacji kaskady  

PI3K-KB-mTOR [84]. W sumie te czynniki mają szerokie implikacje kliniczne  

i mogą być ukierunkowane na kontrolowanie wzrostu komórek wątrobowych  

i zwiększenie zdolności regeneracyjnych hepatocytów po PH lub przeszczepieniu 

wątroby od żywego dawcy (LDLT, ang. living donor liver transplant) [85]. 

U dojrzałych płciowo szczurów F1:Fin obserwowano stłuszczenie wątroby,  

jako jeden ze skutków ubocznych, transpokoleniowej konsekwencji stosowania 

finasterydu [75]. Chirurgiczna resekcja i przeszczepienie stłuszczonej wątroby,  

są problematyczne, ponieważ stłuszczenie hepatocytów często powoduje niewydolność 

w wątrobie szczątkowej, jak również pierwotny brak podjęcia funkcji przeszczepionej 

wątroby [86]. W stłuszczonych hepatocytach, które wchodzą w zaprogramowaną śmierć 

komórki, dochodzi do regulacji w górę syntazy kwasów tłuszczowych i liganda dla tej 

syntazy (FasL, ang. Fas-ligand) [86]. Odmiennie, w swoim badaniu obserwowałam 
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statystycznie istotny/bądź na granicy istotności spadek transkryptu dla acylo-CoA 

karboksylazy alfa i dla syntazy kwasów tłuszczowych, u zwierząt grupy F1:Fin 

w porównaniu do kontroli (F1:Control) [75]. Możliwe, że obniżony indeks 

proliferacyjny, wykazany w moim badaniu, wynikał z innego mechanizmu 

molekularnego. Dowiedziono bowiem, że różne zmodyfikowane mechanizmy 

sygnalizacji, powstające w wyniku adaptacji do przewlekłych nieprawidłowości 

metabolicznych i zmniejszonej produkcji ATP są prawdopodobnymi przyczynami 

zwiększonej śmiertelności i upośledzonej regeneracji [86]. Ponadto uważa się, 

że stłuszczenie wątroby zmniejsza tolerancję na uszkodzenie niedokrwienne i stres 

oksydacyjny. Dlatego stłuszczenie hepatocytów przyczynić się może do upośledzenia 

regeneracji wątroby ze względu na zwiększoną podatność na uszkodzenia, jak również 

słabą odpowiedź mitotyczną [86]. To może być zgodne z moimi wynikami, 

które pokazują wyższą aktywność mitotyczną w hepatocytach wątrób zwierząt 

niedojrzałych płciowo (F1:Fin 21PND, 28PND) w porównaniu do dojrzałych 

osobników (F1:Fin 90PND), u których obserwowano stłuszczenie wątroby [75]. 

Na podstawie uzyskanych wyników badań można sugerować, iż podawanie 

finasterydu samcom pokolenia ojcowskiego spowodowało (i) podwyższenie ekspresji 

receptora estrogenowego alfa w hepatocytach; (ii) obniżenie aktywności mitogennej 

hepatocytów w wątrobach pokolenia F1:Fin w porównaniu do F1:Control. 

Z jednej strony nadekspresja ERα z jednocześnie obniżonym indeksem 

mitotycznym hepatocyów zwierząt z grupy F1:Fin może sugerować podobieństwo 

warunków panujących w wątrobie tych zwierząt do warunków patologicznych, gdzie 

jak wykazano w niektórych badaniach, estrogeny poprzez receptory estrogenowe 

hamują powstawanie nowotworów i obniżają ich inwazyjność. Z drugiej jednak strony, 

skorelowanie wyników tej części pracy doktorskiej z opublikowanymi danymi [75], 

czyli insulinoopornością (obniżona ekspresja InR u zwierząt F1:Fin) wskazuje na 

insulinozależne obniżenie aktywności proliferacyjnej [83] zwierząt grupy F1:Fin, a 

stłuszczenie wątroby obserwowane u dojrzałych osobników grupy F1:Fin, może 

skutkować obniżeniem tolerancji na czynnik uszkadzające i upośledzać proces 

regeneracji [86]. 
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9. WNIOSKI 

