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Abstract — Introduction. Alcohol abuse can, among others, significantly alter the reproductive functions.
The aim of this study was to investigate the impact of red wine and ethanol consumption on peripheral
plasma concentrations of sex steroid hormones and their metabolism in young male rats.

Method. The effect of ethanol and red wine consumption on plasma testosterone, 17p-estradiole con-
centration and aromatase activity was studied in blood plasma (sex steroid hormones) and gondal
microsomal fraction (aromatase). Thirty days old male Wistar rats (n=22) were studied and divided
into 3 groups after adaptation period: the control group (n=8), the group receiving a red wine of 10%
alcohol content and the group receiving 10% water ethanol solution. After six weeks the rats in the
experiment were bled from the heart and gonads collected under Thiopental (120 mg/kg) anesthesia.
Plasma testosterone (T) and 17p-estradiol (E2) concentration were measured by the RIA method using
commercial kits; aromatase activity was analyzed in vitro using thin layer chromatography (TLC).
Results. There were no significant effects of alcohol consumption - both in the group, which had received
10% water ethanol solution and the one which had received red wine - on plasma testosterone concen-
tration and aromatase activity in the gonads. However, 17B-estradiol concentration was significantly
dependent on the type of alcohol consumed (ANOVA, p <0.001) and was higher among animals which
had received red wine.

Conclusions. The results indicate that long-term alcohol consumption in the form of red wine can alter
the level of hormones that regulate reproduction in male rats.

Key words: red wine, ethanol, testosterone, 17p-estradiol, aromatase, HPG axis

Praca finansowana w calosci z badawczego projektu promotorskiego MNiSW nr 312 158 334.

23



K. Dziendzikowska, M. Oczkowski, A. Kolota, W. Dyr, W. Kostowski i wsp.

Streszczenie — Wstep. Do niekorzystnych efektow naduzywania alkoholu nalezy m.in. zaburzenie pro-
cesow reprodukceyjnych. Celem doswiadczenia bylo zbadanie wplywu spozywania czerwonego wina i eta-
nolu na poziom plciowych hormondéw steroidowych i ich metabolizm u mtodocianych samcow szczurdw.
Metoda. Wpltyw spozywania etanolu i czerwonego wina na stezenie testosteronu, 17f3-estradiolu i aktyw-
nos¢ aromatazy badano w osoczu krwi (stezenie steroidéw) i frakcji mikrosomalnej gonad (aroma-
taza) uzyskanych w wyniku trwajacego 6 tygodni doswiadczenia. Doswiadczenie przeprowadzono na
30-dniowych samcach, szczurach Wistar (n=22), ktére po okresie adaptacji podzielono na 3 grupy:
grupe kontrolng (n=8), grupe otrzymujaca czerwone wino wytrawne o 10% zawartosci alkoholu oraz
grupe otrzymujaca 10% wodny roztwor etanolu. Po okresie 6 tygodni od wszystkich zwierzat w glebokiej
narkozie (Tiopental, 120 mg/kg m.c.) pobrano krew z serca i pobrano gonady. Stezenie testosteronu
i 17p-estradiolu w osoczu krwi analizowano przy uzyciu gotowych testéw radioimmunologicznych
(RIA), aktywno$¢ aromatazy oznaczono metoda in vitro z wykorzystaniem chromatografii cienko-
warstwowej (TLC).

Wyniki. Nie zaobserwowano istotnego wplywu spozycia alkoholu - zaréwno w postaci 10% roztworu
etanolu, jak i czerwonego wina — na stezenie testosteronu w osoczu oraz aktywnos¢ aromatazy w gona-
dach. Stezenie 17B-estradiolu zalezalo istotnie od rodzaju spozywanego alkoholu (ANOVA, p <0,001)
i byto wyzsze u zwierzat pijacych czerwone wino.

Whioski. Uzyskane wyniki wskazujg, ze dlugotrwate spozywanie alkoholu w postaci czerwonego wina
moze zmieni¢ poziom hormonéw regulujacych procesy reprodukcyjne u samcow szczurow.

Stowa kluczowe: czerwone wino, etanol, testosteron, 173-estradiol, aromataza, 0§ HPG

WSTEP

Naduzywanie alkoholu jest powaznym problemem obserwowanym wsréd mio-
dych mezczyzn wielu krajow Europy i innych czgsci $wiata. Zaburzenie homeostazy
organizmu, w tym réwniez funkcjonowania osi regulacji endokrynnej podwzgorze
—przysadka—-gonady (HPG), jest jednym z istotnych efektéw konsumpcji napojow
alkoholowych i wigze si¢ m.in. z dysregulacja metabolizmu androgenéw. Zwiazki
o wysokim potencjale antyoksydacyjnym, zawarte w czerwonym winie, mogg czgs-
ciowo niwelowac i zapobiega¢ niekorzystnym efektom dziatania alkoholu etylowego,
by¢ moze rowniez w obrebie osi HPG.

Prozdrowotne dzialanie czerwonego wina jest powszechnie znane i wigzane glow-
nie z obecnoscig w nim zwiazkéw przeciwutleniajacych (1, 2). Do antyoksydantow
wina nalezg przede wszystkim zwigzki fenolowe, w tym polifenole charakteryzujace
sie wlasciwosciami redukujgcymi o dziataniu antywolnorodnikowym. Polifenole sku-
tecznie zmiatajg m.in. tlen singletowy, rodniki ponadtlenkowe, hydroksylowe oraz
przerywajg rodnikowe reakcje lancuchowe (1, 3). Dzigki opisanym cechom zwiazki
te korzystnie wplywaja na organizm, gléwnie na uktad sercowo-naczyniowy, w tym
na poziom lipoprotein o niskiej gestosci (LDL) oraz na stan $rodblonka naczyn,
uelastyczniajac go i zwiekszajac jego szczelnosé. Polifenole wina moga réwniez powo-
dowac¢ obnizenie ci$nienia tetniczego krwi przez dlugotrwale dziatanie wazorelaksa-
cyjne, wynikajace z silnej stymulacji srodblonkowej syntazy tlenku azotu (eNOS)
wskutek nasilonego naptywu jondw wapnia Ca** (4, 5, 6). Liczne badania wykazuja
réwniez inne korzystne efekty umiarkowanego spozywania czerwonego wina — w tym
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przeciwzapalne, antynowotworowe i neuroprotekcyjne (7, 8). Zwigzki o wysokim
potencjale antyoksydacyjnym moga prawdopodobnie takze niwelowa¢ niekorzystne
prooksydacyjne dzialanie etanolu w organizmie.

