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I. SKROTY UZYTE W TEKSCIE

AGRP Agouti-related protein
(Biatko agouti)
AMPK AMP-activated protein kinase
(Kinaza biatkowa aktywowana AMP)
AUC Area under the curve
(Pole pod krzywa)
CART Cocaine- and amphetamine-regulated transcript

(Transkrypt regulowany kokaing i amfetaming)

CCK Cholecystokinin
(Cholecystokinina)
CRH Corticotrophin-releasing hormone

(Hormon uwalniajgcy kortykotroping)

DAG Diacyloglicerol
(Diacyloglicerol)
GHRH Growth hormone releasing hormone

(Hormon wydzielajacy hormon wzrostu)
GHRH-R Growth hormone releasing hormone receptor
(Receptor hormonu wydzielajacego hormon wzrostu)
GHRP-6 Growth hormone releasing peptide 6
(Peptyd uwalniajacy hormon wzrostu 6)
GHS-R Growth hormone secretagogues receptor
(Receptor dla zwiazkéw pobudzajacych wydzielanie hormonu wzrostu)
GHS Growth hormone secretagogues
(Zwiazki pobudzajace wydzielanie hormonu wzrostu)
GPCR G protein-coupled receptor
(Receptor wigzacy si¢ z biatkem G)
HDL High-density lipoprotein
(Lipoproteina o wysokiej gestosci)
IGF-I Insulin-like grwoth factor I
(Insulinopodobny czynnik wrostu)
IKKpB Competitive kinase inhibitor beta
(Kompetycyjny inhibitor kinazy beta)
1P; Inositol 1,4,5-triphosphate
(Inozytolo 1,4,5-fosforan)

LH Luteinizing hormone



MAPK

MMC

NPY

PAI-I

PPAR

POMC

RIA

ROC

TEM

TGFbetal

TNFalfa

(Hormon luteinizujacy)

Mitogen-activated protein kinase

(Kinaza aktywowana mitogenem)

Migrating motor complex

(Wedrujacy kompleks motoryczny)
Neuropeptide Y

(Neuropeptyd Y)

Plasminogen activator inhibitor type-I
(Inhibitor aktywatora plazminogenu typ I)
Peroxisomal proliferator-activated receptors
(Receptory aktywowane przez proliferatory peroksysomow)
Proopiomelanocortin
(Proopiomelanokortyna)

Radio Immuno Assay

(Badanie radioimmunologiczne)

Receiver Operating Characteristic (curve)
(Krzywa charakterystyki roboczej odbiorcy)
Transanal Endoscopic Microsurgery
(Przezodbytnicza endoskopowa mikrochirurgia)
Transforming growth factor betal
(Transformujacy czynnik wzrostu betal)

Tumor necrosis factor alfa

(Czynnik martwicy nowotworu alfa)



II. WSTEP

RAK JELITA GRUBEGO

Rak jelita grubego (RJG) jest jednym z najczestszych nowotwordw wystepujacych w
populacji ludzkiej. Zajmuje on obecnie drugie miejsce u obu pici (mezezyzni - 10,4%, kobiety
- 10,3%), a zachorowalno$¢ na raka jelita grubego systematycznie wzrasta. Utrzymujaca si¢
tendencja wzrostowa wynosi okoto 3,5% rocznie w grupie me¢zczyzn oraz okoto 2,5% w
grupie kobiet. Wedlug danych pochodzacych z Krajowego Rejestru Nowotwordw,
prowadzonego przez Centrum Onkologii w Warszawie, zachorowalno$¢ na raka jelita
grubego w 2000 roku wyniosta 5837 zachorowan w grupie mezczyzn oraz 5291 w grupie
kobiet. W tym samym czasie z powodu nowotwordw jelita grubego zmarto 4373 mezczyzn
oraz 4144 kobiet.

Wsrod czynnikow wptywajacych na ryzyko zachorowania na raka jelita grubego
mozna wyr6zni¢ czynniki epidemiologiczne (wiek, masg¢ ciata, ras¢, uwarunkowania rodzinne
itp.), jelitowe (obecno$¢ polipow gruczolakowych, stany zapalne jelit), dietetyczne
(zwickszona zawarto$¢ thuszczow w diecie, zmniejszenie ilosci btonnika, alkohol itp.) oraz
czynniki mieszane. Nadal poszukuje si¢ czynnikow, ktore potaczylyby te wszystkie ogniwa w

logiczng calos¢.



HISTORIA ODKRYCIA GRELINY

Zanim doszto do odkrycia greliny naukowcom najpierw udato si¢ otrzymac
syntetyczny ligand dla receptora grelinowego, nastepnie zidentyfikowano sam receptor, a na
samym koncu udalo si¢ wyizolowa¢ naturalny ligand dla tego receptora — greling.

W 1976 roku Bowers i wsp. zauwazyli, ze pewne pochodne opioidow nie wykazuja
dziatania opioidowego, ale w bardzo slabym stopniu stymuluja wydzielanie hormonu
wzrostu. Molekuly te nazwano substancjami stymulujagcymi wydzielanie hormonu wzrostu
(GHS — growth hormone secretagogues). Dziatanie to obserwowano jedynie in vitro, dlatego
tez rozpoczgto poszukiwania substancji o silniejszym dziataniu [1,2]. W 1984 zsyntezowano
biatko GHRP-6 (growth hormone releasing peptide 6), ktore stymulowato wydzielanie
hormonu wzrostu zaréwno in vitro jak i in vivo [3]. Niespetna 10 lat pdzniej, w 1993 roku,
RG Smith i wsp. zsyntezowali pierwsza niebiatkowa substancj¢ wykazujaca podobne
dziatanie do GHS: L-692.42. Substancja ta zachowywata swoje wilasciwosci nawet po
doustnym podaniu [4,5]. Badania nad mechanizmem pobudzania przez te substancje
wydzielania hormonu wzrostu doprowadzity do odkrycia alternatywnej drogi stymulacji,
innej niz dotad poznana droga oddzialywania na receptor GHRH-R (growth hormone
releasing hormone receptor) poprzez hormon uwalniajagcy hormon wzrostu (GHRH — growth
hormone releasing hormone). W odréznieniu od GHRH-R, ktérego drugim przekaznikiem

jest cAMP, nowo poznane

GHRH ﬁ,ﬁjﬁm substancje dziatajg przez swoisty

\ / receptor nazwany GHS-R
GRELINA

— (growth hormone secretagogues

o

receptor), ktérego drugim
przekaznikiem  jest IP; (ang.
inositol  1,4,5-triphosphate ~ —
inozytolo 1,4,5-fosforan) oraz
DAG (ang. diacyloglicerol —
- diacyloglicerol) Z kolei IP3

indukuje = otwarcie  kanatow

Rysunek 1. Drogi stymulacji wydzielania hormonu wzrostu.

wapniowych doprowadzajac do
wzrostu wewnatrzkomérkowego wapnia (Rysunek 1) [6,7,8,9,10]. W 1996 roku,
wykorzystujac metody klonowania, udato si¢ dopiero zidentyfikowa¢ GHS-R [11]. Byt to
klasyczny typ receptora sprz¢zony z biatkiem G (GPCR — G protein-coupled receptor).



Naukowcy zaczeli wiec poszukiwania endogennej substancji, ktora bylaby naturalnym
ligandem dla tego receptora, wykorzystujac tzw. strategi¢ receptora sierocego (ang. ,,orphan
receptor strategy”). Polega ona na zaprojektowaniu linii komorkowej majacej na swojej
powierzchni znany receptor i poszukiwaniu substancji, ktore si¢ z nim tacza, mierzac
aktywacje drugiego przekaznika. W momencie aktywacji receptora przez jaka$ substancje
dochodzi do wzrostu poziomu drugiego przekaznika, a w konsekwencji, tak jak to mam
miejsce w przypadku stymulacji przez greling wydzielania GH, wzrostu poziomu
wewnatrzkomorkowego wapnia. W nastgpnym etapie przeprowadza si¢ probe wyodrebnienia
substancji, ktora przylaczyta si¢ do receptora. W ten sposob rozpoczeto badania nad
substancjami, ktore moglyby aktywowac receptor GHS-R, majac nadziej¢ na opracowanie
nowej metody leczenia niedoboru hormonu wzrostu. Jak to zwykle bywa, za nim udato si¢
odkry¢ greling zidentyfikowano szereg innych, nowych substancji — mi¢dzy innymi takich jak
nocyceptyna [12], oreksyna [13], peptyd uwalniajacy prolaktyn¢ [14], apelina [15],
neuropeptyd B [16]. W przypadku greliny sytuacja byla o tyle lepsza, ze znano juz sztucznie
zsyntezowane substancje, ktore aktywowaty GHS-R takie jak: GHRP-6 czy hexarelina, ktére
mogly postuzy¢ jako kontrola aktywacji receptora. Wiele grup naukowcow probowato
wyizolowaé tego typu ligand z ekstraktoéw z modzgu, przysadki i podwzgdrza, znanych
wowczas miejsc ekspresji GHS-R [17,18]. W 1999 roku Kojima i wsp. wyizolowali taka
substancj¢ z ekstraktu z zoladka i1 nazwali jg greling. Nazwa pochodzi od stowa ,,ghre”
pochodzacego z proto-indo-europejskiego jezyka oznaczajacego ,,grow” — wzrost [19].
Prawie réwnocze$nie inna grupa naukowcow zidentyfikowata u myszy biatko o tej samej
sekwencji aminokwaséw co grelina, ktorej nadali nazwe ,,motilin related peptide” [20].
Roéznica w czasie publikacji Koijamy 1 wsp. oraz Tomasetto 1 wsp. wynosita ok. 6 miesiecy,
ale Koijama zglosit sekwencje greliny do EMBL Nucleotide Sequence Database jeden dzien
wczesniej niz zrobit to Tomasetto. Co ciekawe oboje nie byli §wiadomi, ze sekwencja ta byta
zgloszona przez firm¢ Zymogenetic do urzedu patentowego w Stanach Zjednoczonych juz w
1997 roku pod nazwa ,,homolog motyliny” [21]. Mozna wi¢c powiedzie¢, ze grelina zostata
niezaleznie odkryta trzykrotnie. Tomasetto oraz firma Zymogenetic zidentyfikowata
sekwencj¢ aminokwasowg greliny bazujac na sekwencji nukleotydowej, dlatego tez Kojima i

wsp. uwaza si¢ za prawdziwych odkrywcow tej substancji.



STRUKTURA GRELINY

Grelina jest 28-aminokwasowym peptydem, ktory jest pierwszym zidentyfikowanym
naturalnym hormonem, w ktorym grupa hydroksylowa trzeciej seryny jest acylowana
kwasem n-oktanowym. Jest to kluczowy element biologicznej aktywnosci greliny
umozliwiajacy miedzy innymi przej$cie przez bariere krew-modzg oraz aktywacje receptora

GHS-R (Rysunek 2) [22, 23].
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Rysunek 2. Struktura 28-aminokwasowej ludzkiej greliny. W pozycji 3 wystepuje oktaacetylowana seryna.

Greline zidentyfikowano u wielu gatunkéw ryb, ptazéw i ssakéw. Podobienstwo w
sktadzie aminokwasowym jest bardzo duze, szczegdlnie jezeli chodzi o pierwsze 10
aminokwasow konica NH, greliny. Swiadczy to o tym, Ze wlasnie ten fragment czasteczki jest
kluczowy dla biologicznej funkcji greliny. Dla przyktadu grelina ludzka i szczurza rdznig si¢

tylko dwoma aminokwasami (Tabela 1).

Tabela 1. Sekwencja aminokwasowa greliny wérdd roznych gatunkéw ssakow. Dla pordwnania przedstawiono
réwniez sekwencje¢ aminokwasowg ludzkiej greliny [22].
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W czasie oczyszczania greliny z zoladka szczurow Kojima i wsp. zidentyfikowali rowniez
inne formy greliny, rdznigce si¢ przytaczong czasteczka w pozycji 3, gdzie wystepuje seryna:
niezacylowang forme, acylowang kwasem oktanowym (C8:0), kwasem dekanowym (C10:0),
kwasem dekanowym z jednym podwdjnym wigzaniem (C10:1) oraz form¢ bedaca wynikiem
alternatywnej formy sktadania genu greliny (ang. splicing) — grelina des-GIn'*, ktora jest
homologiczna do greliny ale nie posiada glutaminy w pozycji 14. Wszystkie te peptydy majg
dhugos¢ 27-28 aminokwasow 1 wywodza si¢ z tego samo genu. Odmienno$¢ tych form jest
spowodowana r6zng droga potranslacyjnej obrobki [24].

U ludzi glowna, aktywng formg jest 28-aminokwasowa grelina, ktorej grupa

hydroksylowa seryny w pozycji trzeciej jest estryfikowana kwasem oktanowym. Stanowi ona
ok. 3-20% catkowitego stezenia greliny w surowicy krwi [25]. Acylotransferaza,
odpowiedzialna za ww. estryfikacje, nie zostata dotychczas zidentyfikowana [26].
Badania z analogami greliny zawierajacymi rozne grupy alifatyczne i aromatyczne w
tancuchu bocznym trzeciej reszty aminokwasowej oraz krotkotancuchowymi peptydami
otrzymanymi z greliny, wykazaly, ze obecno$¢ duzej hydrofobowej grupy w tancuchu
bocznym trzeciej reszty aminokwasowej jest kluczowa dla maksymalnej aktywnosci
agonistycznej [26]. Typ kwasu thuszczowego réwniez nie ma wigkszego znaczenia dla
biologicznej aktywno$ci greliny. Wykazano w badaniach, ze 4-aminokwasowa pochodna
greliny: Gly-Ser-Ser(n-oktanowy)-Phe-NH2 aktywuje receptor grelinowy w tym samym
stopniu co 28-aminokwasowa grelina. Dalsze skrdcenie czasteczki do 3 aminokwasow
powodowato jednak utrate tej funkeji [27,28,29].

Interesujacy jest fakt, ze prepromotylina, ktéra jest rowniez produkowana przez
komorki enteroendokrynne zotadka, jest prawie identyczna z ludzka preprogreling (r6znig si¢
reszta aminokwasowa seryny w pozycji 26). Natomiast motylina i grelina wykazuja
homologig strukturalng jedynie w 36% [30].

Z kolei des-acylowana forma greliny, ktéra dotychczas byta uwazana za pozbawiona
aktywnosci biologicznej, wystepuje zarowno w zotadku jak 1 we krwi w znacznie wyzszych
stezeniach niz jej biologicznie aktywna forma. Krazy ona w surowicy krwi jako wolny peptyd
podczas gdy forma acylowana zwigzana jest z duzymi molekulami (miedzy innymi
apolipoproteing Al) [31]. Badanie dowiodly, ze niezestryfikowana grelina moze jednak
odgrywac¢ role w stymulacji proliferacji komoérek raka prostaty in vitro, adipogenezie, w
uktadzie sercowo-naczyniowym dziatajac rozszerzajaco na naczynia krwionosne oraz moze
hamowa¢ apoptoz¢ kardiomiocytéw. Prawdopodobnie dziatania te s3 mediowane przez

dotychczas niezidentyfikowany receptor GHS-R [32,33, 34].



Pytanie, ktore nadal pozostaje bez odpowiedzi to, czy des-acylowana forma greliny

jest pierwotng formg greliny czy moze produktem desacylacji.

Tabela 2. Zestawienie dotychczas opublikowanych badan dotyczacych aktywnosci biologicznej desacylowane;j
greliny [35].

Zwierzeta Ludzie
in vitro | in vivo | in vitro | in vivo

Wplyw na wydzielanie insuliny / metabolizm glukozy X - - X
Wplyw na adipogeneze / réznicowanie adipocytow X - - -
Protekcyjne dzialanie na niedokrwienne uszkodzenie X - - -
kardiomiocytow

Wptyw na zdolno$¢ kurczliwg mig$nia sercowego X - - -
Wplyw na apoptoze / r6znicowanie komorek X - X -




10

POWSTAWANIE GRELINY

Gen greliny zlokalizowany jest na chromosomie 3p25-26. Natomiast gen dla jej
receptora na chromosomie 3 w pozycji q26-27 [36].

Gen ludzkiej greliny sktada si¢ z 5 eksonow. Pierwszy z nich zawiera jedynie 20 par
zasad, ktore koduja nie podlegajacy translacji odcinek. Gen ten posiada dwa miejsca
starterowe transkrypcji co powoduje, ze mozliwe jest powstanie dwodch rodzajow
transkryptow mRNA (transkrypt A oraz transkrypt B). 28-aminokwasowa grelina jest
kodowane przez ekson 112 (Rysunek 3) [38, 37].

Chromosom 3p25-26
Exon 1 2 3 4

Gen dla _D_[D_[D [ ]
B

greliny

th

D Peptyd syamalowy D Grelina

* Transkrypcja
Exon 1 2 3
mRNA — {1} =

Skladanie genu ‘

—
—

th

L=

- | |
||

Transkrypt A

Transkrypt B
v
1 117
Preprogrelina ‘ ‘ Grelina ‘ ‘
0=|(_‘-{(_‘H2}5— CH, ¢ Obrdbka
) 1 9 59 potranslacyjna
Grelina GSSFLSPEHQRVQQREESKKPPAKL QPR

Rysunek 3. Schemat przedstawiajacy powstawanie aktywnej formy greliny [22].

Sktad aminokwasowy preprogreliny jest bardzo podobny u wielu gatunkow ssakow.
28-aminokwasowa grelina poprzedzona jest peptydem sygnalowym, a miejsce odcigcia

wystepuje w tym samym miejscu u wszystkich gatunkéw ssakow [38].
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Kojima 1 wsp. wykazali w badaniach przeprowadzonych na myszach, ze typ
spozywanego kwasu tluszczowego ma bezposredni wpltyw na typ grupy acylowej
przytaczanej do greliny w czasie obrobki potranslacyjnej. 1 tak na przyktad spozycie
sredniotancuchowych kwasow thuszczowych Iub $redniotancuchowych trojglicerydow
powoduje wzrost stgzenia acylowanej greliny przy braku wplywu na catkowite stezenie
greliny w surowicy krwi [22].

Interesujacy jest fakt, ze aktywator ekspresji genu greliny w réznych komorkach zostat
zidentyfikowany w réznych miejscach genu. Moze to sugerowac zalezng od typu komorki

aktywacje ekspresji tego genu [38, 39].
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MIEJSCA PRODUKCJI GRELINY

1. Przewod pokarmowy

U wszystkich kregowcow grelina produkowana jest gtownie w zotagdku przez komorki
X/A blony S$luzowej zotadka (okolo 20% populacji komoérek endokrynnych zoladka),
stanowigc gtowne zrédlo endogennej greliny [40]. Wystepuja one we wszystkich regionach
zotadka, jednak najwigksza ich gesto$¢ obserwowana jest w dnie zotadka [41,42,43,44,45].
Komoérki te moga zosta¢ wybarwione wykorzystujac przeciwciala przeciwko koncowi NH-2
acylowanej formy greliny [31]. Liczba tych komorek wzrasta wraz z wiekiem [46].

Komorki produkujace greling mozna podzieli¢ na komodrki otwarte oraz komorki
zamknigte, w zaleznosci od posiadania przez nie kontaktu z §wiattem gruczotow. W zotadku
mamy do czynienia z typem zamkni¢tym. Sg one zlokalizowane w poblizu blaszki wtasciwe;j
btony S$luzowej gdzie znajduja si¢ naczynia kapilarne, nie komunikujac si¢ z $wiatlem
gruczotéw wlasciwych zotadka.

Ilo$¢ komorek wydzielajacych greling typu otwartego rosnie stopniowo w kierunku

od zotadka do dystalnego odcinka przewodu pokarmowego [31,41,47].

2. Mozg

Badania immunohistochemiczne doprowadzily do zlokalizowania neuronéw
zawierajacych greling: w podwzgorzu w neuronach sasiadujacych z trzecig komorg pomigdzy
jadrem grzbietowym, brzusznym, przykomorowym oraz tukowatym. Komorki te wysytaja
wiokna nerwowe do neurondéw wydzielajacych neuropeptyd Y (NPY) oraz agouti-related
protein (AgRP) stymulujac wydzielanie tych biatek. Lokalizacja ta przemawia za udzialem
greliny w regulacji przyjmowania pokarméw. Z kolei grelina wydzielana przez komorki
przysadki moze stymulowa¢ wydzielanie GH w sposob auto- lub parakrynny [19,48]

Badania kolejnych lat przyniosa z pewno$cig dowody produkcji greliny rowniez przez
inne komorki centralnego systemu nerwowego. Swiadczy o tym fakt, Zze grelina moze

uczestniczy¢ w regulacji procesOw zwigzanych ze snem, pamigcig oraz emocjami.

3. Trzustka
Ostatnie badania doprowadzily roéwniez do odkrycia nowego rodzaju komorek wysp
trzustkowych — tzw. e-komorek, posiadajacych unikalng ultrastrukture, zupelnie odmienng od

pozostatych komoérek wyspowych i produkujacych greling.
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W trzustce ilos¢ komorek produkujacych greling zmienia si¢ znaczaco po porodzie. W
zyciu ptodowym ok. 10% komorek endokrynnych trzustki produkuje greling. Po porodzie
liczba tych komoérek znacznie spada — ekspresja mRNA dla greliny oraz koncentracja greliny
w trzustkach plodowych jest ok. 7 razy wigksza w pordwnaniu do plodowych komorek
zotadka [46]. Interesujagcym odkryciem jest biatko Nkx2.2, ktore jest kluczowym elementem
roznicowania si¢ trzustkowych komorek alfa 1 beta. Brak tego biatka u myszy powoduje, ze
zamiast ww. komoérek endokrynnych wysp trzustkowych powstaja komorki produkujace
greling [49]. Ponadto, na podstawie wstgpnych badan sugeruje si¢ parakrynny wptyw greliny
na wydzielanie insuliny u dorostych ludzi [50, 51, 52,53, 54].

3. Uklad sercowo-naczyniowy

O dziataniu greliny w obrebie uktadu sercowo-naczyniowego $wiadczy¢ moze fakt, ze
mRNA greliny oraz receptor GHS-R zaobserwowano zar6wno w komoérkach mig$nia
serowego jak i naczyn krwiono$nych. Dotychczasowe badania pozwalajg sadzi¢, ze grelina
oddziatywuje na komorki ukiadu sercowo-naczyniowego najprawdopodobniej po przez

nieodkryty dotad receptor grelinowy.

4. Inne tkanki

Komoérki nerek, a szczegolnie kiebuszkow rowniez produkuja greling. Stezenie greliny
znamiennie korelowalo ze stezeniem kreatyniny w surowicy krwi i bylo o okoto 2,8-razy
wicksze w koncowym stadium niewydolno$ci nerek w poréwnaniu do zdrowej grupy
kontrolnej. Moze to wskazywacé, ze nerki sg istotnym elementem usuwania i/lub degradacji
greliny [55]. Komorki produkujace greling zidentyfikowano rowniez w cytotrofoblascie w
pierwszym trymestrze cigzy. W kolejnych dwoch trymestrach komoérki te byly
niewykrywalne. Zidentyfikowano takze inne komorki produkujace greling — migdzy innymi
komorki Leydiga i Sertoliego w jadrach [56,57].

Najprawdopodobniej dalsze badania przyniosa nowe doniesienia o kolejnych

komorkach posiadajacych mozliwos$¢ produkowania greliny.
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RECEPTOR GRELINOWY

Grelina dziata poprzez receptor GHS-R (growth hormone secretagogue receptor),
ktory wchodzi w sktad duzej rodziny receptoréw sprzezonych z biatkiem G (G protein-
coupled receptor — GPCR). Pod wzgledem sktadu aminokwasowego GHS-R jest w 52%
identyczny z receptorem dla motyliny oraz w 34,9% z receptorem dla neurotensyny (Rysunek

4) [58,59,60].

Grelina
Eeceptor

Motylina
Receptor

Neuromedyna U
EReceptor 1 (FId 3)

Neuromedyna U
Receptor 2 (FM 4)

Neur otensynal
Receptor

Neurotensyna2
Eeceptor

GPR-39

(ligand: nieznany)

Rysunek 4. Rodzina receptorow zwigzanych z biatkiem G (GPCR) [19]

W tym miejscu warto zaznaczy¢, ze motylina moze w bardzo niewielkim stopniu aktywowac
receptor grelinowy. Natomiast dotychczas nie zaobserwowano aby grelina mogta aktywowacé
receptor motylinowy [60].

Ludzki GHS-R 1a wykazuje odpowiednio 96% 1 93% zgodnosci z receptorem GHS-R
la szczura i1 $wini. Prawdopodobnie receptor ten istnieje juz od czaséw prekambryjskich.
Swiadczy o tym fakt, ze sekwencja aminokwasow tego receptora zidentyfikowana u ryb z
gatunku teleostan, jest bardzo zblizona do sekwencji receptora ludzkiego. Obserwacje te,
moga Swiadczy¢ o znacznej konserwatywnosci GHS-R 1a oraz jego kluczowym znaczeniu
dla funkcjonowania organizmu [11].

Wystepuje on w dwoch podtypach: typ 1a (366 aminokwasdéw, masa czasteczkowa 41

kDa i posiada 7 przezblonowych domen) oraz 1b (289 aminokwasow, posiadajacy jedynie 5
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domen). Receptor 1b powstaje przez zmian¢ ramki odczytu co powoduje pojawienie si¢
kodonu ,,stop”. Dotychczas uwazano, ze jedynie receptor typu la wykazuje aktywnos¢
biologiczng. Coraz wigcej doniesien przemawia jednak za tym, Zze rdwniez receptor typu 1b
ma swoja funkcje biologiczng (Rysunek 5) [11].

Gen kodujacy receptor grelinowy sktada si¢ z dwoch eksondéw. Pierwszy koduje pieé¢
pierwszych domen (TM1-5), drugi dwie kolejne domeny (TM6-7). Natomiast receptor 1b jest
produktem tylko pierwszego eksonu. Region promotorowy genu dla GHS-R nie zawiera
typowych sekwencji aminokwasowych takich jak TATA, CAAT, GC ale posiada wiele
miejsc przytaczeniowych dla czynnikéw transkrypcyjnych oraz hormonoéw — np. estrogendéw

[61].

