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Streszczenie

Grelina jest neuropeptydem wtaczonym w regulacje bilansu
energetycznego organizmu. Znaczenie watroby w przemia-
nach greliny pozostaje przedmiotem badan. Dotychczasowe
wyniki ograniczaja sie do obserwacji zaburzefi osoczowego
poziomu tego hormonu spowodowanego réznymi formami
uszkodzenia narzadu.

Cel pracy: Celem pracy byta ocena metabolizmu greliny w wa-
trobie. Realizacja zamierzenia opierata sie na ocenie stezenia
oraz wydzielania podstawowego i stymulowanego greliny
w tkankach watroby i Zotagdka. Poréwnanie przemian greliny
w obu narzadach wynika z doktadniejszego zdefiniowania
roli petnionej przez badany zwigzek w Zotadku, bedacego
gtownym Zzrédtem hormonu w tkankach obwodowych.
Materiat i metody: Badaniem objeto 11 chorych z przewlektym
zapaleniem watroby, u ktérych wykonano biopsje watroby
oraz gastroskopie ze wskaza klinicznych. Zrédtem materiatu
byta biopsja gruboigtowa watroby oraz wycinek btony sluzo-
wej zotadka w gastroskopii. Metoda radioimmunologiczna
okreslono zawartoé¢ greliny w bioptacie watroby i Zotadka.
Pomiar stopnia wydzielania badanego zwigzku przeprowa-
dzono w warunkach stabilizacji wydzielania oraz w nastep-
stwie stymulacji przez dodatek naltreksonu i greliny.

Wyniki: Stezenie greliny sluzéwki Zotadka byto 20-krotnie
wyzsze niz migzszu watroby (p<0,001). Wydzielanie podsta-
wowe oraz stymulowane nie wykazaty zréznicowania w ma-
teriale tkankowym watroby i Zotadka.

Whioski: Wyniki badania potwierdzity obecnosé greliny i ak-
tywnosé wydzielniczg miazszu watroby. Tkanka watrobowa
wykazata kilkunastokrotnie nizsze stezenia oznaczanego
zwigzku w stosunku do ilosci zawartej w Sluzéwce Zzotadka.
W warunkach podstawowych oraz w nastepstwie stymulacji
naltreksonem i greling tkanka watrobowa i Zzotagdkowa wyka-
zaty zblizone wydzielanie.
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Abstract

Ghrelin is a neuropeptide which takes part in the regulation of
energetic balance in the human body. The role of the liver in
ghrelin metabolism remains unclear. Previous studies were
based on observations of changes in ghrelin concentrations in
serum in different liver diseases. It is well known that the
gastric mucosa seems to be the main source of ghrelin in the
peripheral tissues.

The aim of the study was to evaluate ghrelin metabolism in the
liver. It was based on the assessment of ghrelin concentration,
basic and peak stimulated secretion by liver and gastric mucosa.
Material and methods: The study was performed on 11 patients
with chronic viral hepatitis who were examined by liver biopsy
and gastroscopy because of clinical indications. Liver samples
taken by Menghini thick needle method and bioptates of gastric
mucosa were examined. The concentration of ghrelin was
measured by radioimmunological method, accounted by 1 mg
protein tissue. Ghrelin secretion was studied in two different
conditions: stabilized and stimulated by naltrexone and ghrelin.
Results: The concentration of ghrelin in the gastric mucosa was
twenty times higher than in the liver tissues (p<0.001). There
were no significant differences between the liver and stomach
tissues in both basic and stimulated ghrelin secretion.
Conclusions: The concentration of ghrelin in the liver is lower
than in the gastric mucosa. In the stabilized and stimulated by
ghrelin and naltrexone conditions the levels of ghrelin in the
liver and stomach were similar.
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Wstep

Grelina jest 28-aminokwasowym peptydem beda-
cym ligandem sekrecyjnego receptora hormonu wzrostu
(GHS-R). Gtéwnym miejscem syntezy greliny sa koméorki
neuroendokrynne dna i trzonu zotadka [1, 2], a miejscem
degradacji — nerki, watroba i zotadek [3, 4].