Celem pracy bylo zbadanie wplywu spozycia czerwonego wina na poziom wybra-
nych hormonoéw steroidowych oraz produktéw ich metabolizmu.

METODYKA
Doswiadczenie biologiczne

Doswiadczenie przeprowadzono na 30-dniowych samcach, szczurach Wistar
o poczatkowej masie ciata 95+ 12 g. Po tygodniowym okresie adaptacji zwierzeta
(n=22) podzielono na 3 grupy: grupe kontrolng (n=8) i 2 grupy doswiadczalne:
otrzymujacg czerwone wino (n = 7) i otrzymujaca 10% wodny roztwor etanolu (n=7).
Zwierzeta trzymano w osobnych polipropylenowych klatkach w pomieszczeniu
o temperaturze 22°C oraz cyklu $wietlnym L:D 12:12, faza jasna od 08:00 do 20:00.
Od 30 dnia zycia zwierz¢tom doswiadczalnym podawano napoje przypisane poszcze-
goélnym grupom, bez mozliwosci swobodnego wyboru pomiedzy alkoholem a woda.
Czerwone wino wytrawne jednakowej serii (Sophia Sakar, szczep winogron: Caber-
net Sauvignon; region pochodzenia — Nizina Tracka, Bulgaria; seria: L8060 4/11:35;
nominalna zawartos¢ alkoholu 11% v/v, zgodnie z etykieta na butelce) podawano
zwierzetom rozcienczone wodg do 10% zawartosci alkoholu (v/v), a etanol (alkohol
etylowy 96% cz.d.a., Chempur®, Piekary Slaskie) — w postaci 10% wodnego roztworu.
Roztwory zaréwno czerwonego wina, jak i etanolu byly wymieniane codziennie
podczas pomiaru spozycia i podawane zwierzetom w jednakowych nieskalowanych
szklanych poidetkach o objetosci okoto 25 ml. Czerwone wino po otwarciu butelki
przechowywano w lodéwce i rozcienczano woda do zadanej zawartosci alkoholu
przed nalaniem do poidetek. Wodny roztwoér alkoholu etylowego przechowywano
réwniez w warunkach chlodniczych.

Grupe kontrolng stanowily szczury, ktére pily wode ad libitum. Szczury spozywaty
pasze Labofeed H (Producent: Wytwdrnia Pasz ,Morawski”, Kcynia k. Bydgoszczy)
ad libitum.

Po szesciotygodniowym okresie doswiadczenia dokonano sekcji. Zwierzeta, po
12. godzinach glodzenia, poddawano glebokiej narkozie przy uzyciu Tiopentalu
w dawce 120 mg/kg m.c (ip.). Sekcje odbywaly sie o stalych porach — w godzinach
rannych od 8:00 do 11:00. Zwierzeta skrwawiano z lewej komory serca i w glebokiej
narkozie pobierano krew bezposrednio do heparynizowanych probéwek. Gonady;,
po wyptukaniu w roztworze soli fizjologicznej i osuszeniu na bibule, natychmiast
zamrazano w cieklym azocie i do czasu dalszych analiz przechowywano w tempera-
turze —80°C. Pobrang krew wirowano w temperaturze 4°C (3500 rpm przez 15 minut).
Uzyskane w ten sposdb osocze przechowywano do czasu oznaczen biochemicznych
w temperaturze -21°C.
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Na wykonanie doswiadczenia uzyskano zgode III Lokalnej Komisji Etycznej ds.
Dos$wiadczen na Zwierzetach w Warszawie (nr uchwaly 26/2007).

Analizy biochemiczne

Stezenie testosteronu i 173-estradiolu w osoczu oznaczano metoda radioimmuno-
logiczng, przy uzyciu gotowych zestawow; stezenie testosteronu przy uzyciu zestawu
DSL-4000 Active® Testosterone Coated-Tube Radioimmunassay Kit, za$ stezenie
17pB-estradiolu - zestawu DSL-4800 Ultra-Sensitive Estradiol Radioimmunassay
Kit. Czulos¢ testéw wynosita odpowiednio: 0,08 ng/ml i 2,2 pg/ml. Dla testosteronu
wspotczynnik zmiennosci wewnatrzseryjnej wynosit 9,6%, miedzyseryjnej — 8,6%,
dla 17B-estradiolu odpowiednio: 6,9%, i 12,2%.

Oznaczanie aktywnosci aromatazy przeprowadzano in vitro we frakcji mikroso-
malnej gonad (inkubacja zawiesiny mikrosomoéw i 0,05M NADPH jako kofaktora
oraz substratu znakowanego trytem 3H-testosteronu), wykorzystujac do rozdzialu
produktow reakcji (testosteronu i 17B-estradiolu) metode chromatografii cienkowar-
stwowej. Jako mieszaniny rozdzielajacej uzyto cykloheksanu z octanem etylu 55:45
(v/v). Radioaktywnos$¢ substratu i produktu mierzono w obecnosci scyntylatora
Ultima Gold ™ Packard w liczniku promieniowania (8 (Packard, TRI-CARB 2100TR).
Aktywno$¢ enzymu aromatazy przedstawiono jako % konwersji testosteronu do estra-
diolu w przeliczeniu na mg bialka, oznaczonego we frakcji mikrosomalnej gonad
metodg Bradforda (9).

Analiza statystyczna

Analizg statystyczng wynikow przeprowadzono w pakiecie statystycznym Statis-
tica 9.0 (firmy STATSOFT). Wykonano jednoczynnikowg analize wariancji (ANOVA),
przyjmujac za poziom istotnosci wartos¢ p <0,05, wykorzystujac do analizy réznic
pomiedzy grupami test post-hoc Tukeya (réznice pomiedzy grupami na rysunkach
zaznaczono réznymi literami alfabetu). Uzyskane dane poddano réwniez analizie
korelacji Pearsona.