COOH

Rysunek 5. A) Receptor GHSR-1a, B) Receptor GHSR-1b

Jest wysoce prawdopodobne, ze istniejg inne, dotychczas niepoznane typy tego
receptora. Zhang 1 wsp. badajac wigzanie znakowanej izotopem greliny do linii komorek
tkanki thuszczowej 3T3-L1 nie potrafili zidentyfikowac typu receptora do ktérego wigzala sie
grelina. To samo zaobserwowata inna grupa badaczy odno$nie kardiomiocytow H9c2 [62].

Przytaczenie greliny oraz GHS do receptora GHS-R 1la aktywuje szlak fosfolipazy C,
prowadzac do zwigkszenia ilosci inozytolo-1,4,5-fosforanu oraz diacyloglicerolu z
nastepowym uwolnieniem jonéw Ca’" z magazynow wewnatrzkomorkowych [63]. Aktywacja
GHS-R prowadzi réwniez do zahamowania kanatéw K, co pozwala na naptyw jonow Ca®*
przez bramkowane potencjalem kanaty typu L (ale nie typu T). Syntetyczne GHS, grelina
oraz des-GInl4-grelina tacza si¢ z wysokim powinowactwem do receptora GHS-R 1a. Ich

125

zdolno$é do wypierania MK-0677 oraz ['*I][Tyr']greliny z potaczen z blonami przysadki

dobrze koreluje ze stezeniami koniecznymi do stymulacji uwalniania GH [38].
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Ciekawa obserwacja jest mozliwos¢ przylaczania si¢ adenozyny do receptora GHS-Rla in
vitro. Nie wywotuje to zadnej aktywnosci biologicznej - np. stymulacji wydzielania GH.
Przytacza si¢ ona jednak do innego miejsca receptora niz GHS. Nowsze doniesienia opisuja,
ze GHS-R moze by¢ rowniez miejscem wigzania innych endogennych czasteczek takich jak
kortystatyna czy substancja P. Odkrycia te przemawiajg za hipoteza, ze naturalne ligandy inne
niz grelina czy adenozyna moga modulowac¢ aktywno$¢ GHS-R [64, 65].

Obecnos¢ receptorow GHS-R zidentyfikowano obecnie w wielu narzadach: przysadce,
podwzgorzu, innych regionach mézgu odpowiadajacych za nastrdj, pamie¢ i uczenie sie,
nadnerczach, jajnikach, jadrach, naczyniach krwiono$nych, sercu, plucach, watrobie, trzustce,
migs$niach szkieletowych, nerkach, tarczycy, tkance ttuszczowe;j, jelicie, weztach chtonnych,
komoérkach uktadu immunologicznego, skérze oraz widknach nerwowych - m. in. jest
produkowany w neuronach nerwu blednego, a nastgpnie za pomoca transportu aksonalnego
jest transportowany na powierzchni¢ zakonczen nerwowych [17,66,67,68].

Receptor GHS-R wykazuje stata aktywno$¢ bez obecno$ci agonisty wynoszaca ok.
50% aktywno$ci wykazywanej w obecno$ci stymulatora receptora [69]. Pantel 1 wsp. w
swoich badaniach dowodza, ze stala aktywnos$¢ receptora grelinowego jest kluczowa w
uzyskaniu odpowiedniego wzrostu u ludzi oraz moze uczestniczy¢ w rozwoju otylosci.
Autorzy badajac receptor GHS-R u ludzi z niskim wzrostem oraz otylych stwierdzili jego
mutacj¢ punktowa: Ala240Glu. Co ciekawe mutacja ta nie miata wptywu na powinowactwo
greliny do receptora i jego funkcjonowanie pod wplywem agonisty. Zaburzala jednak
wewnetrzng aktywnos$¢ receptora. W tych samych badaniach stwierdzono, ze wewngtrzna

aktywno$¢ receptora jest proporcjonalna do stopnia ekspresji receptora GHSR [70].
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REGULACJA WYDZIELANIA

Podobnie jak w przypadku innych hormondéw, poziom greliny w surowicy krwi jest
wypadkowa réznych procesoOw zachodzacych w organizmie. Ich wzajemna zalezno$¢ jest
nadal przedmiotem intensywnych badan. Niektore z nich wymieniono ponizej:

1) Regulacja transkrypcji oraz translacji genu greliny

2) Poziom aktywnosci enzymatycznej dotychczas niezidentyfikowane;j

acylotransferazy, odpowiedzialnej za potranslacyjng estryfikacje czasteczki greliny

3) Tempo sekrecji aktywnej czasteczki greliny

4) Domniemane, enzymatyczne procesy deaktywacji krazacej greliny

5) Mozliwy wptyw biatek wigzacych greling na aktywno$¢ hormonalng

6) Rodzna ,dostgpnose” tkanki docelowej (transport przez bariere krew — mozg)

7) Usuwanie lub rozktad greliny przez nerki lub watrobe

8) Stezenie krazacych dodatkowych endogennych ligandéw oraz innych mogacych

reagowac krzyzowo hormonéw

9) TIlos¢ receptorow w tkance docelowe;j

10) Jej wrazliwos¢/odpowiedz na wewnatrzkomérkowe mechanizmy sygnalizacyjne.

«

v W surowicy krwi [pg/ml]
i

Y

Stezenie grelin

Sniadanie Obiad Kolacja

Czas (24 godziny)

Rysunek 6. Zmiany stezenia greliny w surowicy krwi w ciggu dnia [na podstawie: Cummings i wsp. Diabetes
2001; 50: 1714].
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Obecnie nie jest do konca jasne w jaki sposdb czynniki te regulujg poziom greliny w
surowicy krwi. U zwierzat grelina wydzielana jest w sposob pulsacyjny, zalezny od czasu
przyjecia positku 1 niezalezny od poziomu GH [71]. Z kolei u ludzi poziom greliny zmienia
si¢ w ciagu dnia, wzrastajac przed positkiem 1 zmniejszajac si¢ po jego zakonczeniu [72].
Poza zmianami zwigzanymi z przyjeciem positku poziom greliny wzrasta rowniez w czasie
snu (Rysunek 6 i 7). W grupie otytych ludzi oraz pozbawionych snu nie obserwuje si¢ tego
wzrostu [73, 74].

Ostatnie badania przeprowadzone przez Drazen i wsp. dowodzg ze wzrost poziomu
greliny poprzedzajacy posilek nie jest wytacznie kwestig braku substratéw energetycznych,
ale rowniez pewnym nawykiem $cisle korelujacym z czasem oraz dostepnoscig pokarmu. Do
sprawdzenia tej teorii wykorzystano szczury przyzwyczajone do przyjmowania pokarmu
o statych porach. Mimo braku pokarmu statystycznie znamienny wzrost poziomu greliny
zaczynat si¢ okoto 2 godziny przed planowanym czasem positku, z szczytem poprzedzajacym
go o ok. 30-60 minut. W mechanizmie przedpositkowego wzrostu st¢zenia greliny moze
uczestniczy¢ nerw btedny poniewaz wagotomia powoduje zardwno u zwierzat jak 1 ludzi
zahamowanie przedpositkowego wzrostu stezenia greliny [75].

Wielko$¢ popositkowego spadku poziomu greliny jest proporcjonalna do ilosci kalorii
spozytych w czasie positku oraz rodzaju spozytego pokarmu. I tak najwigkszy spadek
obserwuje si¢ po spozyciu glukozy, nastepnie biatek, a najmniejszy spadek wystepuje po
spozyciu tluszezy [76, 77]. Zaleznos¢ poziomu greliny od ilo$ci spozytych tluszczy byla
rézna w réznych badaniach. Tentolouris 1 wsp. nie obserwowali spadku aktywnej formy
greliny po wysoko ttuszczowym positku u zdrowych ludzi z prawidtowa masg ciata [78].
Podczas gdy w innych badania obserwowano spadek stezenia catkowitej greliny zard6wno po
nasyconych oraz nienasyconych kwasach tluszczowych. Natomiast aktywna forma greliny
pozostawala nie zmieniona po positku skladajacym si¢ z nienasyconych kwasow
thuszczowych [79, 80,81]. W innym badaniu obserwowano szybszy spadek aktywnej formy
greliny po standaryzowanym positku w poréwnaniu do spadku poziomu catkowitej greliny

[82].
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Rysunek 7. Zmiany stezenia greliny w surowicy krwi w zaleznosci od positku [22].

Mechanizm tego spadku nie jest obecnie jasny. Rozciaganie zotadka za pomoca wody
nie powoduje zmian w poziomie greliny w surowicy krwi, co $wiadczy, ze mechaniczne
rozcigganie zotadka nie wpltywa na poziom greliny [22]. Kontakt Zotagdka z pokarmem
rowniez wydaje si¢ nie by¢ konieczny, poniewaz spadek poziomu greliny mozna uzyskaé
zardwno po przez doustne jak i dozylne podanie glukozy. Potwierdzeniem tej obserwacji jest
rowniez eksperyment przeprowadzony przez Williamsa i wsp., ktoérzy podawali glukoze
doustnie uniemozliwiajac oproznianie zotadka u szczuréw za pomocg nadmuchiwanego
r¢kawa umiejscowionego wokot odzwiernika. Obserwowano wowczas brak popositkowego
spadku poziomu greliny [83]. Ta sama grupa badaczy wykazata rowniez, Ze podanie pokarmu
tylko do dwunastnicy lub tylko do jelita cienkiego szczurow powoduje podobny popositkowy
spadek stezenia greliny we krwi. Wynika z tego, ze obecno$¢ pokarmu w dwunastnicy nie jest
rowniez warunkiem koniecznym do tego spadku [84,85]. Brak jest obecnie w literaturze
badan opisujacych jak wyglada tego typu regulacja u ludzi.

Udzial innych hormondéw w regulacji poziomu greliny jest nadal przedmiotem
intensywnych badan. Egzogenne podanie insuliny powoduje co prawda spadek poziomu
greliny, to jednak jej wzrost zwigzany z positkiem nie jest konieczny do uzyskania
popositkowego spadku poziomu greliny. Schaller 1 wsp. przeprowadzili badania z podwdjna
Slepa proba dowodzac, ze popositkowy spadek poziomu greliny jest niezalezny od glukozy
oraz insuliny [86]. Z kolei podajac doustnie thuszcze nie obserwuje si¢ wzrostu stezenia

insuliny, natomiast dochodzi do spadku poziomu greliny w surowicy krwi [87].
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Prawdopodobnie do spadku poziomu greliny wystarczajacy jest podstawowy poziom insuliny
w surowicy krwi. Swiadczyé o tym moze przyktad pacjentow z cukrzyca typu 1. Przy braku
suplementacji insuliny nie dochodzito do popositkowego spadku poziomu greliny. Natomiast
podanie wymaganej dawki insuliny powodowato, obserwowany w zdrowej grupie kontrolne;j,
spadek jej poziomu [88].

Poziom greliny koreluje rowniez odwrotnie proporcjonalnie do BMI (body mass
index). Jedynym odstgpstwem od tej zaleznosci jest zespot Prader-Willi, gdzie otylosci
towarzyszy wysokie stezenie greliny [89]. U oséb otylych stezenie greliny na czczo w
surowicy krwi jest znacznie nizsze niz u ludzi z prawidlowa waga oraz nie obserwuje si¢
zmian dobowego rytmu wydzielania greliny. Niski poziom tego hormonu obserwowany u
otytych ludzi jest raczej zwigzany z oporno$cig na insuling niz z indeksem masy ciata.
Potwierdzily to badania McLaughlin i wsp., ktérzy zaobserwowali wyzszy poziom greliny w
surowicy krwi u otylych ludzi bez insulinooporno$ci w poréwnaniu z otyla grupa ludzi o tej
samej wadze, ale z obecng insulinoopornos$cig [90].

Z kolei poziom greliny ro$nie u 0sob u ktoérych dochodzi do spadku masy ciata.
Mozna to ttumaczy¢ brakiem dostarczania pokarmu do przewodu pokarmowego, ale okazuje
si¢ ze u osOb przyjmujacych positki ale chudngcych poziom podstawowy greliny podnosi si¢
w porownaniu do grupy ludzi przyjmujacych ten sam positek ale u ktorych nie obserwuje si¢
spadku masy ciata. Moze to §wiadczy¢ o tym, ze podstawowy poziom greliny odzwierciedla
mas¢ ciata, niezaleznie od typu spozywanego positku [91].

Kompozycja diety ma réwniez wptyw na poziom greliny. W przeprowadzonych przez
Robertsona i wsp. badaniach w grupie mezczyzn, ktorzy przez 3 tygodnie spozywali wysoko
thuszczowg diete, a ich waga nie zmienila si¢ w sposéb statystycznie znamienny, doszto do
redukcji st¢zenia greliny w surowicy krwi [92,93].

Z kolei podanie GH zmniejsza ekspresj¢ mRNA dla greliny w komodrkach Zoladka, ale
nie zmniejsza ilo$ci zmagazynowanej greliny w tych komorkach [94]. Usuniecie zotadka u
szczurow 1 ludzi zmniejsza stezenie greliny w surowicy krwi o okoto 80%. Wraz z czasem,
kompensacyjna produkcja greliny w innych miejscach organizmu moze spowodowacd, ze
stezenie greliny osiggnie poziom wystepujacy przed operacja [95]. Odmienne wyniki
otrzymali z kolei Ariyasu i wsp., ktorzy obserwowali u pacjentéw po catkowitym wycieciu
zotadka w dlugoterminowym aspekcie (1-8 lat po operacji) poziom greliny rzedu ok. 35%
poziomu przedoperacyjnego. Z kolei w grupie oséb otylych poddanych operacji omijajace;j
zotadek poziom greliny zmniejszyt si¢ o 77% w poréwnaniu do grupy z prawidtowa waga

oraz o 72% w poréwnaniu z grupa ludzi otylych. Popositkowy poziom insuliny oraz zmiany
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poziomu leptyny byty w tej grupie pacjentow prawidlowe. Jest to o tyle interesujace, ze w tej
grupie pacjentow nalezatoby si¢ spodziewa¢ wzrostu poziom greliny zwigzanego z duzym
spadkiem masy ciala [96]. Chociaz inne badania nie potwierdzily tych obserwacji [97,98].
Obecnie brak jest danych w literaturze odnos$nie czasu potowicznego rozktadu. Musi
on by¢ jednak bardzo krotki poniewaz w godzing po catkowitym usunigciu zotadka u

pacjentow dochodzi do znacznego spadku poziomu greliny w surowicy krwi [99].

WZROST POZIOMU
GRELINY

Glodowanie
Jadlowstret psychiczny
Kacheksja nowotworowa
Zespol Prader-Willi
Grelinoma

Cukrzyca typu 1

Rysunek 8. Stany kliniczne zwigzane ze zmianami poziomu greliny u ludzi [35].



22

FIZJOLOGICZNE FUNKCJE GRELINY

DZIALANIE OSRODKOWE

1. Stymulacja wydzielania hormonu wzrostu

Wydzielanie hormonu wzrostu (GH — growth hormone) regulowane jest przez dwie
substancje: GHRH (stymuluje wydzielanie) oraz somatostatyn¢ (hamuje wydzielanie), ktore
wptywaja na pulsacyjne (10-20 pulsow/24h) wydzielanie GH w ciggu doby. Czas pulsow jest
kontrolowany przez okresowe wydzielanie somatostatyny, natomiast amplituda pulsu przez
GHRH [100]. Trzecim, niedawno odkrytym, czynnikiem regulujacym wydzielanie GH jest
wiasnie grelina [19,101,102].

Grelina jest uwazana za najsilniejszy z dotychczas poznanych stymulatoréw
wydzielania hormonu wzrostu — podanie dozylne u szczuréw wywotywato 3-krotnie wigkszy
wzrost wydzielania hormonu wzrostu w porownaniu do GHRH. Podobng sytuacje
zaobserwowano u ludzi. Grelina stymuluje wydzielanie GH w sposob zalezny od dawki z
punktum max. po ok. 5-15 minutach i powrotem do stezenia wyjsciowego w ciggu ok. 1
godziny od podania. Podobne, ale znacznie silniejsze dziatanie w poréwnaniu do podania
obwodowego obserwowano po dokomorowym podaniu greliny [101,103].

Wydzielanie hormonu wzrostu spowodowane jest zardwno bezposrednia stymulacja
przysadki [19], jak 1 dziatlaniem greliny na podwzgérze - ludzie z organicznymi
uszkodzeniami podwzgdrza mieli obnizone stezenie hormonu wzrostu, nawet po stymulacji
greling [104]. Z kolei wyizolowane komorki przysadki i stymulowane greling nie wydzielaty
takiej ilosci GH aby zapewni¢ st¢zenie porownywalne z stezeniem w surowicy krwi. Wynika
z tego, ze rowniez inne czynniki maja wptyw na maksymalne wydzielanie hormonu wzrostu
po stymulacji greling. Jednym z nich moze by¢, zaproponowany przez autoréw badania, nerw
btedny. U pacjentéw po wagotomii zmniejsza si¢ znacznie wydzielanie GH w odpowiedzi na
obwodowe podanie greliny [105,106].

Z kolei podanie roéwnoczesne GHRH 1 greliny wzajemnie wzmacniato swoje dziatanie. Nie
mniej jednak GHS potrzebuja GHRH aby w petni ujawni¢ swoje dziatanie uwalniajace GH.
Dowodem tego jest fakt, ze odpowiedz GH na GHS jest znacznie ostabiona u ludzi, ktérym
podano antagonistow GHRH lub w przypadku braku potaczenia mi¢dzy podwzgdrzem a
przysadka. Ponadto, pacjenci z deficytem receptora dla GHRH nie wykazuja wzrostu st¢zenia
GH po stymulacji GHS, przy zachowanym wzroscie PRL, ACTH oraz kortyzolu [7,8,107].



23

2. REGULACJA APETYTU

Odzywianie jest podstawowg funkcjg organizmow zywych 1 jest niezbedne do zycia.
Jest powszechnie uznane, Ze to centralny system nerwowy kontroluje procesy odzywiania, a
szczegllnie jego czg$¢ zwana podwzgorzem. Usunigcie bocznej czgsci podwzgdrza u
zwierzat powoduje brak apetytu i prowadzi do drastycznego spadku masy ciata. Z kolei
usunigcie regionu przysrodkowego podwzgorza powoduje nadmierne uczucie glodu co
powoduje wzrost masy ciala.
Chociaz grelina zostata odkryta jako endogenny ligand dla receptora hormonu wzrostu bardzo
szybko okazato si¢, ze ma ogromne znaczenie w regulacji apetytu oraz masy ciata zar6wno w
aspekcie krotko- jak 1 dlugoterminowym. Dziata zaréwno centralnie jak i obwodowo, co
czyni ja jedynym obwodowym czynnikiem o charakterze oreksygeniczmym. Wigkszos¢
peptydow podwzgoérzowych takich jak NPY, AgRP, oreksygenina i galanina stymulujg apetyt
podane centralnie, ale w przeciwienstwie do greliny nie dzialaja obwodowo. State podawanie

greliny u ludzi prowadzi do wzrostu masy ciata oddziatywujac na roéznych poziomach

PODWZGORZE

homeostazy energetycznej [108].

DROGA NERWOWA

GRELINA |

TRZUSTKA

ADIPOCYTY

Rysunek 9. Schemat ideowy podwojnej drogi dziatania greliny na podwzgoérze - na podstawie pracy [109].
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Jak juz wczesniej wspomniano badania immunohistochemiczne doprowadzily do
zlokalizowania neurondéw zawierajacych greling miedzy innymi w podwzgorzu, w neuronach
sasiadujacych z trzecig komora pomiedzy jadrem grzbietowym, brzusznym, przykomorowym
oraz tukowatym. Receptor GHS-R dla greliny jest obecny na powierzchni 94% neurondow
jadra tukowatego wydzielajacych NPY, 8% neuronéw wydzielajacych POMC, 30%
neuronéw wydzielajagcych somatostatyne oraz 20-25% wykazujacych ekspresj¢ GHRH.
Kluczowsa role w procesach regulacji apetytu odgrywa jadro tukowate podwzgorza, gdzie
zlokalizowane sa dwie grupy neuronéw AGRP/NPY i POMC/CART =zaleznych. Grelina
stymulujac sekrecje neuropeptydu Y oraz biatka AGRP (agouti-related protein) w warunkach
glodu zwieksza przyjmowanie pozywienia 1 zmniejsza wydatkowanie energii przyczyniajac
si¢ tym samym do wzrostu masy ciala. ROownocze$nie hamuje wydzielanie POMC
(proopiomelanokortyny) oraz peptydu CART (cocaine- and amphetamine-regulated
transcript), ktore hamuja przyjmowanie pozywienia i zwigkszaja wydatkowanie energii przy
jej nadmiarze. Obok neuropeptydu Y, grelina jest najsilniejszym stymulatorem apetytu z

poznanych dotad substancji (Rysunek 10) [110].
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Rysunek 10. Schemat przedstawiajacy regulacj¢ apetytu przez greling [110].
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To stymulujace apetyt dzialanie greliny moze zosta¢ zablokowane za pomoca antagonisty
receptora NPY. Podobne dziatanie ma réwniez dokomorowe podanie inhibitorow AgRP.
Grelina jest w tym rejonie rOwniez naturalnym antagonista leptyny [111,112,113,114].

Jak juz wcze$niej wspomniano podanie obwodowe greliny stymuluje rowniez neurony
podwzgorza zwigkszajac uczucie apetytu [115,116,117,118]. Badania na zwierzgtach
wykazaty, ze grelina podana obwodowo przechodzi w niewielkich ilosciach przez bariere
krew-mdzg, co sugeruje, ze oddziatywanie na podwzgorze musi odbywac si¢ rowniez droga
posrednig. Dalsze badania pozwolity na zidentyfikowanie receptorow grelinowych na
powierzchni neuronéw nerwu btednego. Uwaza si¢, ze wilasnie tg droga grelina z obwodu
wplywa na neurony podwzgoérza [105,119,120,121]. Z kolei wykazano, ze wagotomia nie ma
wpltywu na podstawowy poziom greliny, ale catkowicie blokuje wzrost poziomu greliny
wywolany brakiem pozywienia. Podobny efekt osiagnieto podajac atroping [105,106,122].
Wagotomia nie zaburza réwniez dzialania greliny po podaniu centralnym, co mogtoby
sugerowaé obecnos¢ dwoch, czesciowo niezaleznych, systemow wydzielania: centralnego i
obwodowego [123].

Grelina reguluje apetyt zarowno w aspekcie krotkoterminowym jak i
dlugoterminowym. O tym pierwszym $wiadczy wzrost stezenia greliny w surowicy krwi
bezposrednio przed positkiem oraz jej spadek do minimum w ciggu paru godziny po jedzeniu.
Wskazuje to, ze grelina jest czynnikiem inicjujgcym spozywanie pokarmu [124,125].
Przedpositkowy wzrost poziomu greliny byl jednak obserwowany tylko w przypadku
nieprzymuszone;j checi przyjmowania pokarmu [126]. Badania wykazatly wprost
proporcjonalng zalezno$¢ miedzy gtodem ocenianym w skali liczbowej, a poziomem greliny
w surowicy krwi. Wielko$¢ popositkowego spadku stezenia greliny jest z kolei
proporcjonalna do ilosci spozytych kalorii oraz sktadu positku [127]. W jaki sposdb pokarm
hamuje wydzielanie greliny nie jest do konca jasne. Przeprowadzone badania, wykorzystujace
izokaloryczny positek, wykazaty, ze tluszcze najmniej efektywnie hamuja popositkowy
spadek stezenia greliny w porownaniu do cukrow 1 bialek. Ten relatywnie maty spadek moze
by¢ jednym z mechanizméw powstawania otyto$ci w skutek spozywania wysokottuszczowej
diety. Ponadto stwierdzono, ze popositkowy spadek stezenia greliny jest mniejszy u ludzi
otytych, co moze przyczynia¢ si¢ do dalszego utrzymania nadmiaru masy ciata [128]. W
spadku st¢zenia greliny ma rowniez udziat nerw bledny. U os6b u ktorych poprzedzono
wlasciwy positek pozorowanym positkiem (ang. sham feeding) byt obserwowany wigkszy 1

szybszy spadek greliny w poréwnaniu do grupy kontrolnej spozywajacej jedynie positek
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[129]. Ponadto wykazano, ze grelina zwigksza apetyt zaro6wno u szczuptych jak i u otylych
ludzi. Wzrost apetytu jest jednak wigkszy u ludzi otytych [130].

Grelina podobnie jak leptyna oraz insulina spelnia wszystkie kryteria hormonu
regulujacego mase ciata w aspekcie dlugoterminowym. Podobnie jak wymienione hormony,
jej stezenie we krwi odzwierciedla zasoby energetyczne ustroju. U ludzi otylych obserwuje
si¢ zmniejszony poziom podstawowy greliny, a u ludzi niedozywionych, z kacheksja, z
anoreksja/bulimia, przewlekta niewydolno$cia krazenia i nerek znacznie podwyzszony w
poréwnaniu do grupy kontrolnej. Podobnie, ekspresja receptora dla greliny w podwzgorzu
zwigksza si¢ znacznie w okresie przedtuzajacego si¢ braku pozywienia [131].

Nizsze stezenie greliny u ludzi otylych moze by¢ spowodowane podwyzszeniem
poziomu insuliny. Jednak inne prace nie potwierdzaja tej teorii. Natomiast zostalo
udowodnione, zZe insulina jest konieczna do popositkowego spadku poziomu greliny [132,
133]. Drugim mozliwym regulatorem poziomu greliny w tym wypadku jest hormon
produkowany przez komorki tkanki thuszczowej — leptyna. Chociaz teoria ta mimo licznych
badan nadal nie zostata w pelni potwierdzona [134].

Regulacja apetytu moze by¢ rowniez uzalezniona od stezenia greliny we krwi. W
badaniach na zdrowych ludziach jednorazowe podanie 100ug greliny wywolywato atak
glodu, natomiast podanie 4x50pg co godzing nie wplywato na apetyt badanej grupy. W obu
przypadkach dochodzito do wzrostu kortyzolu, hormonu wzrostu oraz prolaktyny [135].

