
Grelina jest 28 aminokwasowym peptydem z grup^n-oktanylow^w pozycji Ser̂  na 
N-koncu molekuiy. Ta specyficzna postranslacyjn^ modyfikacj^ Iancucha w^glowego jest 
wymagana dla biologicznej aktywnosci peptydu. Grelina jest naturalnym ligandem dla 
receptora hormonu wzrostu GHS-R typu la i lb, ale jej aktywnosc nie ogranicza si? do osi 
podwzgorze-przysadka. Sugeruje si§, iz grelina jest pierwszym aktywnym systemowo 
hormonem oreksygennym, stymuluj^cym przyrost masy ciala poprzez wi^ksze spozycie 
pokarmu, jak rowniez zmniejszaj^cym uzytkowanie tkanki tluszczowej w warunkach 
negatywnego bilansu energetycznego organizmu. Wykazuje rowniez dzialanie ochronne na 
przewod pokarmowy zmniejszaj^c uszkodzenia blony sluzowej zol^dka w przypadku jej 
ekspozycji na dzialanie czynnikow wrzodotworczych W zol^dkach szczurow grelina 
stymuluj? uwalnianie gastryny i pobudza sekrecj? soku zol^dkowego i motoryk?. 
Obserwowane efekty dotycz^ badah na doroslych lub mlodych zwierz^tach, badania na 
nowo narodzonych zwierz^tach ŝ  nieliczne i ograniczajq. si? do szczurow i kurcz^t. W 
badaniach na ss^cych szczurach obserwowano brak wplywu na mas? ciala, oraz 
zahamowanie rozwoju blony sluzowej zol^dka i trzustki. Odwrocenie tych efektow 
obserwowano u 7-tygodniowych szczurow, co wskazuje na dualne dzialanie greliny w 
zaleznosci od wieku jak rowniez od pobieranego pokarmu. Rola greliny w rozwoju 
przewodu pokarmowego u nowo narodzonych prosi^t jest nieznana, jednakze wysoka 
ekspresja greliny i receptora dla greliny w tkankach plodu i noworodkow sugeruje jej 
znaczenie w rozwoju przewodu pokarmowego. 

Celem pracy bylo poznanie wplywu egzogennej greliny na rozwoj uktadu 
pokarmowego u nowo narodzonych prosi^t, a w szczegolnosci na bton? sluzow^ jelita 
cienkiego. Do realizacji tego celu poza podaniem egzogennej greliny uzyto takze 
farmakologicznego antagonisty receptora grelinowego. Uzycie specyficznego antagonisty 
mialo pomoc rozstrzygn^c czy obserwowane zmiany w bionie sluzowej jelita cienkiego ŝ  
wywolywane poprzez receptor grelinowy. 

Szczegolowe cele niniejszej pracy doktorskiej obejmowaly: 

1. Analiz? st?zenia greliny caikowitej i aktywnej w osoczu krwi i mleku loch, w 
osoczu u nowo narodzonych prosi^t i w preparatach mlekozast?pczych dla prosieit 
oraz zbadanie ewentualnych zaleznosci pomi?dzy st?zeniem greliny w osoczu i 
mleku loch oraz st?zeniem greliny w osoczu u prosi^t. 

2. Okreslenie wplywu egzogennej greliny oraz blokady receptora grelinowego na 
parametry morfometryczne narz^dow przewodu pokarmowego (zol^dka, jelita 
cienkiego, trzustki i w^troby) u nowo narodzonych prosi^t. 

3. Okreslenie kinetyki dojrzewania blony sluzowej jelita cienkiego u prosi^t 
otrzymuj^^cych egzogenn^ grelin? oraz antagonist? receptora grelinowego przy 
uzyciu nast?puj^cych markerow: 

a. tempo wzrostu blony sluzowej i mi?sniowej, 
b. tempo dojrzewania komorek nablonka (analiza lizosomalnych wakuoli w 

enterocj^ach), 
c. dynamika aktywnosci enzymow r^bka szczoteczkowego. 



4. Okreslenie wplywu podania egzogennej greliny na dynamik? przebudowy nablonka 
jelita czczego u nowo narodzonych prosi^t technik^ cytometrii tkankowej (pomiary 
indeksow: mitotycznego, apoptotycznego i autofagii). 

5. Okreslenie wplywu podania egzogennej greliny na ekspresj? bialka p53 jako 
markera uszkodzen DNA w enterocytach jelita czczego u nowo narodzonych 
prosi^t. 