WYNIKI

Masa ciala zwierzat w czasie trwania doswiadczenia wzrastata we wszystkich
grupach, jednak od 4 tygodnia eksperymentu u zwierzat pijacych alkohol - zaré6wno
w postaci czerwonego wina, jak i 10% wodnego roztworu etanolu - byta ona w spo-
sob istotny nizsza w poréwnaniu do zwierzat z grupy kontrolnej (ANOVA, p <0,05)
(rys. 1). Analiza post-hoc z wykorzystaniem testu Tukeya w 4, 5,1 6 tygodniu doswiad-
czenia wykazala istotnie wyzsza mase ciala u zwierzat z grupy kontrolnej w poréw-
naniu do zwierzat z pozostalych dwdch grup (rys. 1). Koricowa masa ciata zwierzat
w grupie kontrolnej byta o okoto 10% wyzsza niz w badanych grupach.
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**b,a p<0,05; c,a p=<0,01

Rys. 1.
Masa ciala zwierzat z poszczegdlnych grup w czasie trwania doswiadczenia (g)
Body weight of animals by experimental group (g)

Spozywanie trunkow. Spozycie alkoholu (podane wg etanolu/kg m.c./dobg)
w postaci 10% wodnego roztworu etanolu byto istotnie wyzsze od spozycia czerwo-
nego wina (ANOVA, p <0,05) (rys. 2).

Stezenie testosteronu w osoczu. Jak wykazala analiza wariancji stezenie testo-
steronu w osoczu krwi szczuréw nie zalezalo istotnie od rodzaju pitego napoju (10%
etanol czy wino vs woda). Zaobserwowano tendencj¢ do obnizania si¢ poziomu tego
hormonu u zwierzat spozywajacych alkohol w poréwnaniu do zwierzat z grupy kon-
trolnej, niepijacych alkoholu pod Zadng postacig; wsrdd tych ostatnich stwierdzono
najwyzszy poziom testosteronu (rys. 3). Analiza korelacji Pearsona wykazala istotne
statystycznie dodatnie korelacje prostoliniowe migdzy stezeniem testosteronu w oso-
czu a przyrostami masy ciala (r=0,55; p <0,05) oraz pomiedzy stezeniem testosteronu
w osoczu a koricowa masg ciata (r=0,63; p<0,05).

Stezenie 17f-estradiolu w osoczu. Analiza wariancji wykazala, ze stezenie
17B-estradiolu w osoczu krwi zwierzat doswiadczalnych bylo zalezne od rodzaju
pitego napoju (10% etanol lub wino vs woda) i réznito si¢ znaczaco pomiedzy
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[g etanolu/kg masy ciata/24 h]
[g ethanol/ kg body weight/ 24 h]
w
1

0 -
10% wodny roztwor etanolu czerwone wino
10% water ethanol solution red wine
ANOVA: p<0,04 mean + SE

czerwone wino — 5,0 g EtOH/kg m.c./24 h £ 0,5;

10% wodny roztwér etanolu — 3,7 g EtOH/kg m.c./24 h + 0,2
red wine — 5.0 g EtOH/kg b.w./24 h £+ 0.5;

10% water ethanol solution — 3.7 g EtOHIkg b.w./124 h + 0.2

Rys 2.
Srednie spozycie 10% wodnego roztworu etanolu i czerwonego wina (g etanolu/kg m.c./24 h)
Mean 10% water ethanol solution and red wine consumption (g ethanol/kg b.w./24 h)
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grupa kontrolna czerwone wino  10% wodny roztwor
control group red wine etanolu
10% water ethanol
solution
ANOVA: NS mean + SE

grupa kontrolna — 3,5 nmol/l = 1,3; czerwone wino — 1,3 nmol/l £ 0,3;
10% wodny roztwor etanolu — 1,4 nmol/l £ O,2

control group — 3.5 nmol/l £ 1.3; red wine — 1.3 nmol/l £ 0.3;

10% water ethanol solution — 1.4 nmol/l + O.2)

Rys. 3.
Stezenie testosteronu w osoczu krwi szczuréw (nmol/1)
Plasma testosterone concentration in rats (nmol/l)
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grupa kontrolna czerwone wino 10% wodny roztwor
control group red wine etanolu
10% water ethanol
solution
ANOVA: p<0,0004 (*p<0,001 **p=<0,02) mean + SE

grupa kontrolna — 84,3 pg/ml + 5,1; czerwone wino — 105,5 pg/ml + 10,3;
10% wodny roztwor etanolu — 62,4 pg/ml £ 2,9

control group — 84.3 pg/ml £ 5.1; red wine — 105.5 pg/ml + 10.3;

10% water ethanol solution — 62.4 pg/ml + 2.9

Rys. 4.
Stezenie 17B-estradiolu w osoczu krwi szczuréw (pg/ml)
Plasma 17f-estradiol concentration in rats (pg/ml)

poszczegdlnymi grupami, co potwierdzita wysoka istotnos¢ ANOVA (p<0,001;
2 stopnie swobody, wartos¢ F — 13,4977). Analiza post-hoc z wykorzystaniem testu
Tukeya wykazala istotnie nizsze stezenie 17p-estradiolu u zwierzat spozywajacych
10% wodny roztwdr etanolu w poréwnaniu do pozostatych grup zwierzat (10% etanol
vs wino p <0,001; 10% etanol vs woda p <0,02) (rys. 4).

Aktywno$¢ aromatazy w gonadach. Nie stwierdzono istotnych zmian w aktyw-
nosci aromatazy w gonadach u szczuréw pijacych alkohol w postaci czerwonego wina
czy 10% etanolu (ANOVA NS), a jedynie nizszg aktywnos¢ tego enzymu w grupie
kontrolnej (réznice nieistotne statystycznie). Aktywnos¢ enzymu aromatazy przed-

stawiono jako % konwersji testosteronu do estradiolu w przeliczeniu na mg biatka
(%T/E/mg bialka) (rys. 5).