Halem i wsp. wykorzystujac w swoich badaniach BIM-28126, zwiazek ktory jest
catkowitym antagonista receptora GHS-Rla zaobserwowali u szczuréw, ze zgodnie z
przewidywaniami hamuje on indukowany greling wyrzut hormonu wzrostu. Interesujacy jest
fakt, ze okazal si¢ on stymulowaé apetyt oraz sprzyja¢ wzrostowi masy ciata. Moze to
Swiadczy¢, ze grelina stymuluje apetyt i przyjmowanie pokarmu przez niepoznany dotad

receptor [136].

DZIALANIE OBWODOWE
1. FUNKCJA W PRZEWODZIE POKARMOWYM

Grelina podana obwodowo lub dokomorowo stymuluje, w sposéb zalezny od dawki,
wydzielanie kwasu solnego 1 soku trzustkowego, przyspiesza oproznianie zoladka oraz
motoryke jelit. Ponadto, zwicksza w komorkach ilos¢ hydrolaz lizosomalnych przygotowujac
je na przyjecie sktadnikéw pokarmowych [137,138]. Taki wptyw na motoryke przewodu
pokarmowego jest raczej typowy dla motyliny, ktéra strukturg bardzo przypomina greline.

Ponadto, oba receptory dla tych hormonéw charakteryzuja si¢ duzym podobienstwem
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struktury. Nic wigc dziwnego, ze grelina w wysokich stgezeniach wykazuje podobne
wlasciwosci do motyliny - stymuluje motoryke przewodu pokarmowego, indukujac na czczo
MMC (migrating motor complex), a po positku przyspiesza oprdznianie zotadka. Ponadto,
grelina skraca czas przej$cia ptynnych pokarméw przez jelito cienkie. [121,139] Z kolei
motylina, rowniez w wysokich stezeniach, stymuluje wydzielanie hormonu wzrostu. Co
ciekawe, in vitro na modelu zwierzecym to krzyzowe dziatanie nie zostato potwierdzone.
Przypuszcza si¢, ze dziatanie greliny na motoryke przewodu pokarmowego odbywa si¢ za
pomoca swoistego receptora, a mediowane jest najprawdopodobniej przez nerw bledny, na
powierzchni ktorego zidentyfikowano receptory dla greliny. Potwierdza to rowniez fakt, ze
dziatanie to moze zosta¢ zahamowane przez wczesniejsze podanie atropiny lub wagotomig.
Zastosowanie blokeréw receptora H2 nie blokuje ww. efektu [140]. Z kolei u szczuréw
wykazano skutecznos$¢ greliny jako leku prokinetycznego w leczeniu gastroparezy [141].

Ponadto, udowodniono protekcyjne dziatanie greliny na S$luzéwke zotadka w
eksperymencie w ktorym indukowano owrzodzenia btony $luzowej zotadka za pomoca
etanolu [Sibilia i wsp 2003].

Badania na modelu zwierzgcym potwierdzaja rowniez mozliwy udziat greliny w ostrej
fazie zapalenia $luzoéwki jelita. Zhao i wsp. wykazali znaczny wzrost ekspresji mRNA greliny
i jej receptora w indukowanym za pomocg TNSB (trinitrobenzene sulfate) zapaleniu §luzéwki
jelita, co stanowi eksperymentalny model zwierzecy choroby Lesniowskiego-Crohna.
Udowodniono, ze stymulacja receptora dla greliny aktywuje system globalnego mediatora
stanu zapalnego NF-«B/IkB i prowadzi do zaleznego od NF«xB wzrostu stezenia IL-8 w
kolonocytach. Moze to §wiadczy¢ o prozapalnym dziataniu greliny w jelicie. Jak wykazaty
poprzednie badania aktywacja NF-kB i wzrost ekspresji IL-8 sg $cisle zwigzane z patogeneza
choréb zapalnych jelit [Grimm 1 wsp 1996; Jobin i Sartor 2000]. Wyniki te sg niejako w
sprzeczno$ci z dotychczas opublikowanymi badaniami, ktére dowodzily protekcyjnego
dziatania greliny na rozne tkanki. Grelina, jak juz opisano wczesniej, dziatata protekcyjnie na
Sluzoéwke zotadka w eksperymencie w ktérym indukowano etanolem owrzodzenia btony
Sluzowej zotadka [Sibilia i wsp. 2003]. Dziata réwniez ochronnie na kardiomiocyty w
indukowanym isoproterenolem uszkodzeniu migsnia sercowego [Chang i wsp. 2004],
zmniejszala rozleglo$¢ ostrego zapalenia trzustki u szczuréw [Dembinski 1 wsp. 2003]. Ta
funkcja ochronna moze by¢ mediowana po przez stymulacje wydzielania hormonu wzrostu -
jak wykazano GH jest znanym czynnikiem redukujacym stopien zapalenia zarowno w modelu
zwierzecym jak i u ludzi [Chen i wsp. 1997, Slonim i wsp. 2000], a brak GH u dzieci jest

zwigzany z zwigkszong zachorowalnoscig na choroby zapalne jelit [Ogura i wsp 1995].



28

Grelina moze by¢ rowniez produkowana przez karcinoidy o lokalizacji jelitowej. Jest
to ta grupa guzow, ktéra do tej pory byla uwazana, ze nie wydziela hormonow.
Zastanawiajacy jest fakt, ze nie zaobserwowano dotad zadnych objawdéw klinicznych

nadmiernego wydzielania greliny przez rakowiaka [142,143].

2. FUNKCJA W UKLADZIE IMMUNOLOGICZNYM

Dixit 1 wsp. wykazali obecno$s¢ GHSR na powierzchni limfocytéw T oraz monocytow.
Udowodniono, ze grelina w ten wlasnie sposob hamuje ekspresje¢ prozapalnych cytokin,
takich jak IL-1beta i IL-6, czy TNFalfa. Ponadto, grelina w zalezno$ci od dawki powodowata
zahamowanie zaleznej od leptyny produkcji cytokin prozapalnych. Z kolei leptyna
powodowata wzrost ekspresji GHS-R na powierzchni komoérek limfocytow T. Swiadczy to o
mozliwo$ci wplywania na uklad immunologiczny zarowno przez greling jak i leptyne [144].
Asakawa 1 wsp. wykazali, ze leptyna i IL-1beta hamuja z kolei ekspresje greliny w zotadku
(Rysunek 11) [145].
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Rysunek 11. Hipotetyczny model wzajemnego oddziatywania uktadu endokrynnego i immunologicznego

zaproponowany przez Dixit’a [144].
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3. GRELINA A TKANKA TLUSZCZOWA

Badania przeprowadzone przez Theander-Carrillo 1 wsp. wykazaty, ze dzialanie
greliny w centralnym systemie nerwowym (CSN) moze regulowaé metabolizm tkanki
thuszczowej. Autorzy podajac dokomorowo w sposob ciagly greling zaobserwowali
zwigkszony wychwyt glukozy przez adipocyty, zwickszong lipogenez¢ oraz zahamowanie
oksydacji tluszczy w biatej tkance tluszczowej. Z kolei w brunatnej tkance tluszczowe;j
dochodzito do zmniejszenia ekspresji biatek mitochondrialnych zwigzanych z termogeneza
typu 1 1 3. Efekty te byly zalezne od dawki, wystgpowaly niezaleznie od dzialania
oreksygenicznego i najprawdopodobniej byty mediowane przez ukltad sympatyczny [146].

Grelina moze dziala¢ réwniez na tkanke thuszczowa w sposob bezposredni, przez
obecny na powierzchni komodrek adipocytow receptor GHS-R 1a, promujac przyrost masy
tkanki thuszczowej. Z kolei grelina dziatajac na komorki preadipocytow indukowata
proliferacje oraz roéznicowanie tych komoérek w kierunku dojrzatych adipocytow. Ponadto,
hamowata réwniez apoptoze komorek tkanki thuszczowej pozbawionych dziatania czynnikdéw
wzrostowych. Podobne dziatanie antyapoptotyczne grelina wykazywata w stosunku do
kardiomiocytow oraz komorek endotelialnych naczyn. Dziatanie to bylo jednak mediowane
przez dotychczas niezidentyfikowany receptor grelinowy [147].
Z kolei Zhang i wsp. zaobserwowali, ze grelina zwigksza proliferacje adipocytoéw, ale hamuje
roOwniez ich roznicowanie. Mozliwe, ze przyczyng rdznic w wynikach wyzej wymienionych
prac bylo stezenie greliny. Jak udowodniono, w przeciwienstwie do duzych dawek, tylko
male dawki greliny okazaly si¢ stymulowa¢ réznicowanie komorek [148].
U gryzoni podanie greliny powoduje przyrost masy ciata. Efekt ten nie bylby tak
zadziwiajacy, gdyby byt odzwierciedlony w przyroscie dlugosci i/lub przynajmniej
beztluszczowej masy ciala, czego mozna by si¢ spodziewa¢ po stymulacji uwalniania GH.
Wozrastajaca ilo$¢ danych pozyskanych z badan na modelach zwierzgcych wyraznie wskazuje,
ze przyrost masy ciala indukowany greling, jest uwarunkowany przyrostem masy tkanki
thuszczowej, bez wplywu na wzrost szkieletu oraz, ze dochodzi raczej do zmniejszenia niz do
zwigkszenia masy migsniowej. Odkrycia te zostaty potwierdzone nie tylko przez szereg grup
badawczych, ale takze zostaly powtdrzone przy wykorzystaniu syntetycznych agonistow
receptora grelinowego (GHS-R), takich jak NNC 26-0161 (ipamorelina), GHRP-2 oraz
GHRP-6. Zmiany w masie ciala gryzoni byly mozliwe do zaobserwowania juz po 48

godzinach, a pod koniec drugiego tygodnia rdznica byta statystycznie istotna [149].
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4. ODDZIALYWANIE GRELINA-LEPTYNA

Chociaz wiele dotychczas opublikowanych prac badato indywidualne dziatanie
greliny oraz leptyny, to ich mechanizm wzajemnego oddzialywania nie jest nadal jasny.
Barazzoni i wsp. wykazali ujemng korelacje greliny i leptyny u szczuréw [150]. Podobne
wyniki, uzyskal Tschop i wsp. w badaniach w grupie szczuptych oraz otylych ludzi.
Wykonujgc pomiar sktadu ustroju za pomocag absorpcji promieniowania rentgenowskiego
oraz pomiarOw stezenia greliny i leptyny u kobiet i mezczyzn udowodnili wyzszy poziom
leptyny 1 nizszy greliny w grupie otytych ludzi oraz odwrotng sytuacje gdy badani tracili na
wadze w czasie glodowania. Autorzy postuluja, ze stan taki jest fizjologiczng adaptacja
organizmu do otytosci [151]. Z kolei Toshinai 1 wsp. podajac szczurom na czczo obwodowo
leptyng zaobserwowal wzrost stgzenia greliny zarowno we krwi zylnej jak i wzrost jej
ekspresji w komorkach dna Zzotadka. W tym samym badaniu u myszy pozbawionych genu dla
receptora leptynowego obserwowano nizszy poziom greliny w poréwnaniu do grupy myszy z
prawidlowym genem [152]. Z kolei Dube i wsp. oraz Beretta i wsp. obserwowali u szczuréw
wzrost stezenia greliny po centralnym podaniu leptyny z jednoczesnym zmniejszeniem
apetytu. Grelina nie byla w stanie rowniez stymulowac¢ apetytu przy wysokim poziomie
leptyny [153,154].

Reasumujac, brak jest obecnie przekonywujacych dowodow jak wyglada wzajemne

oddziatywanie greliny i leptyny u ludzi.

5. ORGANIZM POZBAWIONY GRELINY

Doroste myszy pozbawione genu dla greliny miaty adekwatny do wieku wzrost,
apetyt, sktad ustroju oraz prawidtowy rozréd, bez jakichkolwiek zmian patologicznych. By¢
moze jest to zwigzane z procesem ewolucji gdzie glodowanie, a nie otylos¢, jest czynnikiem
decydujacym o przezyciu. Dlatego myszy pozbawione czynnika oreksygenicznego, w postaci
greliny, nie miaty zaburzen w apetycie i rozwoju. Jednakze, myszy te wykazywaty znacznie
zredukowany wskaznik oddechowy i tendencj¢ do mniejszej ilosci tkanki thuszczowej gdy
byly karmione dieta o duzej zawartosci thuszczow. Moze to $§wiadczy¢, ze grelina nie jest
kluczowym czynnikiem oreksygenicznym, a jedynie jej funkcja sprowadza si¢ do
dostosowania metabolizmu do potrzeb organizmu — na przyklad wykorzystania glukozy
zamiast tluszczy. Jej brak zmniejsza podatno$¢ organizmu na otytos¢ spowodowang
nadmiarem thuszczy w diecie. Jest to zgodne z obserwacjami z innych badan, w ktérych
podanie egzogennej greliny zmniejszato utylizacj¢ tluszczy. Nalezy jednak zauwazy¢, ze

usuniecie innych czynnikdéw regulujacych apetyt takich jak AgRP czy NPY metodami
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genetycznymi roOwniez nie mialo wigkszego wptywu na apetyt, mase ciala czy parametry
metaboliczne [155,156]. Z kolei inne rezultaty obserwowali Gropp 1 wsp. oraz Luquet i wsp.
Ablacja genetyczna NPY/AgRP w neuronach jadra tukowatego u dojrzatych myszy
powodowata przewidywane zmniejszenie apetytu, natomiast nie obserwowano tego zjawiska
u dojrzewajacych myszy, co mogloby S$wiadczy¢é o rozwinigciu mechanizméw
kompensacyjnych w czasie rozwoju osobniczego [157,158].

W modelu zwierzecym wykazano, ze grelina ma maty wplyw na metabolizm energetyczny u
dojrzatych zwierzat karmionych dietg o duzej zawarto$ci thuszczu. Natomiast moze odgrywac
kluczowa role¢ w regulacji metabolizmu energetycznego u dojrzewajacych osobnikdéw
[159,160]. Pozostaje to w zgodzie z obserwacjami, ze egzogenne podanie greliny w czasie
rozwoju potaczen nerwowych u myszy nie ma wptywu na regulacje apetytu, natomiast bez
zadnych przeszkod stymuluje wydzielanie hormonu wzrostu. Ciekawa obserwacja jest fakt
ze, codzienne podawanie myszom greliny, ktora stymuluje wydzielanie hormonu wzrostu, od
pierwszego dnia po urodzeniu nie powoduje wigkszego wzrostu myszy [nieopublikowane
dane K.L. Grove 1 wsp.]

Z kolei myszy pozbawione genu dla receptora grelinowego nie wykazuja typowego
wzrostu poziomu hormonu wzrostu i wzrostu apetytu po podaniu greliny [161]. Myszy te
majg jednak prawidtowy wzrost co $wiadczy, ze receptor grelinowy nie jest kluczowym
elementem regulacji wzrostu 1 apetytu. Jednakze, u myszy tych st¢zenie IGF-1 (insulin-like
grwoth factor I) jest nieznacznie zmniejszone w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Moze to
Swiadczy¢, ze grelina ,przestawia” produkcj¢ IGF-1 w celu podtrzymania proceséw
anabolicznych. Natomiast Zigman i wsp. wykazali, ze myszy pozbawione genu dla receptora
grelinowego GHSR, gdy byty karmione dietg bogata w thuszcze, zaréwno pici zenskiej jak i
meskiej spozywaly mniej pokarmu, mniej odktadaty tkanki tluszczowej, preferencyjnie
wykorzystywaty tluszcze jako substrat energetyczny i mniej przybywaly na wadze w
porownaniu do grupy kontrolnej. Roznice te wynosily nawet 50%. Podobny efekt
obserwowano u myszek plci zenskiej pozbawionych receptora dla greliny karmionej
zbilansowang dietg. Efektu tego nie obserwowano u myszek ptci meskiej. Myszy pozbawione
receptora grelinowego mialy réwniez nizsze st¢zenie glukozy przy braku zmian w poziomie
insuliny. Ciekawa obserwacja autoréw byt spadek aktywno$¢ motorycznej myszek bez
receptora GHSR o okoto 41,7% w porownaniu do grupy kontrolnej, mimo wzrostu
wydatkowanej energii. Zaobserwowano réwniez, wyzsze stezenie leptyny w surowicy krwi u
myszy pozbawionych genu dla receptora GHSR, co moze réwniez przyczynia¢ si¢ do

mniejszego apetytu i wzrostu wydatku energetycznego. Autorzy pracy zaproponowali teorie,
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ze GHSR jest receptorem odpowiedzialnym za krotkoterminowe dziatania greliny. Badania te
dowodza, ze obecnos¢ greliny jest warunkiem koniecznym do fenotypowego rozwinigcia si¢
powodowanej dietg otylosci. Rezultaty te sa3 w sprzeczno$ci z wynikami zaobserwowanych
przez Sun i wsp. Roznice te mogg jednak wynika¢ z innej metodyki uzytej w obu pracach. Z
kolei wyniki Zigman i wsp. pokrywaja si¢ w duzym stopniu z otrzymanymi rezultatami badan

Wortley’a 1 wsp. [162].

Tabela 3. Podsumowanie udowodnionych dotychczas funkcji greliny u ludzi [22].

Wydzielanie hormonoéw:
e GH )
e ACTH )
e Kortyzol 0
e PRL T
e TRH T2
e LH tos
e FSH >
e Insulina 124
Efekt anaboliczny:
e Apetyt T
e Ilos¢ tkanki thuszczowej T
Uklad sercowo-naczyniowy:
e  Objetos¢ wyrzutowa migs$nia sercowego T
e Cisnienie tetnicze J
e  Apoptoza kardiomiocytdw n vitro J
Funkcje Zoladka:
e  Wydzielanie kwasu solnego )
e  Motoryka zoladka )

T - zwigksza, ¥ - zmniejsza, — - bez wptywu
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REGULACJA WYDZIELANIA GRELINY W CHOROBIE

Grelina bierze udziat w regulacji wielu fizjologicznych procesow zachodzacych w
organizmie, dlatego nie dziwi fakt ogromnego zainteresowania tym peptydem w patogenezie
roznych chordb. Jedng z gtownych funkcji greliny jest regulacja apetytu, dlatego tez probuje
si¢ wyjasni¢ jej rolg w powstawaniu otylo$ci, a co za tym idzie taczy si¢ z nig wielkie

nadzieje na opracowanie skuteczne;j terapii.

1. GRELINA A OTYLOSC

Stezenie greliny jest statystycznie znamiennie mniejsze w grupie otylych ludzi w
porownaniu do grupy ludzi o prawidtowej masie ciata [163,164,165,166]. Badania dowodza,
ze zwigkszona ilo$¢ tkanki thuszczowej w otytosci powoduje zmiany ilosciowe i jako$ciowe
cytokin prozapalnych takich jak TNFalfa, IL-6, angiotensynogen, PAI-1. Jak juz wcze$niej
wspomniano grelina, ale takze adiponektyna oraz rezystyna biorg udzial w regulacji
wydzielania prozapalnych cytokin, ktorych nizsze stezenie obserwuje si¢ w otytosci [167].

Z kolei interesujacy jest fakt, ze leptyna w grupie otylych ludzi nie powoduje
zmniejszenia glodu ze wzgledu na opornos¢ osrodkow podwzgdérzowych na leptyne (Banks 1
wsp. 1996). Opierajac si¢ na tych obserwacjach mozna przypuszcza¢, ze zmniejszenie
stezenia greliny w surowicy krwi u otylych ludzi, w podobnym mechanizmie, nie wystarczy
do redukcji apetytu. W grupie otylych ludzi obserwowano rowniez zakldcenie
fizjologicznego, nocnego wzrostu stezenia greliny. Podobny efekt wystepowal u ludzi
pozbawionych snu [168,169]. Z kolei English 1 wsp. wykazali w swoich badaniach, ze grelina
nie spada po positku u ludzi otytych, co moze by¢ wynikiem zmniejsza stezenia tego hormonu
na czczo w tej grupie ludzi [170].

Obserwuje si¢ dwa rodzaje polimorfizmu w genie kodujacym greling: Arg51Gln oraz
Leu72Met [171,172,173,174]. Te dwie mutacje znajdowaly si¢ w obrebie egzonu 2 i
zmienialy sekwencj¢ aminokwasowg czasteczki preprogreliny. Czgsto$¢ wystgpowania
polimorfizmu byta podobna zaré6wno w grupie kontrolnej jak i w grupie ludzi otytych. Jednak
w grupie otytych ludzi z allelem Met72 otytos¢ wystepowata wczesniej w porownaniu do
homozygot. Z kolei mutacja Arg51Gln powoduje zaburzenie procesu powstawania
28-aminokwasowej greliny. Efektem tej mutacji jest nieaktywna biologicznie
94-aminokwasowa preprogrelina. Ten rodzaj polimorfizmu wystepowat z czestoscia ok. 6,3%

tylko w grupie otylych ludzi. U kobiet bedacych nosicielkami tej mutacji masa ciata byla



34

znacznie nizsza niz w grupie osob nie bgdacych nosicielami tej mutacji. Z kolei odmienne
wyniki do wyzej opisanych uzyskali Hinney A 1 wsp. Stwierdzili oni brak zaleznosci
pomigdzy obecno$cia polimorfizmu Arg51Gln 1 Leu72Met, a wystgpowaniem otylosci w

badanych grupach [175].

2. GRELINA W ROZNYCH CHOROBACH GORNEGO ODCINKA PRZEWODU
POKARMOWEGO

Stezenie greliny u pacjentow z wykryta infekcjg Helicobacter pylori byto statystycznie
istotnie mniejsze w porownaniu do grupy pacjentow u ktorych takiej infekcji nie stwierdzono.
U pacjentow tych zaobserwowano zmniejszong ekspresje mRNA preprogreliny, zmniejszenie
zawarto$ci greliny w komoérkach oraz zmniejszenie ilosci samych komorek X/A.
Udowodniono, ze eradykacja Helicobacter pylori powoduje zwigkszenie apetytu i przyrost
masy ciata, co wydaj si¢ by¢ wtasnie zwigzane ze wzrostem ilosci komorek produkujacych
greling jak i wzrostem wydzielania samej greliny [176,177,178]. Z kolei badania Gokcel i
wsp. wykazaty, ze infekcja Helicobacter pylori nie ma wptywu na stezenie greliny w osoczu
[179,180]. Natomiast Osawa 1 wsp. stwierdzili, ze zmiany w poziomie greliny w surowicy
krwi przed 1 po eradykacji byly odwrotnie proporcjonalne do zmian masy ciala oraz do
wyjsciowego poziomu greliny, a nie pozostawaty w zadnym zwigzku z wielkoscig produkcji
greliny w zotadku [181].

Ponadto, nie stwierdzono statystycznie istotnej rdéznicy w stezeniu greliny wsrdd grup
pacjentow z chorobami gornego odcinka przewodu pokarmowego takimi jak:
ostre/przewlekte zapalenie btony $luzowej zotadka, z tagodnymi polipami zotadka, GERD
(gastrointestinal reflux disease), wrzodami zotadka/dwunastnicy czy rakiem zotadka. Z kolei
wsrod chorych bez infekcji Helicobacter pylori obserwowano statystycznie istotne roznice w
stezeniu greliny. I tak chorzy z przewlektym zapaleniem btony $luzowej zotadka oraz choroba
wrzodowg zoladka mieli najnizsze st¢zenie greliny. Pacjenci z ostrym zapaleniem blony
Sluzowej zotadka mieli najwyzsze st¢zenie greliny w surowicy krwi. RoOwniez zasigg
zapalenia btony §luzowej zotadka byl odwrotnie proporcjonalny do stezenia greliny w

surowicy krwi [182].

3. GRELINA A CHOROBY ZAPALNE JELIT
W badaniach przeprowadzonych przez Nishi i wsp. nie zaobserwowano réznic w
poziomie greliny w grupie 0s6b z rozpoznanymi chorobami zapalnymi jelit oraz w grupie

kontrolnej zdrowych ludzi. Nie stwierdzono rowniez statystycznie istotnej zaleznosci
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pomiedzy poziomem greliny, a lokalizacja choroby. Grupa badana byta jednak niewielka, a

wszyscy pacjenci znajdowali si¢ w stadium remisji [183].

4. GRELINA A INNE CHOROBY

Stezenie greliny jest znacznie podwyzszone u pacjentow z jadlowstretem
psychicznym. Moze to tlumaczy¢ wysokie st¢zenie hormonu wzrostu u tych ludzi. Jak juz
wspomniano, grelina stymuluje rowniez wydzielanie ACTH, prolaktyny 1 kortyzolu, co moze
thumaczy¢ brak miesigczki i zaburzenia w zachowaniu w tej grupie pacjentéw [184].

Z kolei w zespole Prader-Willi, charakteryzujacym si¢ opdznieniem w rozwoju
psychicznym, nadmiernym apetytem, niskim wzrostem i ostabieniem mi¢s$ni, obserwuje si¢
rowniez podwyzszone stezenie greliny: ok. 3-4-krotnie wyzsze w porownaniu do grupy
kontrolnej. Jedna z postulowanych przyczyn tego zespotu jest utrata jednego lub wigcej
genow regionu q11-13 chromosomu 15. To moze thumaczy¢ cze$¢ z wystepujacych objawow,
ale nadal nie jest jasne co powoduje tak wysoki poziom greliny [185,186]. Z kolei w zespole

krotkiego jelita obserwuje si¢ obnizone stezenie greliny w surowicy krwi [187].
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GRELINA A NOWOTWORY

Obecnie zidentyfikowano receptory GHS-R dla greliny na powierzchni komorek
takich nowotworow jak: rak piersi, ptuca, trzustki, prostaty, nowotworéw stromalnych
przewodu pokarmowego oraz nowotworow ztosliwych przysadki. W wigkszosci badan
autorzy obserwowali, ze grelina w rdéznym stopniu moze wplywaé na proliferacje ww.
komoérek [188,189,190,191,192]. Ponadto, Gaytan i wsp. wykazali obecno$¢ receptora
GHS-R na powierzchni komorek jajnikow 1 jader oraz potwierdzili obecnos¢ tych receptorow
na powierzchni komoérek nowotworowych wywodzacych si¢ z tych narzadow [193]. Z kolei w
opublikowanej w ostatnich miesigcach pracy, Zhigang i wsp. wykazali réwniez obecnos¢ tego
receptora na powierzchni nowotwoér zto§liwych przewodu pokarmowego tj. rak przelyku,
zotadka, okreznicy oraz odbytnicy [194].