Dotychczasowe dane literaturowe, przedstawiajgce
zmiany poziomu greliny w schorzeniach watroby, dotycza
opisu zwiekszonego stezenia tego hormonu w osoczu
w niewyréwnanej marskosci watroby [4]. W pierwotnej
marskosci z6tciowej watroby zwieksza sie stezenie lepty-
ny — odpowiadajacej za stymulacje prozapalnych cytokin
i katabolizm — a obniza sie stezenie greliny [5].

Grelina uczestniczy wraz z insuling, leptyna, adipo-
nektyna oraz rezystyng w regulacji bilansu energetycz-
nego organizmu. Osrodkowe oddziatywanie w zakresie
podwzgbrza jest przeciwstawne do leptyny i prowadzi
do zwiekszonego przyjmowania pokarméw [6]. Marche-
sini i wsp. [7] obserwowali wzrost poziomu greliny u pa-
cjentébw z uszkodzeniem watroby, ktéry ttumaczyli kom-
pensacyjnym mechanizmem zapobiegajacym pogtebia-
niu ujemnego bilansu energetycznego. W pierwotnym
raku watroby [4] obnizony poziom greliny jest odwrotnie
skojarzony z poziomem alfa fetoproteiny i interpretowa-
ny jako przyczyna zespotu anoreksyjno-kachektycznego.

Zmiany w zakresie tkanki ttuszczowej wystepujace
pod wptywem greliny nie wynikaja tylko ze zwiekszenia
podazy energetycznej wywotanej zmiang zachowan, ale
dotycza takze jej bezposredniego oddziatywania na go-
spodarowanie zasobami energetycznymi tkanki ttusz-
czowej, miesni i watroby [7-9]. W niealkoholowym
sttuszczeniu watroby postulowany jest zwigzek obnize-
nia poziomu osoczowe] greliny z wystepujaca w tym
schorzeniu insulinoopornoscia [10].

Grelina to hormon szeroko rozpowszechniony w or-
ganizmie. Ekspresje mRNA tego peptydu stwierdza sie
w wiekszosci tkanek, w tym takze w watrobie [11]. Tak
szerokie rozpowszechnienie tego zwigzku nie znalazto
wyttumaczenia w dotychczasowych publikacjach i pozo-
staje przedmiotem dalszych badan. Podtyp 1a GHS-R ma
najwieksza ekspresje w przednim ptacie przysadki (ten
rodzaj receptora nie jest stwierdzany w miazszu watro-
by). Podtyp 1b GHS-R wystepuje w wiekszosci tkanek,
w tym takze w watrobie, ale jego funkcja nie jest znana.
Przyjmuje sie mozliwos¢ istnienia wiekszej liczby podty-
pow receptoréw GHS-R [11].

Podsumowujac wyniki dotychczasowych prac, nale-
zy stwierdzi¢, ze odnosz3 sie one do oceny poziomu gre-
liny w osoczu krwi, potwierdzajac jej zwiazek z zaburze-
niami funkcji i metabolizmu watroby, dokumentujg tak-
ze synteze badanego zwigzku wraz z obecnoscia niekt6-
rych podtypéw receptora sekrecyjnego hormonu wzro-
stu w obrebie migzszu watroby.

Cel pracy

Celem pracy byta ocena metabolizmu greliny w wa-
trobie. Realizacja zamierzenia opierata sie na okresleniu
stezenia oraz wydzielania podstawowego i stymulowa-
nego greliny w tkankach watroby i Zotadka. Poréwnanie
przemian hormonu w obu narzadach wynika z doktad-
niejszego zdefiniowania roli zotadka w metabolizmie
greliny, bedacego jej gtéwnym zrédtem w tkankach ob-
wodowych.

Materiat i metody

Badaniem objeto 11 chorych z przewlektym wiruso-
wym zapaleniem watroby typu B i C, w wieku od 20
do 56 lat, u ktérych wykonano biopsje watroby wg Men-
ghiniego oraz gastroskopie ze wskazan klinicznych.

Zrodtem materiatu tkankowego do badaf byty wy-
cinki watroby oraz btony $luzowej dna i trzonu Zotadka.
Do oznaczania stezeh tkankowych badane prébki za-
mrazano w temperaturze —75°C i przechowywano
do czasu dalszej analizy. Wycinki wazono i homogenizo-
wano w buforze fosforanowym o pH 7,1, a nastepnie wi-
rowano z predkoscig 4000 obrotéw/min przez 5 min i od-
dzielano nadsacz, w ktérym oznaczano poziom greliny.