DYSKUSJA WYNIKOW

Badaniu poddano 30-dniowe samce szczuréw Wistar, bedace w okresie dojrze-
wania, z linii nieprzystosowanej do spozywania alkoholu. Celem badania byto spraw-
dzenie wpltywu napojoéw alkoholowych na metabolizm hormonéw steroidowych
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grupa kontrolna czerwone wino  10% wodny roztwor
control group red wine etanolu
10% water ethanol
solution
ANOVA: NS mean + SE

grupa kontrolna — 10,0% T/E/mg biatka + 0,4; czerwone wino — 9,0% T/E/mg biatka + 0,6;
10% wodny roztwér etanolu — 9,5%T/E/mg biatka + 0,6

control group — 10.0% T/E/mg protein + 0.4, red wine — 9.0% T/E/mg protein £ 0.6;

10% water ethanol solution — 9.5% T/E/mg protein + 0.6

Rys. 5.
Srednia aktywno$¢ aromatazy w gonadach (% konwersji testosteronu do 17f-estradiolu/mg biatka)
Aromatase activity in gonads (% conversion of testosterone to 17f3-estradiol/mg protein)

u mlodych, rosngcych organizméw, bez genetycznych predyspozycji do wyboru
alkoholu, a takze przesledzenie wptywu dlugoterminowego picia (6 tygodni) dwéch
rodzajow napojow alkoholowych na organizm zwierzat wkraczajacych w okres dojrze-
wania. Zaobserwowano hamujace dziatanie napojow zawierajacych alkohol na rozwdj
fizyczny, ktorego wskaznikiem bylta masa ciata zwierzat, zaréwno w grupie pijacych
10% wodny roztwor etanolu, jak i spozywajacych czerwone wino w poréwnaniu do
grupy kontrolnej. Wyniki te sa zgodne z publikacjami innych autoréw (10, 11, 12). Nie
zaobserwowano natomiast znaczacych réznic w masie ciata pomiedzy grupg zwierzat
pijacych 10% wodny roztwdr etanolu a grupa pijacych czerwone wino, co jest réwniez
spojne z wynikami innych badan (13). Prawdopodobng przyczyna spowolnienia roz-
woju fizycznego jest wysoka wartos$¢ energetyczna napojow alkoholowych (7,1 kcal/g
etanolu). Alkohol wchtania si¢ bezposrednio z przewodu pokarmowego, a proces ten
nie wymaga udzialu enzymdw trawiennych, dzigki czemu etanol to jeden z najwydaj-
niejszych substratéw energetycznych (11). Badania wykazuja ponadto istotny wplyw
etanolu na przemiany podstawowych sktadnikéw pokarmowych, w tym ttuszczow.
Stymuluje on procesy oksydacji kwasow tluszczowych, ktére odgrywaja wazng role
w — kontrolowanej przez podwzgoérze — regulacji pobierania pokarmu (14). Reak-
cje B-oksydacji, zachodzace gtéwnie w mitochondriach, powoduja hiperpolaryzacje
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wiokien czuciowych nerwu btednego i wywotuja uczucie sytosci oraz hamuja spozy-
cie zywnosci. Przewlekta konsumpcja alkoholu moze uposledza¢ funkcje mitochon-
driéw, w tym nasila¢ utlenianie kwasow tltuszczowych. Zmiany te moga by¢ wywo-
tywane przez stres oksydacyjny zwiazany z metabolizmem alkoholu w organizmie.
Wolne rodniki stymulujg powstawanie kompleksowych zespoléw mitochondrialnych
(giant mitochondria) w watrobie szczuréw spozywajacych duze ilosci etanolu (15, 16).
Naduzywanie alkoholu jest zwigzane z aktywacja mikrosomalnego ukltadu utlenia-
jacego etanol (MEOS), ktora prawdopodobnie przyczynia si¢ do obserwowanego
u alkoholikéw zwigkszonego tempa przemiany materii i nasilonej termogenezy.
Aktywacja MEOS, zlokalizowanego w siateczce endoplazmatycznej, powoduje roz-
proszenie ciepla niezwigzane z produkeja dinukleotydu nikotynamidoadeninowego
(NADPH) i zwigzkow energetycznych, w tym adynozynotrifosforanu (ATP). Utyliza-
cja duzych ilosci etanolu i towarzyszagca MEOS wysoka aktywnos$¢ monooksygenaz,
prowadzi ponadto do produkgji licznych reaktywnych form tlenu i innych wolnych
rodnikoéw, co z kolei moze stymulowaé powstawanie kompleksowych zespoléw mito-
chondrialnych (14, 17, 18).

Badania wykazuja, ze alkohol moze réwniez wptywa¢ na osrodek gtodu i sytosci
w podwzgdrzu, gléwnie poprzez zmiany w stezeniu hormonéw uczestniczacych
w regulacji pobierania pokarmu, do ktorych nalezg leptyna i grelina. Alkohol etylowy
moze stymulowac wydzielanie leptyny, a zatem hamowac¢ taknienie i by¢ przyczyna
obnizonego tempa przyrostu masy ciala (19, 20, 21). Nizszg mase ciala zwierzat
spozywajacych etanol mozna wyjasni¢ réwniez poprzez wptyw alkoholu na stezenie
greliny, hormonu wydzielanego przez komorki $ciany zotadka, dziatajacego stymulu-
jaco na osrodek glodu. Jak wynika z badan, etanol moze hamowa¢ wydzielanie gre-
liny, ktéra poprzez receptory zlokalizowane w podwzgérzu wplywa takze na synteze
hormonu wzrostu (GH). Zmniejszona sekrecja greliny indukowana przewlekltym
spozywaniem alkoholu moze zatem zmniejsza¢ intensywnos$¢ proceséw wzrostu
i rozwoju fizycznego (22, 23, 24, 25).