Cassoni 1 wsp. badali obecnos¢ oraz funkcje receptora GHS-R na powierzchni
komorek linii komorkowej raka piersi zaleznych (MCF7 1 T47D) oraz niezaleznych od
estrogenéw (MDA-MB231). Do tego celu wykorzystali stworzony przez siebie ligand
receptora GHS-R znakowany radioizotopem. Zaobserwowali brak przytaczania si¢ ligandu do
prawidtowych komorek oraz komorek widkniakogruczolaka piersi. Obserwowali natomiast
wysokie powinowactwo ligandu do komodrek raka piersi w stopniu zaleznym od
zroéznicowania (G1-G3). Ponadto, podanie greliny wywotywalo zahamowanie proliferacji
tych komorek in vitro [195]. W badaniach innych nowotworow, Jeffery i wsp. obserwowali
stymuluje proliferacji komorek raka prostaty in vitro pod wptywem greliny [196]. Duxbury i
wsp. wykazali, ze grelina w wysokich stezeniach hamowatla proliferacj¢ komorek raka
trzustki in vitro [191]. Z kolei, Murata i wsp. obserwowali dwukrotne przyspieszenie
proliferacji komorek linii komérkowej watrobiaka spowodowane wplywem greliny, a w
populacji ludzi otylych, niski poziom greliny byt zwigzany z wyzszym ryzykiem raka
gruczotowego przetyku [197, 198].

Ostatnie badania wykazaly rowniez, ze forma greliny pozbawiona kwasu
oktanylowego w miejscu trzeciej seryny, moze odgrywac rolg w powstawaniu nowotworow.
Z kolei nowotwory wrazliwe na greling moga nie posiada¢ obecnie znanego receptora
GHSR-la. Moze to $wiadczy¢ o obecnosci na ich powierzchni dotychczas
niezidentyfikowanego receptora grelinowego. Wykazano, ze wtasnie ten typ receptora moze
posredniczy¢ w zahamowaniu zaleznej od dawki proliferacji komorek raka pluc przez IGF-II.

Rolg jaka odgrywa grelina w procesie powstawania nowotworu jest jednak nadal niejasna.
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GRELINA A KACHEKSJA NOWOTWOROWA

Kacheksja jest jednym z najczestszych efektow wplywu nowotworu na organizm. Jest
czesto utozsamiana z zl3 prognoza i1 moze odpowiadaé za ok. 20% zgonow z powodu
nowotworow ztosliwych [199]. Wzrost stezenia greliny obserwuje si¢ w kacheks;ji
nowotworowej u pacjentow z rakiem ptuca oraz prostaty [200].

W badaniach Wolf’a 1 wsp. u pacjentow z rakiem piersi i jelita grubego, gdzie
kacheksja byla definiowana jako 5% spadek masy ciata w ciggu ostatnich 6 miesigcy,
wykazano proporcjonalng zaleznos$¢ stezenia greliny w surowicy krwi oraz wielko$ci spadku
masy ciala w ciggu ostatnich 6 miesiecy (r=0,5; p=0,001). Poziom greliny byl statystycznie
istotnie wyzszy u pacjentoéw z kacheksjag w porownaniu do grupy pacjentdw z tym samym
nowotworem ale bez obserwowanego spadku masy ciala. Analiza pod wzgledem plci
ujawnita istnienie statystycznie istotnej réznicy jedynie w grupie kobiet [201].

Stezenie acylowanej greliny jak i stosunek acylowanej do desacylowanej greliny byt
statystycznie istotnie zwickszony w grupie os6b z kacheksja wywotang nowotworem w
poréwnaniu do grupy kontrolnej bez nowotworu oraz w poréwnaniu z grupg z rozpoznanym
nowotworem ale bez kacheksji. Apetyt, mierzony za pomocg wizualnej skali analogowej, nie
byl zwiekszony. Autorzy uwazaja, ze wzrost stezenia acylowanej greliny byt prawdopodobnie
wywolany mechanizmem kompensujacym spadek masy ciata. Z kolei kacheksja moze by¢
wynikiem oporno$ci na greling, poniewaz, jak wynika z badan, wzrostowi stezenia greliny nie
towarzyszy wzrost apetytu [202]. W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze podanie
greliny chorym z kacheksja nowotworowa wywotywato 30% wzrost apetytu i spozycia
energii. Swiadczytoby to o tym, ze oporno$é jest jedynie czesciowa. Badacze postuluja, ze
podobnie jak w cukrzycy typu 2 insulinooporno$¢ moze zosta¢ przetamana dzieki duzym
dawka insuliny, to rowniez w tym przypadku zwiekszenie dawki greliny moze spowodowac
wzrost apetytu [203].

Intensywne badania nad wykorzystaniem greliny w leczeniu kacheksji nowotworowe;j

znajduja si¢ obecnie w drugiej fazie badan klinicznych [204].
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GRELINA A PATOGENEZA RAKA JELITA GRUBEGO

Jak juz wspomniano w poprzednich rozdziatach, szeroka dystrybucja greliny i jej
receptora przemawia za jej wielokierunkowym dzialaniem. Hormon ten jest uwazany za
najsilniejszy z dotychczas poznanych stymulatorow hormonu wzrostu, wptywa na
krotkoterminowa regulacje apetytu, regulacje metabolizmu energetycznego organizmu w
aspekcie dlugoterminowym, posiada wplyw na homeostaze glukozy, na ukiad
immunologiczny, proliferacje komoérek czy motoryke przewodu pokarmowego. Dlatego tez
grelina moze stanowi¢ jedno z ogniw taczacych roézne czynniki ryzyka RJG (jelitowe,
dietetyczne 1 epidemiologiczne) w logiczng cato§¢. Rysunek 12 przedstawia szereg
udowodnionych czynnikéw zwigkszajacych i zmniejszajacych ryzyko rozwoju raka jelita
grubego. Obecnie brak jest opublikowanych badan, ktére jednoznacznie udowodnityby udziat
greliny w patogenezie tego nowotworu. Dotychczasowe prace wskazujg jednak, ze hormon

ten moze uczestniczy¢ w regulacji kazdego z tych czynnikow.

KSZAJACE RYZYKO ZMNIEJSZAJACE RYZYKO

DIETA

MASACIALA

AKTYWNOSC
FIZYCZNA

ODZYWIANIE

STARZENIE SIE

| STAN ZAPALNY |

S5TRES
OKSYDACYINY

Rysunek 12. Udowodnione czynniki zwigkszajace/zmniejszajace ryzyko raka jelita grubego [205].
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Jednym z takich czynnikow jest migdzy innymi otylo$¢ i zwigzane z nig zaburzenia
wydzielania hormondéw mig¢dzy innymi regulujgcych przyjmowanie i metabolizm pokarmow:
leptyny, adiponektyny, insuliny oraz wiasnie greliny [206,207].

Grelina, w sposob zalezny od dawki, wplywa réwniez na motoryke przewodu
pokarmowego przyspieszajac oproznianie zotadka oraz motoryke samych jelit. Jak wykazaty
badania, przedtuzony czas pasazu pokarmu przez przewdd pokarmowy moze sprzyjaé
rozwojowi raka jelita grubego [208,209].

Innym z udowodnionych czynnikéw mogacych promowa¢ rozwdj raka jelita grubego
jest insulinooporno$¢. Powoduje ona, ze kolonocyty wystawione sg przez dhugi czas na
podwyzszone stezenie insuliny, glukozy, triglicerydow, niezestryfikowanych kwasow
thuszczowych oraz IGF-1, ktére s3a z kolei postulowanymi czynnikami bioracymi udziat w
patogenezie nowotwordw. Moze to prowadzi¢ do zaburzenia wzrostu, rozwoju oraz
homeostazy tych komorek, co z kolei moze promowaé rozwdj nowotworu. Jak zostato
udowodnione insulina stymuluje proliferacje nabtonka jelita grubego w sposéb bezposredni
oraz posredni, zwickszajac stezenie IGF-1 oraz zmniejszajac stezenie biatek wigzacych IGF
[210, 211, 212, 213]. Dodatkowo, udowodniono, ze na powierzchni komorek raka jelita
grubego wystepuje zwickszona ekspresja receptora dla IGF-1 [214]. Istnieje wiele dowodow
przemawiajacych za istnieniem ujemnego sprz¢zenia pomig¢dzy greling, a insuling. Ponadto,
przewlekle podawanie syntetycznych GHS u dorostych ludzi powodowato hiperglikemi¢ oraz
promowato insulinoopornos¢ [215].

Z kolei Jurimae i wsp. wykazali, ze regularna aktywno$¢ fizyczna moze mie¢ wptyw
na poziom greliny w surowicy krwi. Osoby, ktore regularnie uprawialy sport miaty wyzsze
Srednie stezenie greliny w surowicy krwi w porownaniu do grupy nieaktywnej fizycznie
[216].

Grelina jest jednym z najsilniejszych stymulatorow wydzielania hormonu wzrostu,
posrednio majac rowniez wpltyw na tkankowy biomediator IGF-1. Badania wykazaly, ze GH
przyczynia si¢ w sposob bezposredni oraz posredni (przez IGF-1) do wzrostu nowotworu. U
pacjentdw z akromegaliag obserwowano zwickszong czestos¢ raka piersi oraz jelita grubego
[217, 218,219]. Ponadto, zmiany rakowe u pacjentéw z ta jednostka chorobowag
charakteryzuja si¢ bardziej agresywnym przebiegiem oraz wigkszg tendencja do
przerzutowania w poréwnaniu do zmian rakowych w populacji ogdlnej [220,221]. Ponadto,
podwyzszony poziom GH i IGF-1 jest zwigzany z wyzszym ryzykiem wystgpienia zmian
nowotworowych [222]. Hormony te s3 silnymi mitogenami komoérek nowotworowych

przyspieszajac cykl komorkowy oraz hamujac apoptoze [223]. Dlatego tez, grelina, jako
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hormon stymulujacy wydzielanie GH, moze mie¢ swoj udzial posredni i/lub bezposredni w
patogenezie nowotworéw. Z kolei substancje hamujace wydzielanie hormonu wzrostu
okazaty sie skuteczne w modelach zwierzecych w zmniejszaniu rozmiaréw takich guzéw jak
osteosarkoma, rak nerki, trzustki, prostaty, piersi, jajnika czy wilasnie jelita grubego
[224,225,226,227,228].

Co raz wigcej badan dowodzi rowniez, ze wspomniany juz wczesniej hormon leptyna,
ktorej zwiekszone stezenie w surowicy obserwuje si¢ w otytosci, odgrywa rol¢ w rozwoju
RJG. U homozygotycznych myszy z uszkodzonym receptorem leptynowym obserwowano
zwigkszong liczbe zmian nowotworowych w poroéwnaniu do myszy heterozygotycznych lub z
prawidtowym receptorem u ktorych farmakologicznie indukowano RJG [229]. Za udzialem
leptyny w karcynogenezie RJG przemawiaja réwniez przeprowadzone w Szwecji
prospektywne badania dotyczace ludzi. Dowiodly one, ze podwyzszone st¢zenie leptyny w
surowicy krwi jest czynnikiem ryzyka RJG u me¢zczyzn. Wykazano takze, ze leptyna in vitro
moze stymulowaé proliferacje komorek raka jelita grubego. W wielu procesach, miedzy
innymi regulacji apetytu, wptywu na tkanke tluszczowa, odpowiedzi immunologiczne;,
wykazano antagonistyczne dziatanie greliny w stosunku do leptyny [230, 231].

Inny hormon, adiponektyna, produkowany prze tkank¢ thuszczowa, moze réwniez
odgrywac rolg w patogenezie raka jelita grubego. Jej dziatanie powoduje redukcje ekspresji
mRNA dla czynnika TGFbetal, ktérego podwyzszone stezenie obserwuje si¢ w RJIG
wywolanego farmakologicznie u szczuréw [232,233]. Inne badania wykazaly stymulujacy
wplyw izoform adiponektyny na proliferacj¢ oraz jej prozapalne dziatanie na komorki btony
sluzowej jelita, co jak uwazaja autorzy, moze odgrywac role migdzy innymi w patogenezie
RJG [234]. Z kolei wykazano, ze grelina  zmniejsza ekspresj¢ adiponektyny oraz dziata
mitogennie 1 antyapoptotycznie w stosunku do samych komorek tkanki tluszczowej [235,
236].

Cowey 1 wsp., opierajac si¢ na swoich badaniach, zaproponowali hipotetyczny model
karcynogenezy raka jelita grubego na modelu zwierzgcym u myszy pozbawionych genu dla
gastryny, gdzie jednym z zaproponowanych czynnikow mogacych mie¢ wptyw na patogeneze
RJG jest zmniejszajacy si¢ poziom greliny w surowicy krwi (Rysunek 13) [237]. Ponadto, w
warunkach fizjologicznych grelina moze wpltywa¢ na poziom gastryny poprzez swoj

stymulujacy wptyw na wydzielanie polipeptydu trzustkowego oraz somatostatyny [238].
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Rysunek 13. Hipotetyczny model karcynogenezy RJG u myszy pozbawionych genu gastryny [237].

Mozliwy jest takze jej bezposredni wptyw na proces karcynogenezy. Sugeruje sig, ze
grelina moze stymulowa¢ kinaze¢ MAP [239], ktorej zwigkszong aktywacje obserwuje si¢
miedzy innymi w komorkach raka jelita grubego [240]. Obecnie udowodniono, ze wiasnie tg
droga grelina stymuluje proliferacje komorek raka prostaty oraz piersi in vitro (Rysunek 14)

[241].
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Rysunek 14. Potencjalny mechanizm dziatania systemowej/lokalnej greliny na komorki raka prostaty/piersi.
Grelina moze wywolywa¢ endogenne wydzielanie hormonu wzrostu w komorkach prostaty/piersi co z kolei
wyzwala autokrynna produkcje i wydzielanie IGF-1 i IGF-II lub po przez aktywacje MAP kinazy [241].

W badaniach przeprowadzonych przez zespdt Jeffery i wsp. wykazano obecno$¢ izoformy
progreliny, nie posiadajacej transkryptu z trzeciego eksonu, w stezeniach duzo wigkszych w
linii komorkowej raka prostaty w poréwnaniu do prawidtowych komoérek. Podanie greliny
zwigkszato proliferacje linii komorek raka prostaty PC-3 o 33%. Zaobserwowano rowniez
brak transkryptu GHS-R 1b na poziomie biatkowym, gdy transkrypt ten byl obecny na
poziomie mRNA w linii komorek raka prostaty [241]. W  komérkach raka prostaty
zidentyfikowano amplifkacje na chromosomie 3q25-27, ktora koreluje z progresja guza [242].
Ciekawe jest to, ze wihasnie w tym miejscu zlokalizowany jest gen dla greliny oraz jej
receptora. Podobna amplifikacja zostala zaobserwowana przez Sugita i wsp. w guzach szyjki
macicy oraz jajnika [243].

Z kolei Zhigang i wsp. wykazali rowniez obecnos¢ receptora GHS-R na powierzchni
komorek raka jelita grubego. W przypadku komoérek nowotworowych poziom jego ekspresji
byt znacznie wyzszy w porownaniu do ekspresji tego receptora na powierzchni prawidtowych

komorek nabtonka jelita grubego. Moze to §wiadczy¢ o mozliwosci bezposredniego wpltywu
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greliny na komoérki nowotworowe. Ponadto, autorzy stwierdzili odwrotnie proporcjonalng
zaleznos$¢ ekspresji receptora GHS-R w stosunku do stopnia zawansowania TNM oraz stopnia
zréznicowania komorek raka jelita grubego [194].

Badania te przemawiaja za mozliwym posrednim i/lub bezpos$rednim udziatem greliny
w procesach karcynogenezy raka jelita grubego. Mimo stale i szybko rosnacej ilosci
publikacji dotyczacych greliny, brak jest obecnie badan szczegdélowo analizujacych
przydatno$¢ oznaczenia stezenia greliny oraz jego zmian w surowicy krwi pacjentow z rakiem
jelita grubego. Dlatego tez wydaje si¢ celowe poglebienie wiedzy na temat roli greliny i jej

mozliwym udziale w patogenezie raka jelita grubego.
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III. ZALOZENIA PRACY; HIPOTEZA BADAWCZA

Przedstawione we wstepie informacje dotyczace wydzielania greliny oraz jej mechanizmow

dziatania pozwolity na sformutowanie ponizszych zalozen pracy oraz hipotezy badawcze;.

Zalozenia pracy:

Otylos¢ oraz dieta bogata w thuszcze s3 udowodnionymi czynnikami ryzyka raka jelita
grubego. Grelina jest jednym z kluczowych hormondéw regulujacych apetyt oraz

metabolizm energetyczny organizmu.

Przedluzony czas pasazu pokarmu przez przewod pokarmowy moze sprzyjac
rozwojowi raka jelita grubego. Grelina w sposob zalezny od dawki wpltywa na
motoryke przewodu pokarmowego przyspieszajac oproznianie zotadka oraz motoryke

samych jelit.

Insulinooporno$¢ jest jednym z udowodnionych czynnikow promujacych rozwoj raka
jelita grubego. Istnieje wiele dowodow przemawiajacych za istnieniem ujemnego

sprzezenia pomiedzy greling a insuling.

Grelina jest najsilniejszym z dotychczas poznanych stymulatoréw hormonu wzrostu.
Udowodniono, ze GH moze przyczynia¢ si¢ w sposob bezposredni lub posredni (przez
IGF-1) do wzrostu nowotworu. Ponadto wykazano, ze u ludzi z wysokim poziomem

hormonu wzrostu rak jelita grubego przebiega w sposob bardziej agresywny.

Grelina pozostaje w antagonistycznym dzialaniu w stosunku do leptyny w r6znych
procesach w organizmie. Podwyzszone stezenie leptyny jest udowodnionym
czynnikiem ryzyka RJG u me¢zczyzn, a jej dziatanie in vitro stymuluje proliferacje

komorek raka jelita grubego.

Grelina zmniejsza ekspresje adiponektyny, ktoéra, jak wykazaly badania, moze w

sposob posredni lub bezposredni uczestniczy¢ w patogenezie raka jelita grubego.

W komorkach raka jelita grubego obserwuje si¢ zwigkszong aktywacje kinazy MAP.
Obecnie udowodniono, ze wilasnie ta droga grelina stymuluje proliferacje komorek

raka prostaty i piersi in vitro.
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e Poziom ekspresji receptora GHS-R na powierzchni komorek raka jelita grubego jest
odwrotnie proporcjonalny w stosunku do stopnia zaawansowania TNM oraz stopnia
zréznicowania komorek raka jelita grubego i jest znacznie wyzszy w poréwnaniu do
ekspresji tego receptora na powierzchni prawidtowych komodrek nabtonka jelita

grubego.

e Istnieja dowody na udziat greliny w karcynogenezie innych nowotwordéw zaleznych

od hormonow tj. rak piersi, endometrium, prostaty, a takze trzustki i przetyku.

Hipoteza badawcza:

Na podstawie przytoczonych powyzej obserwacji i1 wynikéw badan mozna
przypuszczaé, ze grelina moze by¢ pierwotnym lub wtornym czynnikiem ryzyka rozwoju raka
jelita grubego, a jej stezenie i/lub zmiany st¢zenia w surowicy krwi r6znig si¢ pomiedzy grupa

0s0b zdrowych oraz z rakiem jelita grubego.
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IV. CEL PRACY

Celem podjetego badania byta ocena przydatno$ci oznaczenia st¢zenia greliny w

surowicy krwi u chorych z rakiem jelita grubego poprzez:

1.

Porownanie st¢zenia greliny na czczo pacjentéw z rakiem jelita grubego oraz osob
zdrowych, zar6wno w grupie kobiet jak i mezczyzn
Poréwnanie st¢zenia greliny na czczo przed oraz w 7. dobie po zabiegu operacyjnym w
grupie osob z rakiem jelita grubego
Oceng korelacji st¢zenia greliny na czczo z wybranymi parametrami oceniajagcymi stan
odzywienia pacjentow z rakiem jelita grubego:

e wspotczynnikiem masy ciata BMI

o calkowitg liczbg limfocytow

e poziomem bialka i albumin w surowicy krwi oraz

e procentowg zawarto$cig tkanki thuszczowej w organizmie
Ocen¢ wplywu zabiegu operacyjnego na poziom greliny na czczo w 7. dobie po zabiegu
operacyjnym pacjentow z rakiem jelita grubego
Poréwnanie wptywu doustnego podania dlugotancuchowych kwaséw tluszczowych na
stezenie greliny w grupie kobiet i mezczyzn z rakiem jelita grubego oraz oso6b zdrowych
Oceng korelacji st¢zenia greliny z poziomem antygenu karcynoembrionalnego (CEA) oraz
stezeniem leptyny na czczo w surowicy krwi
Poréwnanie stezenia greliny z rézng lokalizacja guzow ustalong na podstawie badan
obrazowych — kolonoskopia i/lub tomogratia komputerowa
Poréwnanie stezenia greliny z wynikami badan histo-patologicznych: stopniem
zaawansowania pTNM, stopniem zaawansowania wg klasyfikacji Astlera-Collera w

modyfikacji Dukes’a oraz stopniem zréznicowania nowotworu.
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V. MATERIAL I METODYKA PRACY

MATERIAL:

Do badan zakwalifikowano 47 chorych z RJG oraz 37 zdrowych os6b stanowigcych
grupe kontrolng. Tabela 4 przedstawia cechy populacyjne, mikroskopowe i1 kliniczne grupy
chorych z rakiem jelita grubego (Grupa 1). Z kolei w tabeli 5 przedstawiono cechy
populacyjne i kliniczne grupy kontrolnej (Grupa 2). W grupie 1, m¢zczyzni stanowili 48,9%,
a kobiety 51,1% przypadkow. Najmtodszy chory liczyt 36 lat, najstarszy 85 lat; §redni wiek
wyniost 68,1 lat. W grupie drugiej mezczyzni stanowili 43,3%, natomiast kobiety 56,7%
przypadkéw. Najmtodsza osoba miata 22 lata, a najstarsza 67 lat; $redni wiek wyniost 40,4
lat. W grupie 47 pacjentow z RJG pelny protokot badania przeprowadzono u 31 chorych (16
mezczyzn oraz 15 kobiet), a u pozostatych 16 pacjentéw (7 mezczyzn i 9 kobiet) z powodoéw
techniczno-metodologicznych wykonano pobranie krwi na czczo przed operacja oraz w 7.
dobie po zabiegu operacyjnym.

We wszystkich przypadkach w pooperacyjnym badaniu histo-patologicznym
potwierdzono utkanie raka gruczotowego z przewaga raka z srednim stopniem zréznicowania
(G2) - 63,8% przypadkoéw. Raki o wysokim stopniu zréznicowania (G1) stanowily 21,3%,
natomiast o niskim stopniu zréznicowania (G3) stanowity 14,9% przypadkéw. Obecno$¢
komorek raka gruczotowego $luzotwoérczego stwierdzono w 40,4% przypadkow.

Dominowala lokalizacja w odbytnicy - 40,4% przypadkow. 23,4% rakow lokalizowato
si¢ w esicy, w katnicy 17%, zstepnicy 10,6%, wstepnicy 8,5% oraz w poprzecznicy 2,1%. U
jednego pacjenta stwierdzono guz synchroniczny zlokalizowany zar6wno w odbytnicy jak 1
katnicy.

W ocenie pooperacyjnej przewazaly przypadki pT4 stanowigce 61,7% materiatu, pT3
stanowily 10,6%, pT2 17,1%, a pT1 10,6%. U 26 pacjentow (55,3%) nie stwierdzono
przerzutow w regionalnych wezlach chtonnych (pNO). U 10 (21,3%) stwierdzono przerzuty w
1-3 weztach chtonnych. Z kolei u 11 oso6b (23,4%) stwierdzono powyzej 3 weziow
zmienionych przerzutowo (Tabela 6).

U 95,7% pacjentow zabieg byt radykalny makroskopowo 1 mikroskopowo. W dwoch
przypadkach (4,3%) RJG byl nieoperacyjny ze wzgledu na zaawansowanie miejscowe. W
obu przypadkach z powodu nacieku na krezke jelita cienkiego wykonano zespolenie

omijajace.



Tabela 4. Cechy populacyjne, mikroskopowe i kliniczne 47chorych z RJG

Cechy populacyjne, mikroskopowe i kliniczne Liczba chorych %
Pte¢:
e Kobiety 24 51,1
e Megzczyzni 23 439
Wiek (lata) = OS 68,1 +12,5
Waga (kg) £ OS 68,7t 12,1
Wzrost (cm) + OS 167,0+7,9
BMI (kg/m?) + OS 24,6 +4,1
Procentowa zawarto$¢ tkanki thuszczowej (%) = OS 27,7+8,6
Catkowita liczba limfocytéw + OS [tys/ul] 1,7+0,7
Lokalizacja guza:
e Katnica 8 17
e Wstepnica 4 8,5
e Poprzecznica 1 2,1
e Zstepnica S 10,6
e Esica 11 23,4
e Odbytnica 19 404
Stopien zréznicowania raka:
e GI 10 21,3
e (2 30 63,8
e G3 7 14,9
Zaawansowanie miejscowe (pT):
e pTl 5 10,6
° pTZ 8 17,1
e pT3 5 10,6
e pT4 29 61,7
Stan mikroskopowy regionalnych weztéw chionnych
(pN):
e NO 26 55,3
e NI 10 21,3
e N2 11 234
Zaawansowanie wg pTNM:
o I° 12 25,5
o II° 16 34,1
o III° 19 40,4
Stopniem zaawansowania RJG wg klasyfikacji Dukesa
w modyfikacji Astlera 1 Collera:
o Al 3 6,4
e Bl 12 25,5
e B2 10 21,3
e Cl 0 0
o (2 20 42,6
e DI 2 4,2
Rak $luzowotworczy:
e  Obecne komorki raka §luzotworczego 19 40,4
e Brak komoérek raka $luzowotworczego 28 59,6
Razem 47 100,0

OS - odchylenie standardowe



Tabela 5. Cechy populacyjne oraz kliniczne 31 os6b grupy kontrolne;.