6. Badanie mechanizmow indukcji apoptozy w nablonku jelita cienkiego u nowo 
narodzonych prosi^t - sprawdzenie na ile proces apoptozy jest indukowany poprzez 
sciezk? receptorow^. Ocena ilosciowa udzialu proapoptotycznych cytokin TGF-pi 
i TNF-a w procesie apoptozy u nowo narodzonych prosi^t. 

Cz?sc doswiadczalna pracy obejmowata trzy doswiadczenia: 

Doswiadczenie 1: St^zenie caikowitej i aktywnej formy greliny w siarze i mleku loch 
oraz osoczu krwi loch i prosi^t. 
Oznaczenie st^zenia caikowitej i aktywnej formy greliny w siarze i mleku loch w 1, 2, 4, 
7, 14, 21 i 28 dniu laktacji (przed porannym karmieniem) oraz w komercyjnych 
preparatach mlekozastepczych dla prosi^t MilkyFarm (Nukamel Olen, Belgia) i Lakti R 
(Trouw Nutrition, Polfarm, Polska). Oszacowanie st?zenia caikowitej i aktywnej greliny w 
osoczu krwi loch pobieranej z zyly brzeznej ucha w 14 i 28 dniu laktacji. Oznaczono 
st?zenia greliny w osoczu krwi prosi^t ss^cych w 1, 2, 4, 7 i 28 dniu zycia prosi?cia oraz u 
prosi^t z doswiadczenia 2 oraz 3. St?zenie greliny mierzono przy uzyciu komercyjnie 
dost?pnych testow radioimmunologicznych (RIA) Linco Research Inc. (St. Louis, MO, 
USA) dla caikowitej formy (Ghrelin Total RIA Kit) i aktywnej formy greliny (Ghrelin 
Active RIA Kit). 

Doswiadczenie 2: Wplyw egzogennej greliny na rozwoj jelita cienkiego u nowo 
narodzonych prosiqt 
Doswiadczenie zostalo przeprowadzone na prosi?tach plci m?skiej, krzyzowek 
towarowych (Duroc x polska biala zwisloucha), podzielonych losowo na trzy grupy 
doswiadczalne: 

• Grupa kontrolna (C7, n=10) otrzymywala sond^ do zol^dka 5 ml roztworu soli 
fizjologicznej (0,9% NaCl, Polfa, Lodz, Polska) co 8 godzin ok. 30 minut po podaniu 
pokarmu przez 6 dni. 

• Grupa otrzymuj^c% egzogenn^^ grelin? w dawce 7,5 |ig/kg masy ciala (G7,5, n=6) 
zawieszon^ w 5 ml 0,9% NaCl. Grelina byla podawana sond^ do zolq,dka co 8 godzin 
ok. 30 minut po podaniu pokarmu przez 6 dni. 

• Grupa otrzymuj^c^ egzogenn^ grelin? w dawce 15 |ig/kg masy ciala (G15, n=10) 
zawieszoni}^ w 5 ml 0,9% NaCl. Grelina byla podawana sond% do zol^dka co 8 godzin 
ok. 30 minut po podaniu pokarmu przez 6 dni. 

W doswiadczeniu wykorzystano egzogenn^ syntetyczn^ grelin? o sekwencji aminokwasow 
szczurzej greliny podarowan^ na cele badawcze przez profesorow Ikuo Kato (Yanaihara 
Institute, Japonia) i Atsukazu Kuwahara (Shizuoka University, Japonia). 



Doswiadczenie 3: Okreslenie mechanizmu dzialania egzogennej greliny z 
zastosowaniem antagonisty receptora dla greliny, [D-Lys3]-GHRP-6. 
Doswiadczenie zostalo przeprowadzone na prosi?tach plci m?skiej, krzyzowek 
towarowych (Duroc x polska biala zwisloucha), podzielonych losowo na dwie grupy 
doswiadczalne: 

• Grupa RA (n=6) otrzymywala 100 nmol/kg masy ciala zawiesin? antagonisty 
receptora grelinowego [D-Lys-3]GHRP-6 w 5 ml NaCl (0,9%, Polfa) podanq. sond^ 
do zol^dka co 8 godzin, 30 minut po podaniu pokarmu przez 6 dni. 