W badaniu wlasnym nie stwierdzono istotnych réznic w stezeniu testosteronu
pomiedzy poszczegdlnymi grupami, zaobserwowano natomiast tendencje do obniza-
nia si¢ poziomu tego hormonu wsrdd grup szczurdw pijacych napoje zawierajace eta-
nol w poréwnaniu do grupy kontrolnej, w ktérej poziom tego hormonu byt najwyzszy.
Brak istotnosci statystycznej byt efektem duzego rozrzutu wynikéw w grupie kontrol-
nej. Badania innych autoréw wskazuja, ze alkohol powoduje zmniejszenie poziomu
tego hormonu we krwi (10, 26, 27, 28), a mechanizmy dzialania etanolu w obrebie
osi podwzgorze-przysadka-gonady (HPG) wydaja si¢ by¢ ztozone. W warunkach
tizjologicznych obnizenie poziomu testosteronu w osoczu stymuluje gruczot przysad-
kowy do syntezy i sekrecji hormonéw tropowych: folikutropowego i luteinizujacego
(FSH i LH), ktore pobudzaja odpowiednio: spermato- i steroidogeneze w gonadach.
Wykazano, ze nadmierne spozywanie alkoholu powoduje obnizenie st¢zenia testo-
steronu, przy obnizonym lub normalnym poziomie gonadotropin FSH i LH — moze
to wynika¢ z uposledzenia funkcji komoérek podwzgorza syntetyzujacych gonado-
liberyne (GnRH) (20). Alkohol moze réwniez wplywa¢ na aktywacje prekursorow
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gonadoliberyny GnRH, wydzielanej w postaci nieaktywnego prohormonu, biatka
zbudowanego z 92 aminokwaséw. Aktywacja pre-pro-GnRH nastepuje na skutek
hydrolizy wigzania peptydowego i odlaczenia 82-aminokwasowego odcinka prekur-
sorowego, a proces ten moze ulegac zaburzeniu przez ekspozycje na etanol (20, 26).
Alkohol etylowy moze takze powodowac uszkodzenia i atrofi¢ jader oraz hamowa¢
biosynteze testosteronu w komorkach Leydiga (20, 29).

Obserwowany w wielu badaniach obnizony poziom testosteronu jest wyjasniany
rowniez jako efekt nasilonej syntezy opioidow, wywolanej dlugotrwata konsumpcja
etanolu. f-endorfina, ktdrej stezenie jest dodatnio skorelowane ze spozyciem etanolu,
hamuje syntez¢ androgenéw zaréwno na poziomie gonad, jak i innych elementéw
osi HPG (26). Zwigzki morfinopodobne moga aktywowac apoptoze komorek jader
oraz hamowac wydzielanie GnRH przez podwzgdrze, czego skutkiem jest ostabiona
synteza gonadotropin przez przysadke i testosteronu w gonadach (20).

Obnizone stezenie testosteronu moze by¢ rowniez wynikiem wptywu etanolu na
aktywnos¢ syntazy tlenku azotu (NOS). Tlenek azotu, powodujac wazorelaksacje
naczyn, moze by¢ mediatorem toksycznego dzialania alkoholu etylowego na komorki
gonad (20, 26). Przyczyna uszkodzenia komorek gonad jest takze dziatanie wolnych
rodnikow, powstajacych w wyniku reakeji utleniania, ktorej intensywnos$¢ wzrasta
w czasie przemian ustrojowych alkoholu i produktéw jego eliminacji. Wolne rodniki,
powstajace jako efekt reakeji etanolu i jego toksycznych metabolitéw z substancjami
endogennymi, naleza do najbardziej reaktywnych i moga wplywa¢ na wiele procesow
zachodzgcych w komdrkach organizmu, w tym na synteze testosteronu. Blony komoérek
jader sg szczegdlnie wrazliwe na uszkodzenia, spowodowane przez reaktywne formy
tlenu. Nasilona peroksydacja lipidéw bltonowych, wywotana dzialaniem wolnych
rodnikéw, prowadzi do wyczerpania potencjatu antyoksydacyjnego w komoérkach
jader i zaburza ich prawidfowe funkcjonowanie (22, 30). Dodatkowymi czynnikami
potegujacymi te dysfunkcje moga by¢ indukowana przez etanol nasilona termogeneza
oraz produkcja w gonadach eikozanoidéw prozapalnych i cytokin (18, 20).

Obnizenie poziomu testosteronu w osoczu moze by¢ réwniez zwigzane z wply-
wem etanolu na szlak biosyntezy testosteronu w gonadach lub na jego inaktywacje
w watrobie (31). Alkohol przechodzi przez barier¢ krew—jadro i moze bezposrednio
modulowa¢ aktywnos¢ enzymow i dostepnosé substratow do syntezy androgenow.
Bialko ostrej regulacji steroidowej (StAR), ktére jest odpowiedzialne za transport
cholesterolu do wnetrza mitochondridw, jest jednym ze zwigzkow limitujacych ste-
roidogeneze, a przewlekle spozywanie alkoholu powoduje zahamowanie ekspresji
genu StAR w komorkach Leydiga jader (28). Steriodogeneza zachodzi ponadto przy
udziale licznych enzymoéw i komplekséw enzymatycznych, wymagajacych do swo-
jego dzialania obecnosci kofaktoréw, ktorych niedobor moze limitowacé katalizowane
reakcje. Enzymy metabolizujace etanol potrzebujg tych samych kofaktorow, co moze
powodowac ich nadmierne zuzycie. Supresyjne dzialanie alkoholu w stosunku do
tunkcji endokrynnych gonad moze réwniez by¢ zwigzane z podwyzszeniem przez
etanol poziomu prolaktyny, peptydowego hormonu przedniego plata przysadki
mozgowej (26). Podobny supresyjny w stosunku do gruczotéw piciowych efekt moze
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by¢ wynikiem zaburzen czynnosci nadnerczy, ktérych hormony wchodzg w interak-
cje z poszczegdlnymi elementami osi regulacyjnej HPG. Spozycie alkoholu pobudza
wydzielanie hormonu adrenokortykotropowego (ACTH) w przysadce i kortyko-
steronu w nadnerczach. Proces ten wymaga stymulacji kortykoliberyny (CRF),
ktéra jednoczesnie redukuje wydzielanie LH i GnRH. Badania wykazaly, ze etanol
moze stymulowa¢ czynno$¢ nadnerczy i podwyzszaé poziom glukokortykosteroidow,
kortyzolu i kortykosteronu w osoczu (26, 28, 32). Alkohol wptywa na funkcjonowa-
nie o$rodka glodu i sytosci w podwzgérzu, zmieniajac poziom leptyny, odgrywajace
znaczacg role w dziataniu osi HPG u mezczyzn (20, 33, 34). Leptyna wplywa na
komorki podwzgoérza, zwigkszajac czestotliwos¢ pulsacyjnej sekrecji GnRH w sposéb
skorelowany z jej stezeniem, pobudza tez produkcje LH. Istotny jest takze wplyw
leptyny na czynnos¢ komorek Leydiga w jadrach. Doswiadczenia z wykorzysta-
niem modeli zwierzecych wykazujg inhibicyjny wptyw tego hormonu na produkeje
testosteronu (33, 34, 35).