Cechy populacyjne i kliniczne Liczba chorych
Ple¢

o Kobiety 21

e Mezczyzni 16
Wiek (lata) = OS 40,4 £ 13,35
Waga (kg) £ OS 66,7 £ 12,5
Wzrost (m) £ OS 1,72+ 0,1
BMI (kg/m?) + OS 223426
% zawarto$¢ tkanki thuszczowej £ OS 15,9 +5.8

OS — odchylenie standardowe
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%

56,7
43,3

Tabela 6. Zaawansowanie guza (pT) oraz stan mikroskopowy regionalnych weziow

chtonnych (pN) w grupie 47 chorych na RJG.

pT/pN pNO Razem
pT1 5 5
pT2 8 8
pT3 3 5
pT4 10 29

Razem 26 47

I stopien II stopien
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METODYKA PRACY:

Badanie byto przeprowadzone za zgoda Komisji Bioetyczne;j
Uniwersytetu  Jagiellonskiego, zgodnie 2z wytycznymi Deklaracji Helsinskiej z
uwzglednieniem poprawek i uzupelien z roku 2000. Do badania zostali zakwalifikowani
pacjenci z potwierdzonym w przedoperacyjnym badaniu histopatologicznym rakiem jelita

grubego, spetniajacy ponizsze kryteria wlgczenia oraz wytgczenia.

Kryteria wlaczenia:
e Wiek>18
e Rozpoznany w przedoperacyjnym badaniu histopatologicznym rak jelita grubego
Kryteria wykluczenia:

o Wiek <18r.z.

e Odlegte przerzuty

e Obecnos¢ drugiego nowotworu o innej budowie histologiczne;j

e Przypadki raka jelita grubego operowane w trybie doraznym

e Weczesniejsze operacje przewodu pokarmowego za wyjatkiem usuni¢cia wyrostka
robaczkowego oraz pecherzyka zoélciowego

e Cukrzyca niezaleznie od typu

e Choroby uktadowe

e Nadczynnos$¢/niedoczynnos$¢ tarczycy okreslana jako stgzenie TSH poza granicami
normy

e Schorzenia watroby definiowane jako wzrost enzymow watrobowych dwukrotnie
powyzej normy

e Niewydolno$¢ nerek okreslana jako poziom mocznika i kreatyniny poza granicami
normy

e Niewydolno$¢ serca definiowana jako frakcja wyrzutowa <35% w badaniu
echokardiograficznym.

e Terapia eradykacyjna Helicobacter pylori w czasie ostatnich 3 miesigcy

e Uzaleznienie od alkoholu / lekow

e Schorzenia psychiatryczne

e Choroby hematologiczne

e Aktywna infekcja (objawy infekcji i/lub goraczka >38,3°C)

e Stosowanie sterydow, lekow hormonalnych, substancji pobudzajacych apetyt
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Zakwalifikowani do badan pacjenci byli proszeni o spozycie normalnej kolacji w przeddzien
przyjecia do szpitala, nie spozywanie zadnych napojow alkoholowych i nie wykonywanie
zadnego nadmiernego wysitku oraz aby w dniu przyjecia pozosta¢ na czczo. Badanie
rozpoczynalo si¢ pomiedzy godzing 7.00 a 8.00. Krew pobierana byla z zaktadanego
rutynowo w trakcie przyjecia do szpitala wklucia dozylnego, zgodnie z wszystkimi
standardami 1 normami bezpieczenstwa stosowanymi w III Klinice Chirurgii Ogélnej UJ CM.
Pierwsza probka pobierana byla na czczo (12h bez pokarmu). Material do badan byt
czg$ciowo uzyskany z resztek krwi pobieranej do rutynowych badan diagnostycznych w
trakcie przyjecia do szpitala oraz w trakcie pobytu pacjenta w oddziale. W sumie w pierwszej
fazie badania gromadzono 4 probki od kazdego pacjenta: przed podaniem mieszaniny
dlugotancuchowych kwasow thuszczowych (t=-60min),  godzine po6zniej (t=0) oraz
dwukrotnie w odstgpach jednogodzinnych (t=+60, +120min). W drugiej fazie badania
Zrezygnowano z pierwszego oznaczenia poziomu greliny z powodu braku réznic w wynikach
grupy pilotazowej w czasie t=-60 oraz t=0. Po pobraniu drugiej probki (t=0) proszono
pacjentow o wypicie 100ml gotowe] mieszaniny dtugotancuchowych kwaséw ttuszczowych
(Calogen, SHS International Ltd, Liverpool, UK) — rysunek 16. Sklad emulsji oraz profil
dhugotancuchowych kwasow tluszczowych przedstawia tabela 7. Napdj musial by¢ wypity w
ciggu 5 min. Dodatkowo pobierano na czczo jedng probke krwi w siddmej dobie po zabiegu

operacyjnym.

H

7d poOP
iii

Rysunek 15. Graficzna prezentacja czasu pobrania krwi oraz podania mieszaniny dlugotancuchowych
kwaséw thuszezowych (szczegotowy opis w tekscie).
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Krew do oznaczenia poziomu greliny i leptyny byla pobierana do probowek
zawierajacych Na,EDTA (1mg/ml) oraz aprotynine (500U/ml), a nastgpnie wirowana przez

15min (1600g). Otrzymane osocze przechowywano do czasu analizy w temperaturze —60°C.

Tabela 7. Sktad emulsji Colagen oraz profil dtugotancuchowych kwasoéw tluszczowych.

Sklad emulsji Colagen w 100 ml Profil kwasow tluszczowych g/ 100g
Energia [kJ] 1850 C12:0 <1
[kcal] 450 C14:0 <1
Biatka [g] - C16:0 10
Weglowodany [g] - C18:0 3
Thuszcze [g] 50 C18:1 58
Nasycone [g] 9,6 C18:2 20
Jednonienasycone [g] 28,2 C18:3 <1
Wielonienasycone [g] 10 C20:0 1
Btonnik [g] - C20:1 1
C22:0 3
C24:0 1

Do pomiaru st¢zenia greliny w surowicy krwi byt wykorzystany dostepny komercyjnie
zestaw RIA firmy Phoenix Pharmaceuticals (Belmont, California, USA). Przeciwciala
skierowane byly przeciw C-koncowemu fragmentu peptydu, co umozliwia oznaczenie
catkowitej greliny (acylowanej oraz desacylowanej formy). Do pomiaru poziomu leptyny

wykorzystywano dostgpny komercyjnie zestaw ELSIA firmy Biosource Europe S.A. (Belgia).

Wszyscy uczestnicy w dniu badania byli wazeni oraz mierzeni. Oceniano roéwniez stan
odzywienia wykorzystujac wskaznik BMI, poziom biatka, albumin i1 calkowitg liczbg
limfocytow we krwi oraz pomiar zawartosci procentowej tkanki thuszczowej. Do pomiaru
procentowej zawartosci tkanki thuszczowej wykorzystywano metode¢ analizy bioelektrycznej
opornosci (impedancji) za pomocg urzadzenia Omron BF302 (Omron Healthcare Europe).
Wykonywano 3 kolejne pomiary, z ktorych wyciggano $rednig arytmetyczng. Pozostate
badania (st¢zenia biatka, albumin, catkowita liczbe limfocytow, przedoperacyjny poziom
antygenu karcynoembrionalnego) byly wykonywane w ramach standardowego protokotu
przygotowania pacjentow do zabiegu chirurgicznego w Laboratorium Diagnostycznym
Szpitala Miejskiego Specjalistycznego im. G. Narutowicza w Krakowie.

Po zakwalifikowaniu wszyscy chorzy badanej grupy byli operowani. U 3 pacjentéw
(6,4%) wykonano wyciecie miejscowe w technice TEM (Transanal Endoscopic
Microsurgery), u 12 pacjentow (25,5%) hemikolektomi¢ prawostronng, u 6 pacjentéw

(12,8%) hemikolektomi¢ lewostronng, u 8 pacjentow (17,0%) sigmoidektomi¢, u 12
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pacjentdw (25,5%) niska przednig resekcj¢ odbytnicy, kolektomi¢ u 3 pacjentow (6,4%), z
kolei u jednego pacjenta wykonano migdzyzwieraczowa resekcje odbytnicy. U wszystkich
ww. pacjentoOw zabieg byt radykalny makroskopowo i mikroskopowo. W dwodch przypadkach
(4,3%) rak byl nieoperacyjny ze wzgledu na zaawansowanie miejscowe. W obu przypadkach

z powodu nacieku na krezke jelita cienkiego wykonano zespolenie omijajace (Tabela 8).

Tabela 8. Typ wykonanej operacji w grupie 47 chorych na RJG.

Typ wykonanej operacji Liczba chorych %
- Wycigcie miejscowe w technice TEM 3 6,4
- Hemikolektomia prawostronna 12 25,5
- Hemikolektomia lewostronna 6 12,8
- Sigmoidektomia 8 17,0
- Przednia niska resekcja odbytnicy 12 25,5
- Kolektomia 3 6,4
- Zespolenie omijajace 2 4,3
- Migdzyzwieraczowa resekcja odbytnicy 1 2,1

Ostateczne rozpoznanie, stopien zaawansowania (pTNM), stopien zaawansowania wg
klasyfikacji Dukesa w modyfikacji Astlera-Collera oraz stopien zrdéznicowania nowotworu
byl ustalany na podstawie wyniku pooperacyjnego badania histopatologicznego
przeprowadzonego w Zaktadzie Histopatologii Szpitala Miejskiego Specjalistycznego im.
G. Narutowicza w Krakowie.

Wyniki badan byly zapisywane w specjalnie do tego celu stworzonej bazie danych

zgodnie ze wszystkimi regutami bezpieczenstwa przechowywania poufnych danych.
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VI. ANALIZA STATYSTYCZNA

W opisie wynikow badania wykorzystano jednostki numeryczne (wiek, waga, stezenie
greliny, leptyny, calkowita liczba limfocytow, stezenie biatka, albumin, CEA w surowicy
krwi, catkowita zawarto$¢ tkanki thuszczowej wyrazona w procentach). Parametry ilosciowe
zostaly wyrazone jako warto$¢ S$rednia = odchylenie standardowe. Pozostate przypadki
zostaly zakodowane wykorzystujac liczby arabskie.

Dane byt analizowane za pomocg pakietu Statistica 6.0 (StatSoft). Test W Shapiro-
Wilka oraz test Kolmogorova-Smirnowa z poprawka Lilliefors’a wykorzystywano do
weryfikacji normalno$ci rozktadu otrzymanych wynikow. Zmiany stezenia greliny przed i po
podaniu mieszaniny dtugotancuchowych kwaséw tluszczowych oraz w 7. dobie po zabiegu
operacyjnym byly analizowane za pomoca testu ANOVA z powtarzanymi pomiarami.
Pozostate wyniki w zaleznos$ci od wyniku rozktadu normalnos$ci byty analizowane za pomoca
innych testow parametrycznych oraz nieparametrycznych.

Hipotezg zerowa (Hp) odrzucano na ustalonym poziomie alfa=0,05.
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VII. WYNIKI

GRUPA KONTROLNA

Wykorzystujac test ANOVA z powtarzanymi pomiarami stwierdzono zaro6wno w
grupie kontrolnej kobiet jak i megzczyzn statystycznie istotny spadek $redniego stezenia
greliny zarowno 60 min oraz 120 min po doustnym podaniu 100 ml mieszaniny
dhlugotancuchowych kwaséw thuszczowych (odpowiednio p=0,001 i p=0,01 oraz p<0,001 i
p<0,001).

Wykorzystujac test t-studenta dla prob niezaleznych (zmienne miaty rozktad
normalny) nie zaobserwowano statystycznie istotnych réznic w stezeniu greliny pomiedzy
grupa kontrolng kobiet oraz mezczyzn zar6wno na czczo (28,7 vs 26,2 pg/ml; p=0,3) oraz 60
min (25,6 vs 24,0 pg/ml; p=0,5) 1 120 min (23,8 vs 23,5 pg/ml; p=0,9) po doustnym podaniu

100 ml mieszaniny dtugotancuchowych kwasow ttuszczowych — tabela 9 1 rysunek 16.

Tabela 9. Srednie stezenie greliny na czczo oraz po doustnym podaniu mieszaniny dtugotancuchowych kwasow
thuszczowych + odchylenie standardowe [pg/ml] w grupie zdrowych kobiet i mezczyzn.

0 min 60 min 120 min P value
Wszyscy 27,7+7,7 249 +7.5 23,7+73 <0,001*
Kobiety 28,7+ 7.1 25,6+ 7,1 23.8+6,0 <0,001*
Mezczyzni 26,2+ 8.5 24,0 +8.2 23,5+8.9 <0,001*
*Kolorem czerwonym wyr6zniono wyniki istotne statystycznie.
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Rysunek 16. Wykres przedstawiajacy $rednie stezenie greliny (oraz 95% przedziat ufnosci) na czczo oraz 60 i
120 min po doustnym podaniu 100 ml mieszaniny dlugotancuchowych kwasow tluszczowych w grupie
zdrowych mezczyzn i kobiet.
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Ponizej przedstawiono wykres radarowy przedstawiajacy zmiany stezenia greliny
poszczegoOlnych oséb grupy kontrolnej na czczo (warstwa niebieska) oraz po 60 min (warstwa
czerwona) 1 120 min (warstwa zielona) od podania 100 ml mieszaniny dtugotancuchowych
kwasow tluszczowych w grupie zdrowych mezczyzn i kobiet. Wykres ten bardzo dobrze
odzwierciedla st¢zenie greliny poszczegdlnych oséb w grupie kobiet i mezczyzn, ktore
zmniejsza si¢ (warstwa zielona, obrazujgca stezenie greliny po 120 min od podania
mieszaniny kwaséw tluszczowych, w wiekszosci przypadkéw ,nie przykrywa” warstwy

niebieskiej, obrazujacej stezenie greliny na czczo) — rysunek 17.

Kobiety Mezczyzni
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Rysunek 17. Wykres radarowy przedstawiajacy zmiany stezenia greliny na czczo (warstwa niebieska) oraz 60
(warstwa czerwona) i 120 min (warstwa zielona) po doustnym podaniu 100 ml mieszaniny dlugotancuchowych
kwasow ttuszczowych poszczegdlnych osob w grupie kontrolnej mezczyzn i kobiet.

Z kolei tabela 10 przedstawia procentowy udzial podgrup sktadajacych si¢ z oséb u
ktorych stezenie greliny wzrosto, spadto lub nie zmienito si¢ po 60 1 120 min po doustnym
przyjeciu mieszaniny kwasow thuszczowych w stosunku do st¢zenia wyjsciowego (na czczo)
zardwno w grupie zdrowych kobiet i m¢zczyzn.

Tabela 10. Procentowy udziat podgrup sktadajacych si¢ z 0sdb u ktdrych stezenie greliny wzrosto, spadto Iub

nie zmienito si¢ po 60 i 120 min po doustnym przyjeciu mieszaniny kwasoéw tluszczowych w stosunku do
stezenia wyjsciowego (na czczo) zarowno w grupie zdrowych kobiet i mezczyzn.

Po 60 min Po 120 min
19,5% T0%
Kobiety 4.8 % 0%
4 85,7 % 4 100%
118,75 % T12,5%
Mgiczyzni 0% 0%
481,25 % 4 87,5 %

T - wzrost stezenia greliny; | - spadek stezenia greliny; <> - brak zmian stezenia greliny
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Przeprowadzono réwniez analize korelacji stezenia greliny na czczo z masg ciala,
wzrostem oraz procentowg zawarto$cig tkanki thuszczowej. Wykazata ona statystycznie
istotng ujemna korelacje stezenia greliny na czczo z masg ciata wyrazong w kilogramach. Nie
zaobserwowano istotnej statystycznie korelacji st¢zenia greliny z wiekiem oraz procentowg

zawartoscig tkanki thuszczowej (Tabela 11).

Tabela 11. Analiza korelacji stezenia greliny na czczo z wybranymi parametrami stanu odzywienia.

Parametry R R’ P
Wiek 0,15 0,023 0,36
Waga -0,43 0,18 0,009*
Wzrost -0,17 0,03 0,3
% zawartos¢ tkanki thuszczowej -0,16 0,03 0,35

R — wspolczynnik korelacji, R* — wspotczynnik determinacji.
*Kolorem czerwonym wyr6zniono wyniki istotne statystycznie.

Rysunek 18-21 przedstawiaja graficzng form¢ ww. wynikow
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Rysunek 18. Korelacja st¢zenia greliny na czczo z wiekiem wyrazonym w latach.
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Rysunek 19. Korelacja st¢zenia greliny na czczo z waga wyrazong w kilogramach.
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Rysunek 20. Korelacja stezenia greliny na czczo z wzrostem wyrazonym w metrach
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Rysunek 21. Korelacja st¢zenia greliny na czczo z % zawartoscia tkanki tluszczowej w organizmie

GRUPA PACJENTOW Z RJG

Wykorzystujac test ANOVA z powtarzanymi pomiarami w grupie mezczyzn z RIG

obserwowano statystycznie istotny spadek $redniego stezenia greliny zaréwno po 60 min

(p=0,03) jak i 120 min po doustnym podaniu 100ml mieszaniny dlugotancuchowych kwasow

tluszczowych (p=0,009). W grupie kobiet z rakiem jelita grubego takiego spadku nie

obserwowano (p=0,08) — tabela 12 oraz rysunek 22.

Nie zaobserwowano statystycznie istotnych réznic w stezeniu greliny pomiedzy grupa

kobiet i mg¢zczyzn z rakiem jelita grubego zaréwno na czczo (24,5 vs 29,1 pg/ml; p=0,3) oraz

60 min (25,3 vs 27,0 pg/ml; p=0,6) i 120 min (24,4 vs 25,5 pg/ml; p=0,7) po doustnym

podaniu 100 ml mieszaniny dtugotancuchowych kwasow ttuszczowych.

Tabela 12. Srednie stezenie greliny na czczo oraz po doustnym podaniu mieszaniny dtugotancuchowych

kwasow tluszczowych + odchylenie standardowe [pg/ml] w grupie kobiet i me¢zczyzn z RIG

0 min 60 min 120 min P value
Wszyscy 26,85+ 11,4 26,21+9,5 249+ 9,8 0,01
Kobiety 245+ 64 253462 244463 0,08
Mezczyzni 29,1+ 14,5 27,0+ 12,0 25,5+ 12,5 0,009

*Kolorem czerwonym wyr6zniono wyniki istotne statystycznie.
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Rysunek 22. Wykres przedstawiajacy $rednie stgzenie greliny (oraz 95% przedziat ufno$ci) na czczo oraz 60 i
120 min po doustnym podaniu 100 ml mieszaniny dtugotancuchowych kwasoéw ttuszczowych w grupie
mezczyzn i kobiet z RJG.

Ponizej przedstawiono wykres radarowy przedstawiajacy zmiany st¢zenia greliny w
surowicy krwi poszczegolnych pacjentdw na czczo (warstwa niebieska) oraz 60 min (warstwa
czerwona) 1 120 min (warstwa zielona) po podaniu 100 ml mieszaniny dlugotancuchowych
kwasow tluszczowych w grupie mezczyzn 1 kobiet z RIG. Wykres ten bardzo dobrze
odzwierciedla st¢zenie greliny, ktdére w grupie m¢zczyzn zmniejsza si¢ (warstwa zielona,
obrazujaca stezenie greliny po 120 min od podania mieszaniny kwasow tluszczowych, w
wiekszosci przypadkow ,,nie przykrywa” warstwy niebieskiej, obrazujacej stezenie greliny na
czczo). Z kolei w grupie kobiet z RJG warstwa zielona, obrazujaca stezenie greliny na czczo,
jest praktycznie calkowicie przestonigta przez pozostate warstwy, obrazujace st¢zenie greliny
po 60 i 120 min od podania mieszaniny kwaséw thuszczowych — rysunek 23.

Z kolei tabela 13 obrazuje procentowy udziat podgrup sktadajacych si¢ z oséb u
ktorych stezenie greliny wzrosto, spadio lub nie zmienito si¢ po 60 i 120 min po doustnym
przyjeciu mieszaniny kwasoéw ttuszczowych w stosunku do stezenia wyjsciowego (na czczo)

zarowno w grupie kobiet i m¢zczyzn z RJG.
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Rysunek 23. Wykres radarowy przedstawiajacy zmiany stezenia greliny na czczo (warstwa niebieska) oraz 60
(warstwa czerwona) i 120 min (warstwa zielona) po podaniu 100 ml mieszaniny dlugotancuchowych kwaséw
thuszczowych w grupie mezczyzn i kobiet z RJG.

Tabela 13. Procentowy udziat podgrup sktadajacych si¢ z 0séb u ktoérych stezenie greliny wzrosto, spadto lub
nie zmienito si¢ po 60 i 120 min po doustnym przyjeciu mieszaniny kwasow tluszczowych w stosunku do
stezenia wyjsciowego (na czczo) zarowno w grupie kobiet i mg¢zczyzn z RJG.

Po 60 min Po 120 min
1 86,7 % 153,3%
Kobiety 0% 6,7 %
$13,3% 4 40%
118,75 % 1 25%
Mezczyzni 18,75 % > 12,5%
d62,5% 456,25 %

1 - wzrost stezenia greliny; { - spadek stezenia greliny; <> - brak zmian stezenia greliny

Z kolei poréwnujac stezenie greliny na czczo przed oraz 7 dni po zabiegu
operacyjnym stwierdzono brak statystycznie istotnej réznicy w stezeniu greliny w grupie

mezezyzn (p=0,2). Z kolei w grupie kobiet nastgpit statystycznie istotny wzrost st¢zenia

greliny na czczo po zabiegu operacyjnym (p=0,01) - tabela 14 oraz rysunek 24 i 25.

Tabela 14. Srednie stezenie greliny na czczo + OS [pg/ml] przed oraz 7 dni po zabiegu operacyjnym.

Grelina przed Grelna po P value
operacja Operacji
Kobiety + OS 24,5 +£ 6,4 29,2 + 8,3 0,01*
Mezczyzni £ OS 29,1 £ 14,5 27,5+10,9 0,2
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Rysunek 24. Wykres przedstawiajacy srednie st¢zenie greliny + OS na czczo przed oraz 7 dni po zabiegu

operacyjnym w grupie me¢zczyzn z RJG.
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Rysunek 25. Wykres przedstawiajacy srednie stgzenie greliny na czczo przed oraz 7 dni po zabiegu
operacyjnym w grupie kobiet z RJG.
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POROWNANIE GRUPY KONTROLNEJ oraz GRUPY Z RJG:

Tabela 15 oraz rysunek 26 przedstawiaja porownanie $redniego stezenia greliny na
czczo oraz 60 1 120 min po doustnym podaniu 100ml mieszaniny diugotancuchowych
kwasow thuszczowych w grupie zdrowych mezczyzn oraz z rakiem jelita grubego. Srednie
stezenie greliny w grupie zdrowych mgzczyzn byto nizsze w pordwnaniu do grupy pacjentow
z RJG. Roéznice w stezeniu greliny pomiedzy tymi grupami w danym punkcie czasu sg jednak

statystycznie nieistotne.

Tabela 15. Srednie stezenie greliny na czczo oraz po doustnym podaniu mieszaniny dtugotancuchowych
kwasow tluszczowych =+ odchylenie standardowe [pg/ml] w grupie zdrowych mezczyzn oraz z RJG.

0 min 60 min 120 min P value
Mezczyzniz RIG | 291+ 145 27,0+12,0 25,5+12,5 0,009
Zdrowi mezczyzni | 26,2 + 8,5 24,0+ 8,2 23,5+89 0,0005
P value 0,5 0,4 0,6
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Rysunek 26. Wykres przedstawiajacy zmiany Sredniego st¢zenia greliny (oraz 95% przedziat ufnosci) na czczo
oraz 60 i 120 min po doustnym podaniu 100 ml mieszaniny dlugotancuchowych kwaséw ttuszczowych w grupie
zdrowych mezczyzn oraz z rakiem jelita grubego.

Z kolei tabela 16 oraz rysunek 27 przedstawiaja porOwnanie zmian $redniego stezenia
greliny na czczo oraz 60 1 120 min po doustnym podaniu 100ml mieszaniny
dhlugotancuchowych kwasow tluszczowych w grupie zdrowych kobiet oraz z rakiem jelita

grubego. Stezenie greliny na czczo w grupie zdrowych kobiet jest statystycznie istotnie
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wyzsze w poréwnaniu do grupy pacjentek z RIG (p=0,048) oraz w grupie pacjentek z RJG
nie wykazano spadku $redniego stezenia greliny po positku w poréwnaniu do grupy zdrowych

kobiet.

Tabela 16. Srednie stezenie greliny na czczo oraz po doustnym podaniu mieszaniny dtugotancuchowych
kwasow tluszczowych =+ odchylenie standardowe [pg/ml] w grupie zdrowych kobiet oraz z RJG.

0 min 60 min 120 min P value
Kobiety z RJG 245+ 6,4 253462 244463 0,8
Zdrowe kobiety 28,7+ 7,1 25,6+ 7,1 23.8+6,0 < 0,001
P value 0,048 0,92 0,78
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Rysunek 27. Wykres zmian $redniego st¢zenia greliny (oraz 95% przedziat ufnosci) na czczo oraz 60 i 120 min
po doustnym podaniu 100 ml mieszaniny dlugotancuchowych kwasoéw tluszczowych w grupie zdrowych kobiet
oraz z rakiem jelita grubego.

ZMIANY SREDNIEGO STEZENIA GRELINY U CHORYRCH Z RAKIEM JELITA
GRUBEGO W ZALEZNOSCI OD BMI

Tabela 17 oraz rysunek 28 przedstawiaja pordwnanie stezenia greliny na czczo oraz 60
i 120 min po doustnym podaniu 100ml mieszaniny dlugotancuchowych kwasow
thuszczowych w grupie pacjentow z rakiem jelita grubego podzielonych ze wzgledu na
warto$¢ wskaznika masy ciala. Zgodnie z wytycznymi WHO pacjenci, ktorych wskaznik

masy ciala miescit sic pomiedzy 18,5-24,9 kg/m? byli kwalifikowani do grupy pacjentéw z
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prawidtowa masa ciala. Z kolei osoby, ktérych wskaznik masy ciala wynidst >25 kg/m? byli
kwalifikowani do grupy pacjentéw z nadwaga/otytoscia.