Wydzielanie in vitro greliny z tkanek przeprowadzo-
no wg metody Kowalskiego i Girauda [12]. Bezposrednio
po pobraniu wycinki wazono i cieto przy uzyciu mikroto-
mu na skrawki, ktére umieszczano w plastikowych na-
czynkach z nylonowa siatka zamiast dna. Naczynka
umieszczano w studzienkach inkubacyjnych zawieraja-
cych 1,5 ml buforu Krebsa z dodatkiem BSA (albumina
bydleca) w temperaturze 39-40°C, pozwalajac na stabi-
lizacje wydzielania. Po okresie stabilizacji przystepowa-
no do wtasciwej inkubacji, przektadajac naczynka
z tkankami do kolejnych studzienek wg schematu:
A — 10 min Krebs (stabilizacja, okreslenie wydzielania
podstawowego), B — 10 min Krebs, C— 10 min Krebs z do-
datkiem in vitro greliny, D — 10 min Krebs, E — 10 min
Krebs, F — 10 min Krebs z dodatkiem in vitro naltreksonu,
G — 10 min Krebs i H — 10 min Krebs.

Po zakonczeniu inkubacji ze wszystkich studzienek
pobierano 1 ml medium inkubacyjnego i do momentu
oznaczania ilosci wydzielonej greliny zamrazano je,
i przechowywano w temperaturze —20°C.

Oznaczanie poziomu wydzielonej greliny w medium
inkubacyjnym oraz stezenia greliny w tkankach przepro-
wadzono metoda radioimmunologiczng za pomoca ze-
stawéw Ghrelin (Total) firmy LINCO Research (USA),
gdzie jako znacznik wykorzystano | oraz swoiste prze-
ciwciata dla greliny. Do oznaczania pobierano 100 pl
nadsgczu z homogenatu tkanki lub 200 ul liofilizatéow
z medium inkubacyjnego rozpuszczonych w buforze.
W drugim dniu badania do wszystkich prébek dodawa-
no znakowana ™| greline, po czym inkubowano je
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Ryc. 1. Stezenie greliny w watrobie i btonie $lu-
zowej zotadka w przeliczeniu na 1 mg biatka
Fig. 1. Hepatic and gastric mucosal ghrelin con-
centration per 1 mg protein

przez 24 godz. w temperaturze 4°C. W trzecim dniu do-
dawano odczynnik do precypitacji i inkubowano 20 min
w temperaturze 4°C. Probki wirowano przy 2000-3000 x g
w temperaturze 4°C przez 20 min. Nastepnie prébki de-
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Ryc. 2. Wydzielanie greliny w warunkach podsta-
wowych w watrobie i btonie sluzowej zotadka
Fig. 2. Hepatic and gastric mucosal ghrelin secre-
tion in stabilized conditions
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kantowano, a radioaktywnos¢ mierzono w liczniku pro-
mieniowania y. Poziom greliny w badanych prébkach
okreslano w oparciu o krzywa standardowa. Standard
greliny byt wyznaczany przez korelacje réznych stezen
tego zwigzku i jego radioaktywnosé. Wyniki stezenia
greliny w watrobie i Zotadku przedstawiono w pikogra-
mach w przeliczeniu na 1 mg biatka tkanki.

Analize statystyczna stezen greliny w migzszu wa-
troby i sluzébwce zotadka oraz w nadsaczu w nastep-
stwie wydzielania podstawowego i stymulowanego na-
ltreksonem w zwigzku z rozktadem odbiegajacym
od normalnego przeprowadzono w oparciu o test niepa-
rametryczny U Manna-Whitneya, a w przypadku stymu-
lacji greling przy rozktadzie normalnym w oparciu o test
t-Studenta. Jako istotne statystycznie przyjeto wartosci
p<0,05.

Wyniki

Statystycznie istotna roznica (p=0,006) stwierdzona
zostata pomiedzy rozktadem wartosci stezenia greliny
w $luzéwce zotadka oraz watroby, z mediana 100 pg
w zotadku i 5 pg w watrobie w przeliczeniu na 1 mg biat-
ka w prébce (ryc. 1.).