Wplyw konsumpcji czerwonego wina na poziom testosteronu moze wynikaé
z facznego dzialania etanolu i innych substancji wchodzacych w jego sklad, w tym
substancji biologicznie czynnych (36). Jednym z istotnych skladnikéw wina jest
resweratrol, polifenol o silnych wtasciwosciach antyoksydacyjnych, ktéry moze
dziata¢ ochronnie w stosunku do komorek jader i przyczynia¢ si¢ do zwiekszenia
poziomu testosteronu we krwi. Badania wykazaty takze, ze resweratrol obniza poziom
kortykosteronu w osoczu, dzigki czemu znosi hamujgce steroidogeneze dzialanie osi
HPA (przysadka-podwzgoérze-nadnercza) i przywraca prawidlowe funkcje gonad.
Jednakze ze wzgledu na swoja struktur¢ chemiczng, podobng do estrogendéw, moze
wigzac sie z receptorami estrogenowymi, blokujac lub maskujac dzialanie endogen-
nych estrogenéw (37). Podobne dzialanie moga mie¢ pozostate fitoestrogeny zawarte
w czerwonym winie, np. kwercetyna. Resweratrol i kwercetyna moga ponadto zmie-
nia¢ ekspresje genu StAR (36). Skladniki bioaktywne wina wptywaja nie tylko na
poziom hormonéw androgenowych, lecz réwniez na ich dziatanie w komdrkach
docelowych, regulujac funkcjonowanie i ekspresje receptora androgenowego AR.
Takie dzialanie udowodniono dla resweratrolu i kwercetyny (38, 39).

Jednym z gtéwnych mechanizméw, odpowiedzialnych za obnizenie poziomu testo-
steronu w osoczu osobnikéw spozywajacych nadmierne ilosci alkoholu, jest nasilenie
metabolizmu androgendéw, a jednym z gtownych szlakéw przemian testosteronu jest
jego aromatyzacja do 17B-estradiolu, zachodzgca przy udziale kompleksu enzyma-
tycznego CYP-19. Z tego wzgledu pod wpltywem spozycia alkoholu obserwuje si¢
znaczacy wzrost poziomu estrogendéw w osoczu krwi. Estrogeny hamuja wydziela-
nie hormondéw podwzgoérza i przysadki nalezacych do HPG, gtéwnie GnRH i LH,
uczestniczac w mechanizmie sprzezen zwrotnych (26). Moga takze przyczyniac sig
do nasilenia apoptozy komorek jader (23).

W przeprowadzonym badaniu zaobserwowano istotne statystycznie réznice po-
miedzy poziomem 17f-estradiolu w grupach zwierzat spozywajacych etanol w sto-
sunku do grupy kontrolnej. Otrzymane wyniki odbiegaja od danych pochodzacych
z badan epidemiologicznych publikowanych w literaturze, ktére opisuja zjawisko
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podwyzszonego poziomu estrogenéw w osoczu u alkoholikow (25, 26, 40, 41). Wyka-
zano bowiem, ze stezenie 17(3-estradiolu bylo istotnie nizsze w grupie zwierzat pija-
cych 10% wodny roztwor etanolu w poréwnaniu do pijacych czerwone wino i zwie-
rzat z grupy kontrolnej, a nie jak mozna si¢ byto spodziewac — wyzsze w obu grupach
narazonych na dziatanie etanolu. Wskazuje to na istotny wpltyw zwiazkow zawartych
w winie na warto$¢ tego parametru. Rozbieznosci z danymi z literatury moga wynika¢
z innego dziatania alkoholu na miode organizmy, ktére stanowily przedmiot badania.
W omawianym doswiadczeniu nie zaobserwowano istotnych réznic w aktywnosci
aromatazy w gonadach pomigedzy poszczegélnymi grupami.

Zwigkszenie poziomu estrogenow w osoczu osobnikéw spozywajacych nadmierne
iloéci alkoholu moze wynika¢ z nasilenia metabolizmu androgenéw. Ponadto nie-
wykluczone, ze alkohol indukuje szereg mikrosomalnych ukladéw enzymatycz-
nych w hepatocytach i innych komoérkach ustroju, takich jak reduktazy pierscie-
niowe (A-ring reductases) czy uklady oksydacyjne. Mechanizm ten moze czesciowo
wyjasnia¢ zwigzek pomiedzy zwigkszonym stezeniem 17B-estradiolu i feminizacja
u mezczyzn a dlugotrwalym spozywaniem alkoholu, szczegélnie przy wspolistnie-
jacych schorzeniach watroby. Wykazano réwniez wplyw etanolu na aromatyzacje
androgenéw zachodzacag w podwzgoérzu. W przeprowadzonych doswiadczeniach
na zwierzetach zaobserwowano wzrost intensywnosci aromatyzacji w podwzgorzu
u osobnikéw meskich spozywajacych etanol (42), natomiast badania z wykorzysta-
niem modeli zwierzecych wykazaly, ze alkohol nie wplywa na aromatyzacje testo-
steronu w jadrach. Jest to zgodne z wynikiem uzyskanym w badaniach wtasnych.
Zwigkszony poziom estradiolu w grupie osobnikéw spozywajacych czerwone wino,
w stosunku do poziomu w grupie kontrolnej, wydaje si¢ by¢ zatem wynikiem aroma-
tyzacji zachodzacej raczej w innych narzadach, w tym w watrobie i tkance tluszczo-
wej, poniewaz rdwniez w tych tkankach alkohol etylowy zwigksza aktywnos¢ aroma-
tazy, odpowiedzialnej za te przemiany (40, 41, 43, 44). Nieliczne badania oceniajace
wplyw czerwonego wina na poziom estrogendw i aktywnos¢ aromatazy wykazaty,
ze aktywne biologicznie zwigzki w nim zawarte (gléwnie resweratrol) w organizmie
mezczyzn moga modulowa¢ dzialanie aromatazy i estrogenéw w komorkach doce-
lowych narzadéw osi HPG i innych tkanek wrazliwych na estrogeny. W badaniach
innych autoréw stwierdzono m.in. zwiekszong koncentracje FSH i LH w odpowiedzi
na dzialanie resweratrolu (45). Polifenole zawarte w winie mogg wptywa¢ na dziatanie
aromatazy w licznych tkankach. Jednym z gléwnych obszaréw aktywnosci aromatazy
i produkgji estrogenow u mezczyzn jest tkanka thuszczowa, stad podwyzszony poziom
estrogendw w grupie zwierzat spozywajacych czerwone wino, przy nierdznigcej si¢
pomiedzy grupami aktywnosci aromatazy w jadrach, moze by¢ wyjasniony wzrostem
aktywnosci tego enzymu w innych narzagdach. Wplyw czerwonego wina na aktywnos¢
aromatazy moze by¢ wywolany obecnoscia 3-flawonoli, do ktérych nalezy katechina,
epikatechina oraz procyjanidyny i jak wykazuja badania zwiazki te prawdopodobnie
stymulujg synteze¢ aromatazy (46).