Srednie stezenie greliny zaréwno na czczo jak i po 60 i 120 min od podania
mieszaniny dlugotancuchowych kwaséw tluszczowych jest nizsze w grupie pacjentow z
nadwagg/otytoscia w poréwnaniu do grupy pacjentéw z prawidlowa masa ciata. Roznice w
stezeniu greliny pomiedzy tymi grupami w danym punkcie czasu byly jednak statystycznie

nieistotne.

Tabela 17. Srednie stezenie greliny na czczo oraz 60 i 120 min po doustnym podaniu 100 ml mieszaniny
dtugotancuchowych kwaséw tluszczowych + odchylenie standardowe [pg/ml] w grupie pacjentow z prawidtowa
masg ciala (BMI 18,5-24,9 kg/m®) oraz w grupie z nadwaga/otyloécig (BMI >25 kg/m?).

0 min 60 min 120 min P value
Prawidlowa masa ciala 27,6 £ 13,5 26,6 £ 11,3 25,6 £11,9 0,058
Nadwaga/Otylo§¢ 25,6 +7.47 25,5+5,9 239+54 0,2
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Rysunek 28. Wykres zmian $redniego stezenia greliny (oraz 95% przedziat ufno$ci) na czczo oraz 60 i 120 min
po doustnym podaniu 100 ml dlugotancuchowych kwaséw tluszczowych w grupie pacjentow prawidlowa masa
ciata (BMI 18,5-24,9 kg/m®) oraz w grupie z nadwaga/otytoscig (BMI >25 kg/m”).

Z kolei tabela 18 oraz rysunek 29 przedstawiaja pordwnanie st¢zenia greliny na czczo
oraz 60 1 120 min po spozyciu mieszaniny dtugotancuchowych kwaséw tluszczowych w
grupie pacjentow z rakiem jelita grubego podzielonych ze wzgledu na warto$¢ wskaznika
masy ciata oraz pte¢. Wykorzystujac test ANOVA z powtarzanymi pomiarami oraz testy post

hoc w grupie mezczyzn z RJG o prawidtowej masie ciata obserwowano statystycznie istotny
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spadek poziomu greliny po 120 min po doustnym podaniu 100ml mieszaniny
dhugotancuchowych kwasow thuszczowych (p=0,04). Z kolei w grupie mezczyzn z
nadwagg/otytoscia nie obserwuje si¢ statystycznie istotnego spadku po tym czasie (p=0,27).
Brak osiagnigcia statystycznie istotnego spadku byt jednak spowodowany matg ilo$cig osob w
tej grupie (4 osoby).

W grupie kobiet z rakiem jelita grubego z prawidlowa masg ciala nie obserwowano
statystycznie istotnego spadku stezenia greliny w surowicy po 60 i 120 min po doustnym
podaniu 100ml mieszaniny dtugotancuchowych kwasow tluszczowych (p=0,85). Z kolei w
grupie kobiet z nadwaga/otyloscia nie obserwowano po 60 min statystycznie istotnej zmiany
(nastgpowal $redni wzrost stezenia greliny w surowicy). Natomiast obserwowano
statystycznie istotny spadek stezenia greliny w surowicy po 120 min w stosunku do poziomu
po 60 min po doustnym podaniu 100ml mieszaniny dlugotancuchowych kwaséw

thuszczowych (p=0,02).

Tabela 18. Srednie stezenie greliny na czczo oraz 60 i 120 min po doustnym podaniu 100 ml mieszaniny
dlugotancuchowych kwaséow thuszczowych £ odchylenie standardowe [pg/ml] w grupie pacjentéw z
prawidlowa masa ciata (BMI 18,5-24,9 kg/m?) oraz w grupie z nadwaga/otyloscia (BMI >25 kg/m®).

0 min 60 min 120 min P value
Prawidlowa masa ciala
e Kobiety 248 +£7,6 25,1 £6,7 24,7 £ 6,8 0,85
e Mezczyzni 292+ 16 27,5+ 13,5 26,2+ 144 0,04
Nadwaga/Otylos¢
e Kobiety 24,1 £5,7 25,5+ 6,1 21,1 £6,3 0,02
e Mezczyzni 28,6 10,5 25,5+6,5 23,4 +3,6 0,27

*Kolorem czerwonym zaznaczono statystycznie istotne wyniki
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Rysunek 29. Wykres zmian $redniego stezenia greliny (oraz 95% przedziat ufno$ci) na czczo oraz 60 i 120 min
po podaniu 100 ml mieszaniny dlugotancuchowych kwasow thuszczowych w grupie kobiet i me¢zczyzn z RIG z
prawidlowa masa ciata (BMI 18,5-24,9 kg/m?) oraz w grupie z nadwaga/otyloscia (BMI >25 kg/m?).

POZIOM GRELINY W ZALEZNOSCI OD LOKALIZACJI GUZA

Kazdego pacjenta kwalifikowano do jednej z trzech grup w zaleznosci od lokalizacji
guza — guz zlokalizowany po stronie prawej, po stronie lewej oraz w odbytnicy. Nie
zaobserwowano statystycznie istotnych réznic w stezeniu greliny w zalezno$ci od lokalizacji
guza (p=0,5). Tabela 19 oraz rysunek 30 przedstawiaja $rednie st¢zenie greliny = odchylenie

standardowe u pacjentow z guzem w danej lokalizacji.

Tabela 19. Srednie stezenie greliny na czczo + odchylenie standardowe u pacjentéw z guzem w danej
lokalizacji.

Liczba pacjentow Grelina (pg/ml) = OS
Wszyscy 47 26,85+ 11,4
Prawa strona 12 26,5+69
Lewa strona 16 27,4 £15,3
Odbytnica 19 258+74

OS — odchylenie standardowe
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Rysunek 30. Srednie stezenie greliny na czczo + odchylenie standardowe u pacjentéw z guzem w danej
lokalizacji.

Nie zaobserwowano rowniez istotnej statystycznie réznicy w stezeniu greliny na czczo
wyodrebniajac jedynie 2 grupy zwigzane z lokalizacja guza: lokalizacja w okre¢znicy lub

odbytnicy (p=0,68) — rysunek 31.
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Rysunek 31. Srednie stezenie greliny + odchylenie standardowe u pacjentéw z guzem w danej lokalizacji.
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Tabela 20 oraz rysunek 32 przedstawiajg réznice w $rednim stezeniu greliny w grupie
kobiet 1 m¢zczyzn w zaleznosci od lokalizacji guza. Wykazano statystycznie znamienne
mniejsze stezenie greliny w grupie kobiet w stosunku do mezczyzn z rakiem jelita grubego
zlokalizowanym w okreznicy. Z kolei me¢zczyzni z RJG zlokalizowanym w odbytnicy maja
nizsze stezenie greliny w stosunku do grupy kobiet. Roznica ta jest jednak statystycznie

nieistotna (p=0,48).

Tabela 20. Srednie stezenie greliny + odchylenie standardowe poréwnujacy grupe kobiet i mezczyzn z RIG z
dang lokalizacja guza.

Prawa Lewa Odbytnica
okreznica okreznica
Mezczyzni 31,0+5,5 332+17,7 23,9490
Kobiety 22,0+52 19.8 +7.1 272+6,0
P value 0,036 0,01 0,48
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Rysunek 32. Wykres sredniego stgzenia greliny (oraz 95% przedzial ufnosci) pordwnujacy grupg kobiet i
mezczyzn z RIG z dang lokalizacja guza.

POZIOM GRELINY W ZALEZNOSCI OD ZAAWANSOWANIA MIEJSCOWEGO (pT):

W zaleznos$ci od stopnia zaawansowania kliniczno-patomorfologicznego pT guza,

ustalonego na podstawie pooperacyjnego badania histopatologicznego, pacjenta

kwalifikowano do jednej z czterech grup: pTl1, pT2, pT3, pT4. Nie zaobserwowano
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statystycznie istotnych réznic w stezeniu greliny w zaleznos$ci od stopnia zaawansowania pT

(p=0,53). Tabela 21 oraz rysunck 33 przedstawiaja $rednie stgzenie greliny na czczo =+

odchylenie standardowe u pacjentow z danym stopniem zaawansowania kliniczno-

patomorfologicznego pT.

Tabela 21. Srednie stezenie greliny + odchylenie standardowe u pacjentéw z danym stopniem zaawansowania

kliniczno-patomorfologicznego pT.

Liczba pacjentow Grelina (pg/ml) + OS
Wszyscy 47 26,85+ 11,4
pTl 5 28,2+ 8,1
pT2 8 22,5+ 8.0
pT3 5 242+ 6,3
pT4 29 27,7119
OS — odchylenie standardowe
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Rysunek 33. Srednie stezenie greliny + odchylenie standardowe u pacjentdw z danym stopniem zaawansowania

kliniczno-patomorfologicznego pT.

Tabela 22 oraz rysunek 34 przedstawiaja roznice w stezeniu greliny w grupie kobiet i

mezczyzn w zaleznos$ci od stopnia zaawansowania kliniczno-patomorfologicznego pT. Nie

zaobserwowano statystycznie istotnych réznic w stezeniach greliny w zalezno$ci od

glebokosci nacieku w grupie kobiet i m¢zczyzn z RJG.
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Tabela 22. Srednie stezenie greliny + odchylenie standardowe pord kobiet i mezczyzn z RIG z danym stopniem
zaawansowania kliniczno-patomorfologicznego (pT).

pT1 pT2 pT3 pT4
Mezczyzni 32,4+ 10,6 21,9+9.43 27,6 30,5+ 13,9
Kobiety 25,3 £6,6 22,9 £8,3 23,3+6,9 23,8 +6,9
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Rysunek 34. Wykres przedstawiajacy $rednie stgzenie greliny oraz 95% przedziat ufnosci poréwnujacy grupe
kobiet i mezczyzn z RJG z danym stopniem zaawansowania kliniczno-patomorfologicznego (pT).

POZIOM _GRELINY W _ZALEZNOSCI _OD__STOPNIA ZAJECIA WEZELOW
CHLONNYCH (pN):

W zalezno$ci od stopnia zaawansowania kliniczno-patomorfologicznego (pN) pacjenta
wlaczano do jednej z trzech grup — brak przerzutéw raka w regionalnych weztach chlonnych
(pNO), zajecie 1-3 weztow chionnych (pN1) oraz zajecie wigcej niz trzech weztow chtonnych
(pN2). Nie zaobserwowano statystycznie istotnych réznic w stezeniu greliny w zaleznosci od
stopnia zajecia weztow chionnych (p=0,95). Tabela 23 oraz rysunek 35 przedstawiaja $rednie
stezenie greliny na czczo + odchylenie standardowe u pacjentéw z danym stopniem

zaawansowania kliniczno-patomorfologicznego pN.
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Tabela 23. Srednie stezenie greliny na czczo + odchylenie standardowe u pacjentéw z danym stopniem
zaawansowania kliniczno-patomorfologicznego pN.

Liczba pacjentéw Grelina (pg/ml) + OS
Wszyscy 47 26,85+ 11,4
pNO 26 27,7+ 11,8
pN1 10 243 +99
pN2 11 25,7+7,6
OS — odchylenie standardowe
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Rysunek 35. Srednie stezenie greliny + odchylenie standardowe u pacjentéw z danym stopniem zajecia weztow
chlonnych.

Tabela 24 oraz rysunek 36 przedstawiajg réznice w stezeniu greliny w grupie kobiet i
mezczyzn w zaleznosci od stopnia zaawansowania kliniczno-patomorfologicznego pN. Nie

zaobserwowano statystycznie istotnych réznic w stezeniu greliny pomig¢dzy tymi grupami.

(p=0,36).

Tabela 24. Srednie stezenie greliny + odchylenie standardowe poréwnujacy grupe kobiet i mezczyzn z RIG z
danym stopniem zajecia regionalnych weztéw chtonnych (pN).

pNO pN1 pN2

Mezczyzni 32,4+ 16,4 252+ 10,8 30,1 +5,9

Kobiety 24,8+ 6,9 20,6 + 5,8 22,0+ 7,1
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Rysunek 36. Wykres przedstawiajacy srednie stgzenie greliny oraz 95% przedzial ufnosci pordwnujacy grupe
kobiet i m¢zczyzn z RJG z danym stopniem zajgcia regionalnych weztow chtonnych (pN).

POZIOM GRELINY W ZALEZNOSCI OD BRAKU LUB OBECNOSCI KOMOREK
RAKA SLUZOTWORCZEGO:

W  zalezno$ci od obecnosci komorek raka $luzowotworczego pacjentow
kwalifikowano do jednej z dwoch grup — brak komorek raka §luzowotworczego lub obecne
komoérki raka Sluzowotworczego. Nie zaobserwowano statystycznie istotnych roéznic w
stezeniu greliny na czczo w zaleznosci od obecnosci lub braku komoérek raka
sluzowotworczego (p=0,6). Tabela 25 oraz rysunek 37 przedstawiajg $rednie stezenie greliny

* odchylenie standardowe u pacjentéw bez oraz z rakiem $luzowotwoérczym jelita grubego.

Tabela 25. Srednie stezenie greliny na czczo + odchylenie standardowe u pacjentow z rakiem $luzowotwoérczym
jelita grubego lub bez.

Liczba pacjentéw Grelina (pg/ml) + OS
Wszyscy 47 26,85+ 11,4
Rak §luzowotworczy 19 274+ 12,1
Brak komorek
raka Sluzowotworczego 28 25,8+94

OS — odchylenie standardowe
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Rysunek 37. Srednie stezenie greliny na czczo + odchylenie standardowe u pacjentéw z rakiem jelita grubego z
lub bez komponenty §luzowotworczej.

Tabela 26 oraz rysunek 38 przedstawiajg roznice w stezeniu greliny na czczo w grupie

kobiet i mezczyzn w zaleznos$ci od braku lub obecnosci komorek raka §luzowotworczego. Nie

obserwuje si¢ istotnej statystycznie réznicy stezenia greliny pomi¢dzy grupa kobiet z brakiem

lub obecnosciga komorek raka s$luzowotwoérczego. Podobnie wyglada sytuacja w grupie

me¢zcezyzn (p=0,45).

Tabela 26. Srednie stezenie greliny + odchylenie standardowe poréwnujacy grupe kobiet i mezczyzn z RIG z
obecnoscig lub brakiem komorek raka sluzowotwoérczego.

Brak Obecny
Mezczyzni 30,7+ 11,2 28,5+143
Kobiety 233+74 25,0+4,7
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Rysunek 38. Wykres przedstawiajacy $rednie stezenie greliny oraz 95% przedzial ufnosci poréwnujacy grupe
kobiet i mezczyzn z RJG z obecnoscia lub brakiem komorek raka sluzowotworczego.

POZIOM GRELINY W ZALEZNOSCI OD STOPNIA ZROZNICOWANIA KOMOREK
RAKA JELITA GRUBEGO (G):

W zalezno$ci od stopnia zréznicowania komoérek RJG pacjentéw kwalifikowano do
jednej z trzech grup — komorki wysokozréznicowane (G1), $redniozroznicowane (G2) oraz
niskozroéznicowane (G3). Tabela 27 oraz rysunek 39 przedstawiaja srednie stgzenie greliny na
czczo + odchylenie standardowe u pacjentow z danym stopniem zroéznicowania komorek
RJG. Mozna zauwazy¢ zmniejszanie si¢ Sredniego stezenia greliny wraz z zmniejszaniem
stopnia zroznicowania komorek RJG. Nie zaobserwowano jednak statystycznie istotnych

réznic w stezeniu greliny w zaleznosci stopnia zroznicowania komoérek RJG (p=0,36).

Tabela 27. Srednie stezenie greliny na czczo + odchylenie standardowe u pacjentéw z danym stopniem
zroznicowania komoérek RJG.

Liczba pacjentow Grelina (pg/ml) + OS
Wszyscy 47 26,85+ 11,4
G1 10 27,63 £8,1
G2 30 264£11,5
G3 7 25,3+99

OS — odchylenie standardowe
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Rysunek 39. Srednie stezenie greliny na czczo + odchylenie standardowe u pacjentéw z danym stopniem
zrdéznicowania komoérek RJIG.

Analizujac stezenie greliny na czczo w zaleznos$ci od stopnia zrdéznicowania komorek RIG w

grupie kobiet i m¢zczyzn mozna zauwazyc¢, ze jedynie w grupie kobiet z RJG obserwuje si¢

spadek stezenia greliny wraz z zmniejszeniem zrdznicowania komoérek. W grupie m¢zczyzn

spadek ten zaburzony jest przez wzrost stezenia greliny w stopniu G3. Roznice te nie sg

jednak statystycznie istotne (p=0,8) — tabela 28 oraz rysunek 40.

Tabela 28. Srednie stezenie greliny + odchylenie standardowe poréwnujacy grupe kobiet i mezczyzn z RIG z
danym stopniem zréznicowania komoérek RJG (G).

Gl G2 G3
Mezczyzni 31,8 £ 10,4 28,4+ 14,0 33,0+7,8
Kobiety 24,8+ 5,6 23,8+ 6,6 22,1+93
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Rysunek 40. Wykres przedstawiajacy $rednie stezenie greliny oraz 95% przedzial ufnosci poréwnujacy grupe
kobiet i mezczyzn z RJG z danym stopniem zrdéznicowania komorek RJIG (G).

POZIOM GRELINY W ZALEZNOSCI OD STOPNIA ZAAWANSOWANIA
KLINICZNO-MORFOLOGICZNEGO:

W zalezno$ci od stopnia zaawansowania kliniczo-patomorfologicznego witaczano
pacjenta do jednej z trzech grup — stopien I, stopien II oraz stopien III. Tabela 29 oraz
rysunek 41 przedstawiajg $rednie stezenie greliny na czczo * odchylenie standardowe u
pacjentow z danym stopniem zaawansowania kliniczo-patomorfologicznego. Nie
zaobserwowano statystycznie istotnych roéznic w stezeniu greliny w zaleznosci od stopnia

zaawansowania kliniczo-patomorfologicznego (p=0,98).

Tabela 29. Srednie stezenie greliny + odchylenie standardowe u pacjentéw z danym stopniem zaawansowania
kliniczo-patomorfologicznego.

Liczba pacjentow Grelina (pg/ml) = OS
Wszyscy 47 26,85+ 11,4
Stopien I 12 253+83
Stopien 11 16 28,8 £ 13,5
Stopien 111 19 25,3+9,0

OS — odchylenie standardowe
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Rysunek 41. Srednie stezenie greliny + odchylenie standardowe u pacjentdw z danym stopniem zaawansowania
kliniczno-patomorfologicznego.

Tabela 30 oraz rysunek 42 przedstawiaja roznice w stezeniu greliny w grupie kobiet i
mezczyzn w zaleznos$ci od stopnia zaawansowania. Nie stwierdzono istotnej statystycznie
roznicy stezenia greliny pomiedzy grupa kobiet 1 mgzczyzn z danym stopniem

zaawansowania RJG.

Tabela 30. Srednie stezenie greliny + odchylenie standardowe poréwnujacy grupe kobiet i mezczyzn z RIG z
danym stopniem zaawansowania kliniczno-morfologicznego.

| 11 I1I

Mezczyzni 28,3 + 10,4 31,8+ 18,0 28,0+9,8

Kobiety 23,8+73 25,7+ 6,8 21,6 £ 6,4
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Rysunek 42. Wykres przedstawiajacy $rednie stezenie greliny oraz 95% przedzial ufnosci poréwnujacy grupe
kobiet i mezczyzn z RJG z danym stopniem zaawansowania kliniczno-morfologicznego.

POZIOM GRELINY W ZALEZNOSCI OD STOPNIA ZAAWANSOWANIA RJG WG
KLASYFIKACJI DUKESA W MODYFIKACJI ASTLERA I COLLERA:
W zaleznos$ci od stopnia zaawansowania RJG pacjentow kwalifikowano do jednej z

czterech grup — BIl, B2, C2, D1. W badanej grupie nie bylo zadnego przypadku
zaawansowania RJG A1 oraz C1. Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w st¢zeniu
greliny w zalezno$ci od stopnia zaawansowania RJG wg klasyfikacji Dukesa w modyfikacji
Astlra 1 Collera (p=0,96). Tabela 31 oraz rysunek 43 przedstawiaja srednie st¢zenie greliny +
odchylenie standardowe u pacjentéw z danym stopniem zaawansowania RJG wg klasyfikacji

Dukesa w modyfikacji Astlra i Collera.

Tabela 31. Srednie stezenie greliny + odchylenie standardowe u pacjentéw z danym stopniem zaawansowania
RJG wg klasyfikacji Dukesa w modyfikacji Astlra i Collera.

Liczba pacjentow Grelina (pg/ml) = OS
Wszyscy 47 26,85+ 11,4
A 3 262 +6,2
B1 12 23,8+ 84
B2 10 32,5+ 15,6
C2 20 259+8.,6
D1 2 19,18 £4,6
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Rysunek 43. Srednie stezenie greliny + odchylenie standardowe u pacjentdw z danym stopniem zaawansowania

RJG wg klasyfikacji Dukesa w modyfikacji Astlra i Collera.

Tabela 32 oraz rysunek 44 przedstawiaja roznice w stezeniu greliny w grupie kobiet i

mezezyzn w zaleznosci od stopnia zaawansowania wg skali Dukesa w modyfikacji Astlera-

Collera. Nie obserwuje si¢ istotnej statystycznie roznicy st¢zenia greliny pomiedzy grupa

kobiet/m¢zczyzn z danym stopniem zaawansowania RJG.

Tabela 32. Srednie stezenie greliny + odchylenie standardowe poréwnujacy grupe kobiet i mezczyzn z RIG z
danym stopniem zaawansowania wg klasyfikacji Dukesa w modyfikacji Astlera-Collera.

Al B1 B2 C2 D1
Mezczyzni 24.9 264+ 11,8 38,7+20,0 | 27,1+£9,2 -
Kobiety 26,7 +8,7 224 +6,7 262+73 | 23,675 [19,8£4,6
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Rysunek 44. Wykres przedstawiajacy $rednie stgzenie greliny oraz 95% przedziat ufnosci poréwnujacy grupe
kobiet i m¢zczyzn z RJG z danym stopniem zaawansowania wg klasyfikacji Dukesa w modyfikacji Astlera-

Collera.

POOPERACYJNE STEZENIE GRELINY Z ZALEZNOSCI OD TYPU OPERACJI

W zalezno$ci od typu wykonanego zabiegu pacjentow kwalifikowano do jednej z

siedmiu grup. Nie zaobserwowano statystycznie istotnych rdéznic w stezeniu greliny w

zalezno$ci od typu operacji (p=0,33). Tabel 33 oraz rysunek 45 przedstawiajg $rednie st¢zenie

greliny + odchylenie standardowe u pacjentow poddanych danemu typowi operacji.
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Tabela 33. Srednie stezenie greliny przed oraz w 7 dni po zabiegu operacyjnym * odchylenie standardowe u
pacjentéw poddanych danemu zabiegowi operacyjnemu.

Typ wykonanej operacji: Liczba Grelina (pg/ml) + OS
chorych Przed OP Po OP
- Wycigcie miejscowe w technice TEM 3 31,1 £9,8 27,04 £ 8,8
- Hemikolektomia prawostronna 12 29,1+74 30,9 +10,6
- Hemikolektomia lewostronna 6 24,0 £ 13,1 24,0 £ 12,1
- Sigmoidektomia 8 30,0+17,8 27,7+ 13,5
- Przednia niska resekcja odbytnicy 12 243+7.6 27,8+ 10,0
- Kolektomia 3 256 +7,2 13,0 £ 8,0
- Zespolenie omijajace 2 19,8 +4,6 27,6 +3,7
- Miedzyzwieraczowa resekcja odbytnicy 1 22,5% 20,34*

* W przypadku miedzyzwieraczowej resekcji odbytnicy nie podano odchylenia standardowego poniewaz tego

typu zabieg wykonano tylko jeden.
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Rysunek 45. Srednie stezenie greliny w 7. dobie po zabiegu operacyjnym + odchylenie standardowe u
pacjentdow poddanych danemu zabiegowi operacyjnemu. WM — wycigcie miejscowe w technice TEM, HP —
hemikolektomia prawostronna, HL — hemikolektomia lewostronna, S — sigmoidektomia, PNRO — przednia niska
resekcja odbytnicy, K — kolektomia, ZO — zespolenie omijajace.
*Na wykresie nie umieszczono stgzenia greliny + OS pacjenta poddanego migdzyzwieraczowej resekcji
odbytnicy poniewaz tego typu zabieg wykonano tylko jeden.

Rysunek 46 przedstawia zmiany stezenia greliny przed i w 7. dobie po zabiegu operacyjnym

w zalezno$ci od typu wykonanego zabiegu. Nie zaobserwowano statystycznie istotnych

réznic w $rednich stgzeniach greliny przed 1 po operacji. Mozna zauwazy¢ wzrost stgzenie

greliny po wykonaniu zespolenia omijajacego. Zwazywszy jednak na mata liczbg pacjentéw

(2) réznica ta nie jest istotna statystycznie.
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Rysunek 46. Wykres radarowy sredniego stezenia greliny na czczo przed oraz w 7 dni po zabiegu operacyjnym
u pacjentéow poddanych danemu zabiegowi operacyjnemu. WM — wycigcie miejscowe w technice TEM, HP —
hemikolektomia prawostronna, HL — hemikolektomia lewostronna, S — sigmoidektomia, PNRO — przednia niska
resekcja odbytnicy, K — kolektomia, ZO — zespolenie omijajace, MZRO — migdzyzwieraczowa resekcja
odbytnicy.

KORELACJA STEZENIA GRELINY Z INNYMI BADANYMI PARAMETRAMI

Przeprowadzono réwniez analize korelacji stezenia greliny na czczo z masg ciala,
wzrostem, procentowag zawartoscig tkanki tlhuszczowej, catkowita liczbg limfocytow,
stezeniem biatka, albumin, CEA oraz leptyny w surowicy krwi - tabela 34. Nie stwierdzono
korelacji stezenia greliny z wiekiem, waga, wzrostem, catkowitg liczba limfocytow we krwi
(TLC — total lymphocyte count), stezeniem albumin, biatka i leptyny oraz stezeniem antygenu

karcynoembrionalnego.