Najważniejszym, oryginalnym i nowatorskim osiągnięciem badań tej dysertacji  

było udokumentowanie, że stosowanie finasterydu przez pokolenie ojcowskie (w wieku 

reprodukcyjnym) może prowadzić do efektu międzypokoleniowego, negatywnego  

dla czynności wątroby ich męskiego potomstwa. Analiza tego problemu może mieć 

istotne znaczenie z punktu widzenia chorób cywilizacyjnych takich, jak: globalny 

wzrost otyłości i insulinooporności, cukrzycy, a także niealkoholowego stłuszczenia 

wątroby – chorób m.in. zależnych od hormonów. 
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10. STRESZCZENIE ROZPRAWY DOKTORSKIEJ W JĘZYKU POLSKIM 

Niniejsza rozprawa doktorska opiera się na dwóch opublikowanych pracach.  

Pierwsza z nich szeroko omawia rolę hormonów płciowych w metabolizmie wątroby, 

zarówno w warunkach fizjologicznych, jak i patologicznych; omawia choroby wątroby 

w aspekcie zależności od płci. Druga publikacja dostarcza danych, wskazujących na to, 

że podawanie finasterydu dorosłym samcom szczurów powoduje u męskiego pokolenia 

potomnego zmiany w ekspresji GLUT2, InR i AR w hepatocytach, które korelują  

z poziomami krążących androgenów (T i DHT), prowadząc w ten sposób do zmian  

w wątrobowym metabolizmie węglowodanów i lipidów, skutkując wzrostem 

magazynowania glikogenu w komórkach, hiperglikemią, insulinoopornością,  

a także niektórymi objawami zespołu metabolicznego czy stłuszczeniem wątroby. 

Dodatkowo niniejsza dysertacja została wzbogacona o nieopublikowane wyniki 

badań, które wskazują na zmianę wrażliwości hepatocytów na estrogeny (nadekspresja 

ERα) i obniżenie aktywności mitogennej (obniżona ekspresja PCNA) hepatocytów  

w wątrobach pokolenia F1:Fin w porównaniu do F1:Control. Może to sugerować 

podobieństwo warunków panujących w wątrobie tych zwierząt do warunków 

patologicznych, gdzie estrogeny, poprzez receptory estrogenowe hamują powstawanie 

nowotworów i obniżają ich inwazyjność. Bądź może dowodzić tego, że obniżenie 

aktywności proliferacyjnej wynikało z insulinooporności tych zwierząt, a obserwowane 

stłuszczenie wątroby u zwierząt F1:Fin 90PND, może skutkować obniżeniem tolerancji 

na czynnik uszkadzające i dalej upośledzać proces regeneracji. 
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11. STRESZCZENIE ROZPRAWY DOKTORSKIEJ W JĘZYKU ANGIELSKIM 

This doctoral dissertation is based on two published publications. The first one 

extensively discusses the role of sex hormones in liver metabolism, both in 

physiological and pathological conditions; discusses sex-related liver disease. The 

second publication provides data showing that administration of finasteride to adult 

male rats causes changes in the expression of GLUT2, InR and AR in hepatocytes in 

male offspring, which correlate with levels of circulating androgens (T and DHT), thus 

leading to change 

in hepatic metabolism of carbohydrates and lipids, resulting in an increase in glycogen 

storage in hepatocytes, hyperglycemia, insulin resistance, as well as some symptoms 

of metabolic syndrome or hepatic steatosis.  

In addition, this dissertation has been enriched with unpublished research results 

that indicate a change in hepatocyte sensitivity to estrogens (ERα overexpression)  

and a decrease in mitogenic activity (reduced PCNA expression) of hepatocytes in 

F1:Fin livers compared to F1:Control. This may suggest the similarity of the conditions  

in the liver of these animals to pathological conditions, where estrogens, through ERs, 

inhibit the formation of tumors and reduce their invasiveness. Or, prove that the 

decreased proliferative activity resulted from insulin resistance in these animals, and 

hepatic steatosis observed in F1:Fin 90PND animals may result in a decrease tolerance 

to the damaging factor and further impair the regeneration process.  
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