Obserwacje dokonane w badaniach wlasnych potwierdzaja niekorzystny wptyw
napojow alkoholowych na funkcjonowanie i rozwdj organizmu, w tym takze osi HPG,
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polegajacy na zaburzeniu rownowagi hormonalnej (zmiana proporcji testosteronu
do 17pB-estradiolu). Wplyw ten jest bardzo zlozony i wielokierunkowy. Efekt dlugo-
trwalego spozywania etanolu i czerwonego wina wymaga dalszych badan i obserwacji
prowadzonych zaréwno in vitro, jak i na zywych organizmach.

Whioski

. Alkohol w postaci czerwonego wina moze zaburza¢ réwnowage hormonalng orga-

nizmu poprzez modyfikacje stosunku androgenéw do estrogenéw — hormonow
regulujgcych procesy reprodukcyjne u samcow szczuréw; efekt ten jest zwigzany
z zawarto$cig licznych zwigzkéw biologicznie czynnych, wchodzacych w skiad
tego trunku.

. Czerwone wino, mimo udowodnionego korzystnego wplywu na zdrowie, moze

powodowac zaburzenia gospodarki hormonalne;j.

. Zmiana poziomu hormonéw plciowych, wywotana dtugotrwalym spozywaniem

czerwonego wina, moze doprowadzi¢ do uposledzenia funkgji reprodukeyjnych.
Zaobserwowane efekty moga by¢ spowodowane obecnoscig w czerwonym winie
innych niz etanol substancji biologicznie czynnych, za§ mechanizmy ich dziatania
moga by¢ odmienne od dziatania czystego alkoholu.

PISMIENNICTWO

10.

11.

12.

. Kwiatkowska E (2007) Sktadniki czerwonego wina w prewencji choréb uktadu krazenia. Medy-

cyna Rodzinna, 1, 7-9.

. Lindberg M, Amsterdam E (2008) Alcohol, wine and cardiovascular health. Clinical Cardiology,

31, 8, 347-351.

. Mackiw E (2003) Wybrane sktadniki winaiich znaczenie prozdrowotne. Zywienie Czlowicka i Meta-

bolizm, 30, 3/4.

. Luz P, Coimbra S (2004) Wine, alcohol and atherosclerosis: clinical evidences and mechanisms.

Brazilian Journal of Medical and Biological Research, 37, 1275-1295.

. Shrikhande A (2000) Wine by-products with health benefits. Food Research International, 33,

469-474.

. Sinkiewicz W, Dudziak ] (2006) Alkohol, wino i czynniki zapalne - mechanizmy kardioprotekcji.

Kardiologia po Dyplomie, 5, 8, 21-27.

. Halpern G (2008) A celebration of wine: wine IS medicine. Inflammopharmacology, 16, 240-244.
. Walzem R (2008) Wine and health: state of proofs and research needs. Inflammopharmacology, 16,

265-271.

. Bradford M (1976) A rapid and sensitive method for the quantification of microgram quantities of

protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical Biochemistry, 72, 248-254.
Emanuele N, LaPaglia N, Vogl W, Steiner J, Kirsteins L, Emanuele M (1999) Impact and reversibi-
lity of chronic ethanol feeding on the reproductive axis in the peripubertal male rat. Endocrine, 11,
3,277-284.

Nunez N, Carter P, Meadows G (2002) Alcohol consumption promotes body weight loss in mela-
noma-bearing mice. Alcoholism, Clinical and Experimental Research, 26, 5, 617-625.

Zeigler D, Wang C, Yoast R, Dickinson B, McCaftree M, Robinowitz C, Sterling M (2004) The neuro-
cognitive effects of alcohol on adolescent and college students. Preventive Medicine, 40, 23-32.

35



K. Dziendzikowska, M. Oczkowski, A. Kolota, W. Dyr, W. Kostowski i wsp.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

36

Monteiro R, Soares R, Guerreiro S, Pestana D, Calhau C, Azevedo I (2009) Red wine increases adipose
tissue aromatase expression and regulates body weight and adipocyte size. Nutrition, 25, 699-705.
Addolorato G, Capristo E, Greco A, Stefanini G, Gasbarrini G (1998) Influence of chronic alcohol
abuse on body weight and energy metabolism: is excess ethanol consumption a risk factor for
obesity or malnutrition? Journal of Internal Medicine, 244, 387-395.

Wakabayashi T (2002) Megamitochondria formation — physiology and pathology. Journal of Cellu-
lar and Molecular Medicine, 6, 4, 497-538.

Wakabayashi T, Anachi K, Matsuhashi T, Wozniak M, Antosiewicz J, Karbowsky M (1997) Sup-
pression of the formation of megamitochondria by scavengers for free radicals. Molecular Aspects
of Medicine, 18 Suppl., 51-61.

Addolorato G, Capristo E, Greco A, Stefanini G, Gasbarrini G (1997) Energy expendiute, substrate
oxidation, and body compositions in subjects with chronic alcoholism: new findings from meta-
bolic assessment. Alcohol, Clinical and Experimental Research, 21, 962-967.

Ferreira M, Weems S (2008) Alcohol consumption by aging adults in the United States: health
benefits and detriments. Journal of American Dietetic Association, 10, 1668-1675.

Carreau S, Bourguiba S, Lambard S, Galeraud-Denis I, Genissel Ch, Levallet ] (2002) Reproduc-
tive system: aromatase and estrogens. Molecular and Cellular Endocrinology, 193, 137-143.
Emanuele M, Emanuele N (2001) Alcohol and the male reproductive system. Alcohol Research and
Health, 25, 4, 282-287.