• Grupa RAG 15 (n=6) otrzymywala wyzej opisan^ zawiesin? antagonisty receptora 
grelinowego (100 nmol/kg masy ciala) oraz grelin? (15 ^g/kg masy ciala). 
Antagonist? receptora grelinowego podawano sond^ do zol^dka co 8 godzin, 30 
minut po podaniu pokarmu przez 6 dni. Grelin? podawano sond^ do zolq.dka w okolo 
30 minut po kazdym podaniu farmakologicznego antagonisty receptora grelinowego. 

W doswiadczeniu uzyto antagonisty receptora dla greliny [D-Lys-3]GHRP-6 (Peptide Int, 
Louisville, Kentucky, USA). Wykorzystano rowniez egzogerm^ syntetyczn^. grelin? o 
sekwencji aminokwasow szczurzej greliny (Yanaihara Institute, Japan) w wyzszej z dawek 
zastosowanych w doswiadczeniu 2 (15 |xg/kg masy ciala). 

Wyniki badan wlasnych nad rol^ egzogennej greliny w rozwoju struktury i 
funkcji przewodu pokarmowego, a w szczegolnosci w rozwoju blony sluzowej jelita 
cienkiego u nowo narodzonych prosi^t pozwalajsj stwierdzic, ze: 

• Siara i mleko loch zawieraj^ znacz^ce ilosci caikowitej i aktywnej formy 
greliny, a jej poziom nie zmienia si? istotnie w czasie pierwszego miesi^ca 
laktacji. 

• Badane preparaty mlekozast?pcze zawieraj^ istotnie mniej caikowitej i 
aktywnej greliny w porownaniu do mleka loch. 

• St?zenie aktywnej greliny w osoczu prosi^t ss^cych matk? jest istotnie wyzsze 
w 7 dniu zycia w porownaniu do 1 i 2 dnia zycia co sugeruje, ze grelina mleka 
moze miec udzial w ksztaltowaniu puli osoczowej greliny. 

• Podanie greliny do zol^dka hamuje dynamik? przyrostow masy ciala, 
zmniejsza mas? w^troby i trzustki oraz dlugosc jelita cienkiego. Podanie 
farmakologicznego antagonisty receptora grelinowego nie znosi tych efektow. 

• Podanie greliny do zol^dka wywiera efekt troficzny na scian? zol^dka. Efekt 
ten dotyczy tylko blony mi?sniowej i jest znoszony podaniem 
farmakologicznego antagonisty receptora grelinowego. 

• Podanie greliny do zol^dka powoduje zmiany w obrazie histologicznym blony 
sluzowej jelita cienkiego, co wraz z ocen^ stopnia zwakuolizowania 



enterocytow i zawartosci bialka calkowitego w homogenatach blony sluzowej 
moze swiadczyc o ograniczeniu czynnosci enterocytow. Otrzymane wyniki 
sugeruje ze egzogenna grelina moze spowalniac kinetyk? dojrzewania blony 
sluzowej. 

• Podanie greliny do zol^dka powoduje spowolnienie proliferacji komorek 
nablonka krypt w jelicie cienkim z jednoczesnym wzrostem indeksu 
apoptotycznego i autofagii po zastosowaniu wyzszej dawki greliny, co 
koresponduje z obrazem histologicznym blony sluzowej jelita. Wszystkie te 
efekty s£|̂  w pelni odwracane podaniem antagonisty receptora grelinowego. 

• Grelina indukuje sciezk? receptorow^ apoptozy w enterocytach zalezn^^ od 
TNF-a iTGF-pl . 

• Podanie greliny do zol^dka wzmaga liczb? uszkodzen DNA w nablonku 
jelitowym, o czym swiadczy wzmozona ekspresja bialka p53 korespondujq.ca 
ze zwi?kszon^ ekspresja aktywnej kaspazy - 3 w enterocytach krypt jelitowych. 
Ten anty-cj^oprotekcyjny efekt greliny jest calkowicie znoszony podaniem 
farmakologicznego antagonisty receptora grelinowego. 

Obraz zmian histologicznych, immunohistochemicznych, aktywnosci enzymow 
r^bka szczoteczkowego wywolanych podaniem egzogennej greliny oraz mozliwosc ich 
zablokowania podaniem farmakologicznego antagonisty receptora grelinowego dowodzi, 
ze grelina siary i mleka spowalnia procesy przebudowy nablonka, a w konsekwencji takze 
proces dojrzewania jelita u nowo narodzonych prosi^t. 