Wydzielanie podstawowe oraz stymulowane greliny
nie wykazato statystycznie istotnego zréznicowania
w materiale tkankowym watroby i zotadka (ryc. 2.-4.).

5500 T T T T

T
1

5000

4500 | |

4000 ul

Pg

3500

T
1

3000

_EI o
2500 5 | —

2000 1 1 1 1
watroba zotadek

I zakres
nieodstajacych

o mediana 3 25-75% @ odstajace

Ryc. 3. Wydzielanie greliny w warunkach stymu-
lacji greling w watrobie i btonie sluzowej zotadka
Fig. 3. Hepatic and gastric mucosal ghrelin secre-
tion after ghrelin stimulation
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Omowienie

Komérki btony sluzowej dna i trzonu zotadka sg Zr6-
dtem ok. 65% krazacej greliny, ktéra droga endokrynna
przez modulowanie osrodkéw podwzgdrzowych ksztat-
tuje zachowania zwiekszajace przyjmowanie pokarméw
[13]. Do czynnikéw hamujacych synteze tego hormonu
naleza glukoza lub ttuszcze wprowadzane drogg pokar-
mowa badZ parenteralng [14]. Uwalnianie greliny jest
zréznicowane w zakresie ptci; w modelu zwierzecym
u samic cechuje sie wzglednie statym poziomem wy-
dzielania, u samcéw ma charakter pulsacyjny [15].

Rola greliny w fizjologii zotadka taczy sie ze stymula-
cja motoryki i oprézniania tego narzadu, a takze zwiek-
szaniem wydzielania kwasu zotgdkowego [16, 17]. Row-
noczesnie stwierdzany jest silny gastroprotekcyjny
efekt, zapobiegajacy wystepowaniu uszkodzen induko-
wanych etanolem, prawdopodobnie w mechanizmie za-
leznym od uwalniania tlenku azotu [18].

Niewiele wiadomo o efektach metabolicznych dzia-
tania greliny w nastepstwie stymulacji receptoréw ob-
wodowych GHS-R. W watrobie grelina indukuje ekspre-
sje gendw odpowiadajacych za stymulacje lipogenezy
i glukogenezy, z redukcja utleniania kwaséw ttuszczo-
wych i zwiekszeniem zawartosci trojglicerydéw [19].
Szeroka dystrybucja badanego zwigzku w tkankach ob-
wodowych wskazuje na jego istotng biologicznie funk-
cje. Zrodta watrobowej greliny pozostaja nieznane. Jej
obecnosé moze taczyé sie z regulacja przedstawionych
powyzej proceséw metabolicznych, degradacjg greliny
pochodzacej z osocza krwi. W przypadku analizowanego
materiatu dotyczacego chorych z przewlektym zapale-
niem, grelina moze pochodzi¢ z komérek immunologicz-
nych nacieku zapalnego [20].

Dwudziestokrotnie wieksze stezenie greliny w $lu-
zéwce zotadka w stosunku do migzszu watroby wska-
zuje na dominujaca role zotadka jako gtéwnego zrodta
tego hormonu (ryc. 1). Otrzymane wyniki potwierdzaja
obecnosé greliny w migzszu watroby, z wydzielaniem in
vitro spoczynkowym i w nastepstwie stymulacji czynni-
kami potencjalnie pobudzajgcymi lub hamujacymi,
nizszymi, ale statystycznie nieistotnymi w stosunku
do $luzéwki dna i trzonu zotadka (ryc. 2.-4.).

Wyniki niniejszej pracy stanowig podstawe do dal-
szych badan, umozliwiajacych poznanie i przeciwdziata-
nie zaburzeniom metabolicznym oraz niedoborom zy-
wieniowym rozwijajacym sie w chorobach watroby.

Whioski

Tkanka watrobowa wykazuje 20-krotnie nizsze ste-
zenie greliny niz tkanki zotagdka. Wydzielanie podstawo-
we greliny oraz w nastepstwie stymulacji czynnikami
potencjalnie hamujacymi lub pobudzajacymi jest zblizo-
ne w obu badanych tkankach.
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Ryc. 4. Wydzielanie greliny w warunkach stymu-
lacji naltreksonem w watrobie i btonie §luzowej
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Fig. 4. Hepatic and gastric mucosal ghrelin secre-
tion after naltrekson stimulation
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