Lago R, Gomez R, Lago F, Gomez-Reino J, Gualillo O (2008) Leptin beyond body weight regula-
tion — current concepts concerning its role in immune function and inflammation. Cellular Immu-
nology, 252, 139-145.

El-Ashmaway I, Saleh A, Salama O (2007) Effect of marjoram volatile oil and grape seed extract on
ethanol toxicity in male rats. Basic and Clinical Pharmacology and Toxicology, 101, 320-327.

Zhu Q, Meisinger ], Emanuele N, Emanuele M, LaPaglia N, Van Thiel D (2000) Ethanol expo-
sure enhances apoptosis within the testes. Alcoholism, Clinical and Experimental Research, 24, 10,
1550-1556.

Calissendorff ], Danielsson O, Brismar K, Rojdmark S (2006) Alcohol ingestion does not affect
serum of peptide YY but decrease both total and octanoylated ghrelin levels in healthy subjects.
Metabolism Clinical Experimental, 55, 1625-1629.

Lorenzi T, Meli R, Marzioni D, Morroni M, Baragli A, Castellucci M, Gualillo O, Muccioli G
(2009) Ghrelin: a metabolic signal affecting the reproductive system. Cytokine and Growth Factor
Reviews, 20, 137-152.

Emanuele M, Emanuele N (1998) Alcohol’s effects on male reproduction. Alcohol Health ¢ Rese-
arch World, 22, 3, 195-200.

Jimenez V, Cardinali D, Cano P, Alvarez M, Reyes T, Esquifino A (2004) Effect of ethanol on
24-hour hormonal changes in peripubertal male rats. Alcohol, 34, 127-132.

Kim J, Kim H, Noh H, Roh G, Kang S, Cho G, Park S, Lee B, Choi W (2003) Suppression by etha-
nol of male reproductive activity. Brain Research, 989, 91-98.

Salonen I, Huhtaniemi I (1990) Effects of chronic ethanol diet on pituitary - testicular function in
the rat. Biology of Reproduction, 42, 1, 55-62.

Meneesh M, Dutta S, Chakrabarti A, Vasudevan D (2006) Alcohol abuse - duration dependent
decrease in plasma testosterone and antioxidants in males. Indian Journal of Physiology and Phar-
macology, 50, 3, 291-296.

Sierksma A, Sarkola T, Eriksson P, Van der Gaag M, Grobbee D, Hendriks H (2004) Effect of
moderate alcohol consumption on plasma dehydroepiandrosterone sulfate, testosterone, and
estradiol levels in middle-aged men and postmenopausal women: a diet-controlled intervention
study. Alcoholism, Clinical and Experimental Research, 28, 5, 780-785.

Apter S, Eriksson P (2006) The role of social isolation in the effects of alcohol on corticosterone
and testosterone levels of alcohol-preferring and non-preferring rats. Alcohol and Alcoholism, 41,
1, 33-38.



Wplyw spozywania czerwonego wina na poziom testosteronu i 17f3-estradiolu...

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

Gamba M, Pralong F (2006) Control of GnRH neuronal activity by metabolic factors: the role of
leptin and insulin. Molecular and Cellular Endocrinology, 254-255, 134-139.

Moschos S, Chan J, Mantzoros Ch (2002) Leptin and reproduction: a review. Fertility and Sterility,
77, 3, 433-444.

Casabiell X, Pifieiro V, Vega F, De la Cruz L, Diéguez C, Casanueva F (2001) Leptin, reproduction
and sex steroids. Pituitary, 4, 93-99.

Chen Y, Nagpal M, Stocco D, Lin T (2007) Effects of genistein, resveratrol, and quercetin on stero-
idogenesis and proliferation of MA-10 mouse Leydig tumor cells. Journal of Endocrinology, 192,
527-537.

Jiang Y, Peng T, Luo Y, Li M, Lin Y (2008) Resveratrol reestablished spermatogenesis after testicu-
lar injury in rat caused by 2,5-hexanedione. Chinese Medical Journal, 121, 13, 1204-1209.

Ratan H, Sci B, Steward W, Gescher A, Mellon ] (2002) Resveratrol - a prostate cancer chemopre-
ventive agent? Urologic Oncology, 7, 223-227.

Xing N, Chen Y, Mitchell S, Young Ch (2001) Quercetin inhibits the expression and function of
the androgen receptor in LNCaP prostate cancer cells. Carcinogenesis, 22, 3, 409-414.

Crispo A, Talamini R, Gallus S, Negri E, Gallo A, Bosetti C, La Vecchia C, Dal Maso L, Montella
M (2004) Alcohol and the risk of prostate cancer and benign prostatic hyperplasia. Urology, 64, 4,
717-722.

Muthusami K, Phil M, Chinnaswamy P (2005) Effect of chronic alcoholism in male fertility hor-
mones and sperm quality. Fertility and Sterility, 84, 4, 919-924.

Purohit V (2000) Can alcohol promote aromatization of androgens to estrogens? A review. Alco-
hol, 22, 123-127.

Kula K, Stowikowska-Hilczer J, Walczak-Jedrzejowska R, Kula P, Oszukowska E, Marchlewska K,
Wranicz J ( 2005) Znaczenie fizjologiczne estrogenéw u mezczyzn — przelom w endokrynologii.
Endokrynologia Polska, 56, 3, 314-321.

Ribot C, Trémollieres F, Pouillés J ( 2006) Aromatase and regulation of bone remodeling. Joint
Bone Spine, 73, 37-42.

Juan M, Gonzalez-Pons E, Munuera T, Ballester ], Rondriguez-Gil ], Planas J (2005) Teans- resve-
ratrol, a natural antioxidant from grapes, increases sperm output in healthy rats. The Journal of
Nutrition, 135, 4, 757-760.

Monteiro R, Farla A, Mateus N, Calhau C, Azevedo I (2008) Red wine interferes with oestrogen
signalling in rat hippocampus. Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology, 111, 74-79.

Adres do korespondencji

Katarzyna Dziendzikowska

Zaktad Fizjologii Zywienia, Katedra Dietetyki

Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
ul. Nowoursynowska 159C, 02-776 Warszawa

tel. (22) 593 7029

e-mail: k.dziendzikowska@gmail.com

otrzymano: 7.07.10
przyjeto do druku: 16.05.11

37