Tabela 34. Analiza korelacji stezenia greliny na czczo z innymi parametrami w grupie pacjentow z RJG.

Parametr R R’ |
Wiek -0,14 0,02 0,34
Waga -0,08 0,006 0,6
Wzrost 0,14 0,02 0,34
TLC 0,22 0,05 0,13
% zawarto$¢ tkanki thuszczowej 0,002 0,000004 0,99
Albumina 0,13 0,02 0,39
Biatko -0,12 0,014 0,42
CEA 0,04 0,0016 0,8
Leptyna -0,21 0,04 0,15

R — wspolczynnik korelacji, R — wspotczynnik determinacji

Rysunek 47 do 55 przedstawiajg graficzny obraz ww. korelacji.
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Rysunek 47. Korelacja stgzenia greliny na czczo z wiekiem wyrazonym w latach
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Rysunek 48. Korelacja stgzenia greliny na czczo z masg ciata wyrazong w kilogramach
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Rysunek 49. Korelacja st¢zenia greliny na czczo z wzrostem wyrazonym w metrach
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Rysunek 51. Korelacja st¢Zenia greliny na czczo z procentowa zawartoscia tkanki thuszczowe;j
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Rysunek 52. Korelacja stezenia greliny na czczo z stezeniem leptyny na czczo
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Rysunek 54. Wykres rozrzutu stezenie greliny na czczo a stgzenie albuminy (g/1) we krwi

87



88

50

45

40 |

Grelina (pg/ml)

1,11 14,00 37,60 74,37
7,39 22,06 46,77

CEA (ng/ml)

Rysunek 55. Wykres rozrzutu st¢zenie greliny na czczo a st¢zenie CEA we krwi

OCENA PRZYDATNOSCI OZNACZANIA STEZENIA/ZMIAN STEZENIA
GRELINY W DIAGNOSTYCE RAKA JELITA GRUBEGO

W celu oceny przydatnosci oznaczenia stezenia greliny na czczo w surowicy krwi w
wykrywaniu raka jelita grubego wykonano analiz¢ krzywej ROC dla wszystkich osob
badanych oraz oddzielnie dla grupy me¢zczyzn oraz kobiet. W grupie wszystkich badanych
0s6b oraz w grupie mezczyzn nie uzyskano istotnie statystycznej roznicy w stosunku do
losowego doboru pacjentow do grupy rozpoznania (odpowiednio AUC=0,56 p=0,28 oraz
AUC=0,54 p=0,64). Z kolei w grupie kobiet uzyskano statystycznie znamienng roznic¢ -
AUC=0,68 p=0,03. Przy punkcie odci¢cia wynoszacym dla st¢zenia greliny w surowicy krwi
<18,43 pg/ml uzyskano czuto$¢ testu 37,5% (95% przedziat ufnosci 18,8-59,4) oraz swoistos¢
95,2% (95% przedziat ufnosci 76,1-99,2) przy wskazniku wiarygodnosci 7,87 — tabela 35
oraz rysunek 57. Warto$¢ predykcyjna dodatnia tego testu wyniosta 90,0%, a warto$¢
predykcyjna ujemna 57,1%.
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Rysunek 56. Krzywa ROC w grupie kobiet. Zaznaczono punkt odcigcia wynoszacy dla stezenia greliny w
surowicy krwi <18,43 pg/ml uzyskujac czuto$¢ testu na poziomie 37,5% oraz jego swoistos$¢ 95,2%

Z kolei w celu oceny przydatno$ci zmian st¢zenia greliny po doustnym podaniu 100
ml mieszaniny dtugotancuchowych kwaséw thuszczowych w wykrywaniu raka jelita grubego
wykonano analiz¢ krzywej ROC. W grupie kobiet uzyskano statystycznie znamienng roéznice
- AUC=0,92 p<0,001. Przy punkcie odcigcia dla roznicy stezenia greliny w surowicy krwi po
120 min od podania mieszaniny dlugotancuchowych kwasow tluszczowych wynoszacg < 1,68
uzyskano czulo$¢ testu na poziomie 86,7% (95% przedziat utnosci 59-98) oraz jego swoistos¢
85,71% (95% przedziat utnosci 63,6-96,8) przy wskazniku wiarygodnosci 6,1 — tabela 35
oraz rysunek 58. Warto$¢ predykcyjna dodatnia tego testu wyniosta 90,3%, a wartos¢
predykcyjna ujemna 55,9%.

Tabela 35. Analiza krzywej ROC w grupie kobiet dla stezenie greliny na czczo [pg/ml] oraz réznicy stezenia
greliny w surowicy krwi po 120 min od podania mieszaniny dlugotancuchowych kwasow ttuszczowych.

Poziom | Czulo$¢ | Swoistosé Wskaznik AUC | P Value
odciecia [%] [%] wiarygodnosci
Stezenie greliny <18,43 37,5 95,2 7.9 0,68 0,03
na czczo pg/ml
Roéznica  stgzenia | < 1,68 86,7 85,7 6,1 0,92 <0,001
greliny po 120 min

* Kolorem czerwonym zaznaczono statystycznie znamienne wyniki.
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Rysunek 57. Krzywa ROC w grupie kobiet. Zaznaczono punkt odciecia dla rdznicy stezenia greliny w surowicy
krwi po 120 min od podania mieszaniny dtugotancuchowych kwasow thuszczowych wynoszacej < 1,68.
uzyskujac czuto$¢ takiego testu na poziomie 86,7% oraz jego swoisto$¢ 85,71% przy wskazniku wiarygodnosci
6,1.
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VIII. DYSKUSJA

Zmiany stezenia greliny w grupie kontrolnej oraz w grupie pacjentow z RJG:

Stezenie greliny w surowicy krwi zmniejsza si¢ po przyjeciu positku. Jak udowodnity
badania, wielko$¢ tego spadku zalezy nie tylko od ilosci spozytych kalorii ale takze od sktadu
positku (zawarto$ci procentowej cukréw, thuszczy oraz biatek), plci oraz masy ciata [80].
Badania z uzyciem izokalorycznego positku wykazaly, ze tluszcze najmniej efektywnie
hamuja popositkowy spadek stezenia greliny w poréwnaniu do cukrow i biatek [77]. Ten
relatywnie maty spadek moze by¢ jednym z mechanizméw powstawania otytosci w skutek
spozywania wysokotluszczowej diety. Co prawda nie wszystkie prace potwierdzaja obecno$¢
popositkowego spadku stezenia greliny po spozyciu tluszezy to jednak wigkszo$¢ autorow
dotychczas opublikowanych badan zaobserwowala spadek stezenia tego hormonu w surowicy
krwi.

Przeprowadzone badanie zmian st¢zenia greliny po spozyciu mieszaniny
dlugotancuchowych kwaséw tlhuszczowych w grupie kontrolnej kobiet i mezczyzn
potwierdzito doniesienia literaturowe. Heath RB i wsp., stosujac identyczng metodologi¢
uzyskali 25% spadek stezenia greliny po doustnym podaniu identycznej mieszaniny
dhlugotancuchowych kwasow thuszczowych [129]. W przeprowadzonym badaniu zarowno w
grupie kontrolnej kobiet jak i m¢zczyzn obserwowano istotny statystycznie spadek $redniego
stezenia greliny w surowicy krwi po 60 i 120 min (odpowiednio p=0,001 i p=0,01 oraz
p<0,001 1 p<0,001) po spozyciu opisanego wyzej wystandaryzowanego positku, ktory
wyniost §rednio 17,1% w grupie kobiet oraz 10,3% w grupie me¢zczyzn.

Z kolei w grupie chorych z rakiem jelita grubego jedynie w grupie mezczyzn
obserwowano istotny statystycznie popositkowy spadek $redniego stezenia greliny w
surowicy krwi po 60 min (p=0,03) 1 120 min (p=0,009), ktory wynidst srednio 12%. W grupie
kobiet z rakiem jelita grubego po 120 min od doustnego podania mieszaniny
dlugotancuchowych kwasow tluszczowych spadku takiego nie obserwowano. Wrecz
przeciwnie po 60 min obserwowano statystycznie istotny wzrost sredniego stezenia greliny w
surowicy krwi (p<0,05).

Trudno odnies¢ si¢ tutaj do jakichkolwiek danych w literaturze poniewaz praca ta, zgodnie z
dostepng literaturg, jest pierwszym badaniem analizujagcym zmiany st¢zenia greliny po
podaniu mieszaniny dlugotancuchowych kwasow ttuszczowych w grupie kobiet i me¢zczyzn z

rakiem jelita grubego. Zgodnie z wiedza autora, nie przeprowadzono roéwniez dotychczas
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oznaczenia zmian st¢zenia greliny u chorych z rakiem jelita grubego po podaniu
jakiegokolwiek positku. W grupie zdrowych ludzi, jak juz wspomniano wcze$niej,
obserwowano brak spadku stezenia greliny po podaniu tluszczy, ale wystepowal on u
wiekszosci badanych. Poppitt i wsp. oraz Mohling 1 wsp., ktorzy nie obserwowali
statystycznie istotnych zmian w stezeniu greliny w surowicy krwi po podaniu tluszczy, badali
jedynie jej zachowanie w grupie odpowiednio 18 oraz 8 zdrowych mezczyzn. Ponadto, w
pierwszym badaniu autorzy podawali dwa rodzaje positku wysokottuszczowego, o wysokiej i
niskiej zawarto$ci nasyconych kwasow ttuszczowych. Po obu rodzajach positkow nastgpowat
co prawda spadek stezenia greliny w surowicy krwi, ale byl on statystycznie nieistotny.
Ponadto, nie stwierdzono statystycznie istotnej r6znicy w zachowaniu stezenia greliny po obu
positkach. W zZadnym z badan nie obserwowano jednak statystycznie istotnego wzrostu
stezenia greliny po 60 min od podania ww. positkow [244, 245]. Z kolei Erdmann i wsp.
obserwowali wzrost stezenia greliny w grupie szesciu zdrowych kobiet i o$miu zdrowych
mezczyzn, zarOwno po spozyciu wysokottuszczowego jak i wysokobiatkowego positku.
Wzrost ten nastgpowat w ciggu pierwszych 45 min, a nastgpnie poziom greliny powracat do
warto$ci wyjsciowych w ciggu 120 min od rozpoczgcia positku. Jedynie po spozyciu cukrow
obserwowano spadek stezenia greliny. Wyniki tego badania s3g najbardziej zblizone do
obserwowanej w grupie kobiet z rakiem jelita grubego zmian $redniego st¢zenia greliny.
Autorzy nie przedstawili jednak oddzielnych wynikéw jak wygladata ta sytuacja w grupie
kobiet i m¢zczyzn. Ponadto, badana populacja sktadata si¢ z osdb zdrowych. Nalezy jednak
zaznaczy¢, ze badanie to, cho¢ przeprowadzone na malej liczbie os6b, miato bardzo dobra
metodyke [81].

Podobny brak spadku st¢zenia greliny po positku obserwowano rowniez w grupie
zdrowych dzieci. Autorzy tego badania analizowali zmiany st¢zenia greliny w surowicy krwi
po spozyciu lekkiego $niadania (400 kcal, 45% weglowodandéw, 13% biatek oraz 42%
thuszczy) w grupie 10 zdrowych dzieci (3 chtopcow, 7 dziewczynek) w wieku 8,5+1,3 lat oraz
w grupie 19 dorostych o0sob (10 mezczyzn 1 9 kobiet) w wieku 28,5+3,4 lat. Stezenie greliny
na czczo nie roznito si¢ statystycznie istotnie pomigdzy grupami. Jednak po podaniu positki
spadek stezenia greliny obserwowano jedynie w grupie dorostych. Brak jednak
szczegbtowych danych jakie bylo stezenie oraz zmiany stezenia greliny w grupie kobiet i
mezezyzn [72].

Wigkszo$¢ autorow obserwowata jednak istotny statystycznie spadek st¢zenia greliny
po doustnym lub dozylnym podaniu thuszczy. Oczywiscie trudno jest porownaé otrzymane

wyniki z niektorymi pracami poniewaz ich metodologia (kryteria wiaczenia i wylaczenia,



93

sktad positku, technika pobrania krwi, wykorzystanie innych przeciwcial do oznaczen
stezenia greliny) oraz brak niektorych danych uniemozliwia odpowiednig analiz¢ danych. To
jednak jeszcze raz warto wspomnie¢, ze w pracy Heath RB i wsp., na ktdrej czgsciowo
wzorowano metodologi¢ tego badania, stosujac identyczng mieszaning dtugotancuchowych
kwasow tluszczowych, obserwowano istotny statystycznie spadek stezenia greliny. Nalezy
jednak zaznaczy¢, ze rOwniez 1 w tej pracy nie podano wynikow oddzielnie dla grupy kobiet 1
mezezyzn [129].

Tabela 35 prezentuje wyniki dotychczas opublikowanych badan zmian stezenia

greliny w surowicy krwi po doustnym lub dozylnym podaniu réznego rodzaju positkow.

Tabela 36. Zestawienie prac badajacych zmiany ste¢zenia greliny po podaniu réznego rodzaju positkoéw w grupie
zdrowych osdéb

Autor pracy Ilos¢ osob Zawarto$¢ Sklad Stezenie greliny
energetyczna

Mohling i wsp. 5 mezczyzn b.d. T: 20% 1.v. Bez statystycznie istotnych
(2002) W: 0g, B: Og zmian w ciggu 2h
Monteleone 1 wsp. T: 17g (85%) Statystycznie znamienny
(2003) 14 kobiet 840kJ W: 8g (15%) spadek w ciggu 3h

B: 5g (10%)
Erdman i wsp. 8 mezezyzn T: 85,5% Statystycznie znamienny
(2004) 6 kobiet 13,5kl/g W: 0% wzrost w ciagu 45 min

P: 14,5%

Greenman i wsp. 13 kobiet / 1506kJ T: 40g (100%) Statystycznie znamienny
(2004) 11 mezczyzn W:0g, B: Og spadek
Heath RB i wsp. 4 kobiety 466 kJ T: 50g Statystycznie znamienny
(2004) 4 mgzezyzn W: Og, B:0g spadek stezenia greliny
Poppitt i wsp. T: 59¢ (71%)) Statystycznie niezamienny
(2006) 18 mgzezyzn 3100kJ W: 45g (23%) spadek

B: 9¢ (5%)
Kenig 16 mezczyzn 466 kJ T: 50g Statystycznie znamienny
(2008) 15 kobiet W: 0g, B: Og spadek stezenia greliny

T- tluszcze, W — weglowodany, B — biatka, b.d. — brak danych

Jednym z prawdopodobnych wytlumaczen takiego zachowania si¢ stezenia greliny w
surowicy krwi w badanej grupie kobiet z rakiem jelita grubego, ktére nie jako narzuca si¢ na
wstepie, jest wplyw hormonow plciowych. U kobiet przed menopauza wydzielanie tych
hormonow jest $cisle regulowane przez sprzezenie zwrotne z przysadka i podwzgoérzem. Z

kolei wérdd kobiet po menopauzie estrogeny sa gtownie produkowane przez konwersje
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androstendionu w tkankach obwodowych — miedzy innymi wilasnie w tkance thuszczowe;j.
Produkcja ta nie podlega jednak zadnej regulacji. Wzajemne oddziatywanie tych hormonow
jest dwukierunkowe. Jak zostalo to opisane w wstepie, grelina moze dziata¢ w sposob
posredni i/lub bezposredni na tkanke thuszczowa miedzy innymi zwiekszajac jej masg. Z kolei
wiele komorek wydzielajacych greling posiada na powierzchni receptory dla hormonow
ptciowych. Sprawdzenie tej teorii wymaga jednak oznaczenia stezenia/zmian st¢zenia tych
hormonéw we krwi pacjentek z RJG.
Drugim wytlumaczeniem moze by¢ opisywany w niektorych badaniach brak popositkowego
spadku stezenia greliny w grupie ludzi otytych. English i wsp. nie obserwowali spadku
stezenie greliny po positku wlasnie w tej grupie ludzi, co moze by¢ wynikiem zmniejszenia
stezenia tego hormonu na czczo u oso6b otylych [246]. W przeprowadzonym badaniu
poréwnano wskaznik masy ciata pacjentow w grupie kobiet i me¢zczyzn i cho¢ $redni
wskaznik w grupie kobiet byl wigkszy w poréwnaniu do grupy mezczyzn (26,0 kg/m® vs.
23,3 kg/m?) to réznica ta byla jednak statystycznie nieistotna. Z kolei poréwnanie zmian
stezenie greliny po spozyciu mieszaniny dlugotancuchowych kwaséw thuszczowych
pomiedzy grupa kobiet o prawidlowej masie ciala i z nadwagag/otytoscia nie wykazato
statystycznie istotnych roznic. Co prawda w grupie kobiet z nadwaga/otylo$cia obserwuje si¢
statystycznie istotny spadek stgzenia greliny w surowicy krwi po 120 min ale wzgledem
stezenia po 60 min, kiedy to nastgpit istotny statystycznie wzrost jej st¢zenia w stosunku do
poziomu wyjsciowego. Brak jest istotnie statystycznego spadku st¢zenia greliny po 120 min
od podania mieszaniny dlugotancuchowych kwaséw tluszczowych zardowno w grupie kobiet z
prawidlowa masg ciata jak i z nadwaga/otytosciag. Ponadto, w badaniu English i wsp. grupa
ludzi otylych miata $redni wskaznik masy ciata wynoszacy 42,8 kg/m? (31,9-57,5), znacznie
przewyzszajacy $rednie BMI grupy badanej. W tym badaniu nie zaprezentowano roéwniez
zmian st¢zenia greliny z podziatem na pte¢ [246].
Kolejnym wytlumaczeniem moze by¢ rowniez wptyw samego guza na stgzenie greliny. Jak
zostalo to opisane we wstepie istnieje wiele dowodow, ze grelina moze uczestniczy¢ w
karcynogenezie wielu nowotworow. Do wyjasnienia mechanizmu takiego zachowania si¢
greliny w tej grupie pacjentdéw potrzebne sa jednak dalsze badania innych hormonéw
wchodzacych w interakcje z greling, a bedacych jej mozliwymi regulatorami, na duzo
wiekszej liczbie pacjentow.

Z kolei analizujac tabele 13 przedstawiajaca procentowy udzial podgrup sktadajacych
si¢ z osOb u ktorych stezenie greliny wzrosto, spadto lub nie zmienito si¢ po 60 i 120 min po

doustnym przyjeciu mieszaniny kwasoéw thuszczowych w stosunku do stg¢zenia wyjsciowego
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(na czczo) mozna zauwazy¢, ze mimo, ze wigkszos¢ wynikéw w grupie kobiet z RJG nie
zmniejsza si¢ to istnieje niejednorodno$¢ w grupie. Po 60 min od przyjecia mieszaniny
dhugotancuchowych kwaséw tluszczowych jedynie u 13,3% pacjentek dochodzito do spadku
stezenia greliny, po 120 min odsetek ten wynidst 40%. Nalezy jednak podkresli¢, ze réznica
w stezeniu greliny w tej podgrupie nie byta statystycznie istotna i wyniosta 1,7 z zakresem
0,14 - 4,76. Z kolei w grupie m¢zczyzn stezenie greliny w surowicy krwi wzrastato u 18,75%
po 60 min oraz 25% pacjentdw po 120 min od podania mieszaniny kwaséw tluszczowych. W
tym przypadku réwniez réznica ta byla statystycznie nieistotna i wynosila 1,1 z zakresem
0,16-2,61. Dla porownania w grupie kontrolnej kobiet po 120 min po doustnym przyjeciu
mieszaniny kwasow tluszczowych przewidywany spadek stezenia greliny nastepowal u 100%
badanych osob. W grupie kontrolnej me¢zczyzn odsetek ten wyniost 87,5%. Porownujac
wyniki pomigdzy grupa kontrolng, a chorych z RJG zauwaza si¢ znaczny wzrost
niejednorodnosci wynikow.

Z kolei poréwnujac zmiany $redniego stezenia greliny na czczo w surowicy krwi
przed oraz w 7. dniu po zabiegu operacyjnym w grupie mezczyzn nie obserwowano
statystycznie istotnej réznicy. W grupie kobiet z rakiem jelita grubego obserwowano
statystycznie znamienny wzrost stezenia greliny w 7. dobie po zabiegu operacyjnym, ale po
usuni¢ciu wynikow pacjentek u ktérych zabieg nie byl radykalny (wykonano zespolenie
omijajace) nie uzyskano statystycznie znamiennej réznicy w pooperacyjnym stezeniu greliny.
Nie jest to zadziwiajace poniewaz zgodnie z opublikowanymi pracami ilo$¢ komorek
produkujacych greling maleje w kierunku dystalnym przewodu pokarmowego [41]. Mozna
przypuszczaé, ze wycigcie czesci lub catosci jelita grubego moze mie¢ maly wplyw na
catkowite st¢zenie greliny, a spadek ten moze zosta¢ w ciggu tych paru dni skompensowany
przez wzrost produkcji w pozostatych komoérkach. Potwierdzeniem tej teorii moga by¢ wyniki
niedawno opublikowanej pracy Stratis i wsp. Badali oni wplyw operacji restrykcyjno-
malabsorpcyjnej jaka jest wylaczenie zolciowo-trzustkowe w grupie otylych pacjentéw na
stezenie greliny w surowicy krwi. Jako grupe kontrolng wykorzystali wiasnie pacjentow z
rakiem jelita grubego u ktorych wykonano czgsciowa resekcje jelita grubego. Grupa ta
sktadata z 13 pacjentéw (6 mezczyzn i 7 kobiet), srednia wieku 58 lat (zakres 50-70 lat) z
$rednim wskaznikiem masy ciata 26 kg/m® (zakres 21-31 kg/m”). Wsrod tych 13 chorych, 10
miato raka okreznicy, a 3 raka odbytnicy, zawansowanie A oraz B w skali Dukesa w
modyfikacji Astlera i Colera. Wszyscy chorzy byli operowani - wykonano 5 prawych i 3 lewe
hemikolektomie, 2 sigmoidektomie oraz 3 przednie resekcje odbytnicy. Grupa ta

przypominala wigc w duzym stopniu grupe pacjentow przeprowadzonego badania. Autorzy
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oznaczali poziom greliny w surowicy krwi przed operacja, a nast¢gpnie w 1., 3.1 7. dobie oraz
1 1 3 miesigce po operacji. Stezenie greliny byto statystycznie istotnie nizsze w 1. 1 3. dobie
pooperacyjnej aby w 7. dobie oraz w czasie kolejnych badan osiggna¢ poziom nie rézniacy si¢
statystycznie istotnie od stezenia przedoperacyjnego. Podobne wyniki otrzymano w
przeprowadzonym badaniu. Niestety autorzy nie podali oddzielnych wynikdw zmian stgzenia
greliny w grupie kobiet i mezczyzn oraz jej zaleznosci od typu wykonanej operacji [247].
Analizujac wyniki stezenia greliny przed oraz w 7. dobie po zabiegu operacyjnym w
zalezno$ci od typu operacji nie obserwuje si¢ rowniez statystycznie istotnych rdznic
pomiegdzy rodzajami zabiegu. Zgodnie z wynikami cytowanej poprzednio pracy Stratis i wsp.
oraz w $wietle wynikdw obecnego badania, nalezaloby wykona¢ te oznaczenia w czasie

pierwszych paru dni po operacji.

Stezenie greliny na czczo w grupie kontrolnej oraz w grupie pacjentéow z RJG:

Wyniki opublikowanych badan dotyczacych zalezno$¢ stezenia greliny w surowicy
krwi od pici 1 wieku sg nadal niejednoznaczne. Badania, ktére wskazywaly na zaleznos¢
stezenia greliny od wieku byly wykonywane w grupie dzieci. W wigkszo$ci opublikowanych
badan w grupie dorostych os6b podobnej zaleznos$ci nie obserwowano [248, 249]. W
przeprowadzonym badaniu zaréwno w grupie kontrolnej jak i pacjentow z rakiem jelita
grubego nie wykazano korelacji stezenia greliny z wiekiem.

Jak juz rowniez wspomniano w wstepie czg$¢ opublikowanych prac nie wykazywata
r6éznicy poziomu greliny pomig¢dzy ptciami [73,74,75]. Z kolei w wielu pracach obserwowano
statystycznie znamiennie wyzszy poziom greliny na czczo wsrod kobiet [76,77]. W pierwszej
pracy, Ariel 1 wsp. obserwowali, statystycznie istotne, trzykrotnie wyzsze st¢zenie greliny w
surowicy krwi u zdrowych kobiet, w poznej fazie folikularnej cyklu miesigczkowego, w
poréwnanie do grupy zdrowych mezczyzn [76]. W przeprowadzonym badaniu obserwowano
wyzsze stezenie greliny na czczo w grupie kontrolnej kobiet w poroéwnaniu do zdrowych
me¢zczyzn. Rdznica ta byta jednak statystycznie nieistotna. Kobiety w grupie kontrolnej byly
jednak w réznym wieku, zardwno miesigczkujace jak i w okresie menopauzy. Nie brano
réwniez pod uwage fazy cyklu menstruacyjnego. Z kolei w drugiej pracy, Akamizu i wsp.
przeprowadzit badania w grupie osob w wieku 21-61 lat, zar6wno kobiet jak i mezczyzn.
Obserwowal on rowniez statystycznie wyzsze stezenie greliny w surowicy krwi w grupie
zdrowych kobiet w porownaniu do grupy zdrowych me¢zczyzn [77]. Brak jest jednak danych
szczegbtowych odnos$nie wieku samych kobiet. Nie brat on rowniez pod uwage fazy cyklu

miesigczkowego. Ponadto, grupe badang stanowily osoby pochodzenia japonskiego, a w
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literaturze brak jest obecnie badan poréwnujacych ewentualne réznice rasowe w stezenie
greliny w surowicy krwi. Greenman 1 wsp. obserwowali rowniez statystycznie znamiennie
wyzszy poziom stgzenia greliny w surowicy krwi u kobiet w poréwnaniu do me¢zczyzn.
Stezenie to bylo statystycznie istotnie wyzsze zar6wno na czczo jak i po doustnym podaniu
glukozy i thuszczy [250]. W przeprowadzonym badaniu obserwowano podobne zjawisko po
podaniu mieszaniny dtugotancuchowych kwaséw thuszczowych. Roznica ta nie byta jednak
statystycznie istotna. Wyzsze stezenie greliny w grupie zdrowych kobiet moze wynikaé z
wyzszego stezenia innych hormondw regulujacych apetyt takich jak leptyna w poroéwnaniu do
grupy mezcezyzn [251]. Ponadto, obserwuje si¢ w grupie kobiet wyzsze stezenie innych
hormonow, takich jak hormon wzrostu i prolaktyna, majacych wptyw na poziom greliny w
surowicy krwi [252].

Interesujacy jest jednak fakt, ze w badanej grupie chorych z RJG dochodzi do
odwrotnej sytuacji. U m¢zczyzn obserwowano wyzszy poziom greliny w surowicy krwi w
porownaniu do grupy kobiet z RJG. Rdznica ta jest jednak statystycznie nieistotna. Z kolei
poréwnujac Srednie stezenie greliny na czczo w grupie kobiet zdrowych oraz z rakiem jelita
grubego obserwuje si¢ statystycznie istotng réznice (p < 0,05). W grupie mezczyzn roznica ta
jest statystycznie nieistotna. Po przeprowadzeniu standaryzacji i1 usunig¢ciu czynnika
zakldcajacego w postaci masy ciala obserwowano nadal statystycznie istotng réznice. Mozna
w takim razie przypuszczaé, ze za taka réznice w st¢zeniu greliny na czczo w surowicy krwi
pomiedzy grupa zdrowych kobiet oraz z rakiem jelita grubego, moze by¢ odpowiedzialny
wptyw choroby nowotworowej. Na podstawie dotychczas przeprowadzonych i
opublikowanych badan trudno jest jednak obecnie jednoznacznie wyjasni¢ to zjawisko.

Analizowano rowniez korelacj¢ stezenia greliny na czczo w surowicy krwi z masg
ciata osob badanych. Jak udowodniono w wielu wczesniej przeprowadzonych badaniach,
ryzyko raka jelita grubego wzrasta wraz z wzrostem masy ciata zarowno u kobiet jak i
mezczyzn. W pordéwnaniu do grupy ludzi z prawidlowa masa ciala u oséb z nadwaga
nastepuje wzrost ryzyka zachorowania na raka jelita grubego 1,15 razy, a w grupie ludzi
otytych 1,33 razy [253]. W przeprowadzonym badaniu w grupie zdrowych os6b
obserwowano statystycznie istotng ujemng korelacje stezenia greliny z masg ciata, a co za tym
idzie rowniez wskaznikiem BMI. Wyniki te sg zgodne z obserwacjami innych autorow
opublikowanych prac [125, 254]. Z kolei w grupie pacjentow z rakiem jelita grubego takiej

korelacji nie obserwowano — rysunek 57.
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Rysunek 58. Wykres rozrzutu stezenia greliny na czczo oraz masy ciata wyrazonej w kilogramach w grupie

kontrolnej oraz chorych na RIG

Brak korelacji st¢zenia greliny w surowicy krwi na czczo z wskaznikiem BMI obserwowat
rowniez Shimizu 1 wsp., ktoérzy badali pacjentow z rakiem phuc, zaré6wno drobno- i niedrobno-
komoérkowym [200]. Prawdopodobnie zmiany w organizmie zwigzane z obecnos$cig
nowotworu mogg zaburzac¢ ta zaleznosc.

Z kolei analiza réznic stezenia greliny pomigdzy grupa pacjentéw z rakiem jelita
grubego z nadwaga/otyloscia (BMI >25 kg/m* wg WHO) oraz grupa pacjentow z prawidtowa
masg ciala wykazata réwniez, podobnie jak w dotychczas opublikowanych pracach, nizszy
poziom greliny w drugiej grupie. Roznica ta jest jednak statystycznie nieistotna. Brak
obserwowanej w innych pracach istotnej statystycznie rdéznicy moze by¢ spowodowany
faktem, ze jedynie niewielki procent pacjentdw z RJG miato wskaznik masy ciata >30 kg/m?,
a jego wartos¢, za wyjatkiem jednej osoby, tylko nieznacznie przekraczata dolng granice
zakresu. I tak w grupie kobiet z RJG 4 pacjentki miaty wskaznik masy ciata >30 kg/m* —
odpowiednio 30,47; 30,48; 31,25; 33,09 kg/mz. Z kolei w grupie mezczyzn z RJG wskaznik
ten przekroczyt 30 kg/m” jedynie u 2 pacjentoéw - odpowiednio 30,04 oraz 31,62 kg/m®.

Niektére badania na modelach zwierzecych wykazaly, ze grelina zwigksza mase¢ ciata
ale tylko przez wzrost masy tkanki tluszczowej [149]. W przeprowadzonym badaniu nie
stwierdzono statystycznie istotnej korelacji stezenia greliny w surowicy krwi na czczo z
procentowa zawarto$cig tkanki tluszczowej mierzonej za pomocg bioimpedancji. Z kolei
Fouladiun 1 wsp obserwowali istotng statystycznie korelacje stezenia greliny z masg tkanki
thuszczowej. Wykorzystywali oni  jednak metode podwdjnej

wiazki promienia

rentgenowskiego (DEXA — dual-energy X-ray absortiometry), ktora jest uwazana za metod¢



99

bardziej doktadng w poréwnaniu do zastosowanej w badaniu bioelektrycznej impedanc;ji.
Poréwnanie grup utrudnia rowniez fakt, ze w opublikowanej pracy analizowano wyniki
pacjentdow z réznymi nowotworami. Badali oni jednak chorych poddanych leczeniu
paliatywnemu z ré6znymi nowotworami z obecnymi przerzutami regionalnymi i odlegltymi

[255].

Stezenie greliny na czczo w surowicy krwi a wybrane czynniki charakteryzujace guz:

Z kolei poréwnujac przedoperacyjne Srednie stezenia greliny w surowicy krwi na
czczo w grupach podzielonych ze wzgledu na charakterystyke guza nie obserwuje si¢
istotnych statystycznie réznic st¢zenia greliny odno$nie lokalizacji guza, zaawansowania
miejscowego guza (pT), stopnia zajecia regionalnych weztéw chtonnych (pN), braku lub
obecnos$ci komoérek raka $luzotwodrczego, stopnia zroznicowania komoérek (G) oraz stopnia
zaawansowania wg klasyfikacji Dukesa w modyfikacji Astlera i Collera. Trudno odnies¢ si¢
tutaj do jakichkolwiek danych w dostepnej literaturze poniewaz nie przeprowadzono
dotychczas podobnie szczegdtowej analizy zaréwno u chorych z rakiem jelita grubego jak i
innymi nowotworami. Co prawda Stratis 1 wsp. badali st¢Zenie greliny w surowicy krwi w
grupie pacjentéw z rakiem jelita grubego w stadium zaawansowania A i B w skali Dukesa w
modyfikacji Astlera i Colera, to jednak grupa ta stanowita grupe kontrolng dla oceny
pooperacyjnego stezenia greliny w surowicy krwi pacjentdow po operacjach restrykcyjno-
malabsorbcyjnych u oséb otylych. Ponadto, prezentujac wyniki nie poroéwnywali
ewentualnych réznic w stezeniu greliny pomi¢dzy grupami o ré6znym stadium zaawansowania
RJG [247]. Z kolei Fouladiun i wsp. badali chorych poddanych leczeniu paliatywnemu z
réoznymi nowotworami, miedzy innymi z rakiem jelita grubego, w stadium zaawansowania
TANIMI1. Autorzy tego badania nie podali jednak wynikéw stezenia greliny w surowicy dla
poszczegdlnych nowotworow, a jedynie korelacje sredniego stezenia greliny w surowicy krwi
z r6znymi czynnikami, ktére omoéwiono powyzej [256].

Analizujac szczegdtowo wyniki dotyczace poréwnania stezenia greliny w podgrupach
pacjentdow z roznym stopniem =zajecia regionalnych weztow chionnych (pN) mozna
stwierdzi¢, ze moga one nie do konca odzwierciedla¢ rzeczywisto§¢. W grupie pacjentéw bez
zajecia wezlow chtonnych moga znajdowac si¢ osoby z mikroprzerzutami, ktérych wykrycie
przy pomocy konwencjonalnych metod nie jest mozliwe oraz osoby, ktore majg niewykryte
przerzuty w wezlach chtonnych z powodu przebadania zbyt matej ich ilosci. Zgodnie

obecnymi wytycznymi oceny histopatologicznej aby moéc stwierdzi¢ brak przerzutow w



100

regionalnych weztach chtonnych nalez przebada¢ co najmniej 12 weztow. W przypadku
niektorych pacjentow biorgcych udziat w badaniu, przebadano ich mniejszg ilos¢.

Z kolei analizujac szczegdtowo rdznice w stgzeniu greliny w surowicy krwi w danej
lokalizacji guza w aspekcie pici mozna jednak zauwazy¢ statystycznie istotnie mniejsze
srednie st¢zenie greliny w grupie kobiet w stosunku do mezczyzn z rakiem jelita grubego
zlokalizowanym w okr¢znicy. Z kolei w grupie mezczyzn obserwuje si¢ zmniejszenie
sredniego stezenia greliny zwiazane z lokalizacja guza od strony prawej w kierunku
odbytnicy, tak Ze stezenie tego hormonu przy lokalizacji odbytniczej jest nizsze w
poréwnaniu do grupy kobiet. Réznica ta jest jednak statystycznie nieistotna.

Z kolei szczegotowa analiza zaleznosci stg¢zenia greliny w surowicy krwi od stopnia
zr6znicowania komorek RJG wykazata zmniejszanie si¢ stezenia greliny wraz z
zmniejszaniem stopnia zréznicowania komoérek RJG. Roéznica ta jest jednak rowniez
statystycznie nieistotna. W przypadku rowniez tych czynnikow trudno odnies$¢ si¢ tutaj do
jakichkolwiek danych w dostepnej literaturze poniewaz praca ta, zgodnie z dostgpna
literaturg, jest pierwszym badaniem poroéwnujacym stezenie greliny w surowicy krwi w
zalezno$ci od stopnia zréznicowania nowotworu, braku lub obecnosci komodrek raka
Sluzotworczego w grupie kobiet i mezczyzn z rakiem jelita grubego.

Niskie stezenie greliny w surowicy krwi wystepuje zardéwno w otylosci jak i
insulinoopornosci, dwoéch czynnikach ryzyka raka jelita grubego. Przyjmujac, ze grelina
dziala ochronnie na komoérki organizmu, mozna przyjac, ze spadek poziomu tego hormonu w
otyto$ci moze przyczyni¢ si¢ do rozwoju raka jelita grubego. Teoria ta znajduje réwniez
cze$ciowe potwierdzenie w wynikach tego badania ale tylko w przypadku grupy kobiet. Wraz
z zwigkszeniem zaawansowania nowotworu oraz zmnigejszeniem stopnia zroznicowania
komorek obserwuje si¢ tendencj¢ do spadku poziomu greliny w surowicy krwi. Za ta teoria
przemawiaja rowniez wyniki wielu badan, ktory wykazywaty, ze ograniczenie ilosci
spozywanych kalorii wigze si¢ z mniejszg zachorowalnoscia na nowotwory [257,258].
Redukcja ilosci spozywanych kalorii prowadzi do wzrostu stezenia greliny, ktéra, zgodnie z
ww. zatozeniem, miataby dziata¢ ochronnie. Ponadto, cieckawg obserwacja jest fakt, ze grelina
jak udowodniono w badaniach moze hamowa¢ proliferacj¢ komoérek. Maccarinelli i wsp.
zaobserwowali, ze grelina stymulowata proliferacje¢ osteoblastow tylko przy niskich
stezeniach. Wysokie stezenia greliny w surowicy krwi pozostawaly bez wplywu na
proliferacje. Moze to $wiadczy¢ o tym, ze stgzenie greliny moze by¢ odwrotnie
proporcjonalne do agresywnosci guza i jego dalszej progresji. Ta teoria znajduje réwniez

cze$ciowe potwierdzenie w przeprowadzonym badaniu w grupie kobiet. Wraz z progresja
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guza oraz zmniejszeniem zroéznicowania komorek stezenie greliny zmniejszato si¢. Ponadto,
badanie st¢zenia greliny w innych nowotworach wykazaly, ze wyzsze st¢zenia greliny
dzialaly protekcyjnie przed rozwinigciem si¢ raka gruczotowego przelyku ale jedynie w

grupie osob z nadwaga [259].

Analiza przydatnosSci oznaczenia st¢zenia greliny w surowicy krwi w wykrywaniu RJG

Analiza krzywej ROC wykazata, ze jedynie w grupie kobiet st¢Zenie greliny na czczo
w surowicy krwi moze by¢ predyktorem RJIG. Optymalng warto$cig graniczng jest st¢zenie
greliny mniejsze lub réwne 18,4 pg/ml. Wyznaczona warto$¢ charakteryzowata si¢ niska
czuloscig (37,5%) oraz wysoka swoistos¢ (95,2%). Przy wskazniku wiarygodnosci 7,87
mozna stwierdzi¢, ze zgodnie z zasadami EBM badanie to jest przydatne w wykluczaniu
choroby w grupie kobiet. Analizujac jednak otrzymany wynik pola pod krzywa ROC w tej
grupie (AUC=0,681) to stwierdza si¢ ogolne stabe wlasnosci réznicujace tego badania.
Znacznie lepsze wyniki uzyskano analizujac krzywa ROC dla réznicy st¢zenia greliny w
surowicy krwi po 120 min od podania 100 ml mieszaniny dlugotancuchowych kwaséw
thuszczowych. W tym wypadku opylang warto$cig graniczng jest roznica st¢zenia mniejsza
lub rowna 1,81. Warto$¢ ta charakteryzowata si¢ w miar¢ wysoka czutos¢ (86,7%) oraz
swoisto$¢ (85,71%). Zgodnie z zasadami EBM, przy wskazniku wiarygodno$ci na poziomie
6,1 mozna stwierdzi¢, ze badanie to jest przydatne w wykrywaniu raka jelita grubego w
grupie kobiet. Ponadto analiza pola pod krzywa ROC w tej grupie (AUC=0,72) wykazala
srednie wlasno$ci rozrézniajace tego badania. Trudno odnies¢ si¢ tu do jakichkolwiek
publikacji poniewaz, zgodnie z wiedza autora, jest to pierwsza praca analizujaca przydatnosé
oznaczenia st¢zenia/zmian st¢zenia greliny w surowicy krwi w wykrywaniu RJG.

W przeprowadzonym badaniu oznaczano jednak jedynie st¢zenie catkowitej greliny w
surowicy krwi, na ktory sktada si¢ poziom acylowanej i desacylowanej greliny. Kontynuujac
badanie nalezaloby réwniez sprawdzi¢ stosunek acylowanej do desacylowanej greliny w tej
grupie chorych. Obecnie jest tylko niewiele opublikowanych prac dotyczacych tych form
greliny ze wzgledu na duza niestabilno$¢ acylowanej formy w surowicy krwi in vitro, a co za
tym idzie, szybki jej rozktad utrudniajacy jej przechowywanie oraz prawidtowe oznaczenie.

Przeprowadzone badanie, zgodnie z dostgpng literaturg, jest pierwsza pracg
analizujagcg zmiany stezenia greliny w surowicy krwi po podaniu mieszaniny kwasow
thuszczowych u chorych z rakiem jelita grubego, przydatno$¢ oznaczenie st¢zenia greliny w
surowicy krwi w wykrywaniu RJG oraz tak szeroko analizujaca st¢zenie greliny pacjentow z

réznym stopniem zaawansowania raka jelita grubego przed i po zabiegu operacyjnym w
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grupie kobiet oraz mezczyzn. Pytanie, ktére nadal pozostaje jednak bez odpowiedzi
wymagajac dalszych badan, to czy greliny i jej st¢zenie majg wpltyw na karcynogeneze raka

jelita grubego, czy jest tylko rezultatem wplywu nowotworu na metabolizm organizmu.
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IX. WNIOSKI

1. Grelina moze by¢ jednym z pierwotnych czynnikow ryzyka rozwoju raka jelita
grubego u kobiet, poniewaz stwierdzono rdznice jej stezenia w surowicy krwi na
czczo oraz po podaniu mieszaniny dlugotancuchowych kwaséw thuszczowych

pomiedzy grupa zdrowych kobiet oraz tych z rakiem jelita grubego.

2. Brak zaleznosci stezenia greliny w surowicy krwi od stopnia zaawansowania
klinicznego oraz stanu patomorfologicznego raka jelita grubego moze $wiadczy¢, ze
hormon ten wywiera swoje dzialanie w wczesnym okresie karcynogenezy tego

nowotworu.

3. Rozwo6j nowotworu jelita grubego zaburza, obserwowang w grupie zdrowych oséb,

korelacje stezenia greliny z wskaznikiem masy ciata.

4. Operacyjne usunigcie nowotworu jelita grubego nie wpltywa na st¢zenie greliny w
surowicy krwi co neguje wplyw samego nowotworu na wystgpowanie

obserwowanych zmian.

5. Stwierdzone zmiany st¢zenia greliny moga zosta¢ wykorzystane do oceny stopnia

ryzyka wystapienia raka jelita grubego u kobiet.
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X. STRESZCZENIE

Rak jelita grubego (RJG) jest jednym z najczestszych nowotworéow wystepujacych w
populacji ludzkiej. Wérdd czynnikoéw wplywajacych na ryzyko zachorowania na RJG mozna
wymieni¢ czynniki epidemiologiczne, jelitowe oraz dietetyczne. Nadal jednak trwaja
poszukiwania czynnikow, ktére polaczylyby te wszystkie ogniwa w logiczng cato$¢. Jednym
z takich czynnikow mogiby by¢ odkryty w 1999 roku 28-aminokwasowy hormon nazwany
greling. Funkcja tego peptydu w organizmie jest nadal przedmiotem intensywnych badan.
Jego szeroka dystrybucja wskazywa¢ moze na wielokierunkowe dziatanie. Dotychczas
opublikowane w literaturze badania przemawiaja za mozliwym posrednim lub bezposrednim
udziatem greliny w procesach karcynogenezy raka jelita grubego i innych nowotworéw. Nie
prowadzono jednak dotychczas szczegdlowych badan dotyczacych stezenia i/lub zmian

stezenia greliny w surowicy krwi u ludzi z RJG.

Hipoteza badawcza: Na podstawie opublikowanych  wynikow badan mozna
przypuszczaé, ze grelina moze by¢ pierwotnym lub wtérnym czynnikiem ryzyka rozwoju raka
jelita grubego, a jej stezenie i/lub zmiany stezenia w surowicy krwi rdznig si¢ pomiedzy grupa

0s6b zdrowych oraz z rakiem jelita grubego.

Cel: Celem podjetego badania byta ocena przydatnosci oznaczenia st¢zenia greliny w
surowicy krwi u chorych z rakiem jelita grubego poprzez poréwnanie st¢zenia greliny w
grupie kobiet i me¢zczyzn: na czczo u pacjentow z RJG i o0s6b zdrowych, po podaniu
mieszaniny dtugotancuchowych kwasow ttuszczowych oraz przed i po zabiegu operacyjnym.
Poréwnywano rowniez stezenie greliny w grupach podzielonych ze wzgledu na lokalizacje
RJG, jego zaawansowanie kliniczne, zr6znicowanie komorek, brak lub obecnos¢ komorek
raka $luzowotworczego. Ponadto, oceniano korelacj¢ st¢zenia greliny z wybranymi
parametrami oceniajacymi stan odzywienia, st¢zeniem antygenu karcynoembrionalnego

(CEA) oraz leptyny w surowicy krwi pacjentéw z RJG.

Material i metodyka: Do badan wiaczono 47 pacjentéw z RIG (23 me¢zczyzn i 22
kobiet) oraz 37 zdrowych o0sob stanowiacych grupe kontrolna. Sredni wiek pacjentow z RIG
wyniost 68,1 (36-85) lat, a os6b zdrowych 40,4 (22-67) lat. Wsrdd spetniajacych kryteria

wlaczenia oraz wylaczenia osob z RJG petny protoko6t badania przeprowadzono u 31 chorych.
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U 16 pacjentdow z powodu przyczyn techniczno-metodologicznych wykonano oznaczenie
stezenia greliny na czczo przed- oraz w 7. dobie po zabiegu operacyjnym.

Pelny protokol badania obejmowal oznaczenie przedoperacyjnego st¢zenia greliny na
czczo w surowicy krwi, a nastgpnie 60 oraz 120 min po doustnym podaniu 100 ml mieszaniny
dhugotancuchowych kwaséw thuszczowych. Dodatkowo oznaczano przedoperacyjne stezenie
leptyny oraz stezenie greliny na czczo w surowicy krwi w 7. dobie po zabiegu operacyjnym.
U wszystkich pacjentow dokonywano oceny wybranych parametréow stanu odzywienia,
lokalizacji, stopnia zaawansowania i zroznicowania RJG oraz poziomu przedoperacyjnego
CEA. Do pomiaru poziomu greliny i leptyny wykorzystywano dostepne komercyjnie zestawy
RIA.

Wsrod pacjentow z RJG dominowata lokalizacja guza w odbytnicy - 40,4%
przypadkéw. 23,4% rakéw lokalizowato si¢ w esicy, w katnicy 17%, zstepnicy 10,6%,
wstepnicy 8,5% oraz w poprzecznicy 2,1%. Wszyscy chorzy badanej grupy byli operowani. U
3 pacjentow (6,4%) wykonano wyciecie miejscowe w technice TEM (Transanal Endoscopic
Microsurgery), u 12 pacjentow (25,5%) hemikolektomi¢ prawostronng, u 6 pacjentéw
(12,8%) hemikolektomi¢ lewostronng, u 8 pacjentéw (17,0%) sigmoidektomi¢, u 13
pacjentow (27,6%) niska przednig i miedzyzwieraczowa resekcje odbytnicy, kolektomi¢ u 3
pacjentow (6,4%). U wszystkich ww. pacjentow zabieg byt radykalny makroskopowo i
mikroskopowo. We wszystkich przypadkach w pooperacyjnym badaniu histopatologicznym
potwierdzono utkanie raka gruczolowego. Przewazaly przypadki pT4 stanowigce 61,7%
materiatu, pT3 stanowity 10,6%, pT2 17,1% oraz pT1 10,6%. U 26 pacjentow (55,3%) nie
stwierdzono przerzutdw w regionalnych we¢ztach chtonnych (pNO). U 10 (21,3%) stwierdzono
przerzuty w 1-3 wezlach chlonnych (pN1). Z kolei u 11 o0sob (23,4%) stwierdzono powyzej 3
weztow zmienionych przerzutowo (pN2). Histopatologiczna ocena stopnia zréznicowania
RJG wykazata przewaga raka o $rednim stopniu zréznicowania (G2) - 63,8% przypadkow.
Raki o wysokim stopniu zr6znicowania (G1) stanowity 21,3%, natomiast o niskim stopniu
zréznicowania (G3) stanowily 14,9% przypadkow. Komodrki raka gruczolowego

Sluzotworczego wystapity w 40,4% przypadkow.

Wyniki: Wykazano, podobnie jak w dotychczas opublikowanych badaniach,
statystycznie istotny spadek sredniego stezenia greliny zarowno 60 oraz 120 min po doustnym
podaniu 100 ml mieszaniny dlugotancuchowych kwasoéw tluszczowych w grupie kontrolnej
kobiet jak i mezczyzn (odpowiednio p=0,001 i p=0,01 oraz p<0,001 i p<0,001). Swiadczy to

o prawidlowym doborze grupy kontrolnej i poprawnosci protokotu badan. W przeciwienstwie
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do grupy kontrolnej oraz grupy m¢zczyzn z RIG, w grupie kobiet z RJG nie stwierdzono
statystycznie istotnego spadku Sredniego stezenia greliny zarowno po 60 min, jak 1 120
min po doustnym podaniu 100ml mieszaniny dtugotancuchowych kwasow tluszczowych
(p=0,08). Wykazano ponadto, ze w grupie kobiet z RJG wystepowal statystycznie istotny
wzrost stezenia greliny na czczo po zabiegu operacyjnym (p=0,01), czego nie stwierdzono
w grupie me¢zczyzn z tym nowotworem (p=0,2). Wykazano réwniez statystycznie istotnie
wyzsze stezenie greliny na czczo w grupie zdrowych kobiet w poréwnaniu do grupy
kobiet z RJG (p=0,048). Z kolei w grupie zdrowych m¢zczyzn stezenie greliny na czczo byto
nizsze w porownaniu do grupy pacjentow z RJG, ale roznica ta byla statystycznie nieistotna.

Poréwnano roéwniez pacjentéw ze wzgledu na pte¢ oraz wskaznik masy ciata (BMI)
zgodnie z wytycznymi WHO. Zgodnie z oczekiwaniami Srednie stezenie greliny zaréwno
na czczo jak i po podaniu mieszaniny dlugolancuchowych kwasow tluszczowych bylo
nizsze w grupie pacjentéw z nadwaga/otyloscia (BMI>25 kg/m?) w poréwnaniu do grupy
pacjentdw z prawidtowa masa ciata (BMI 18,5-24,9 kg/m?), ale roznice w stezeniu greliny
pomiedzy tymi grupami w danym punkcie czasu byly statystycznie nieistotne. W grupie
mezczyzn z RJG o prawidlowej masie ciala obserwowano statystycznie istotny spadek
poziomu greliny po 120 min po doustnym podaniu 100ml mieszaniny dlugotancuchowych
kwasow ttuszczowych (p=0,04). W grupie mezczyzn z nadwaga/otyloscia, z powodu malej
wielkos$ci grupy, nie obserwowano statystycznie istotnego spadku po tym czasie (p=0,27). Z
kolei w grupie kobiet z RJG z prawidlowa masg ciala oraz nadwaga/otyto$cia nie stwierdzono
statystycznie istotnego spadku stezenia greliny w surowicy po 60 min i 120 min po doustnym
podaniu 100ml mieszaniny dtugotancuchowych kwaséw ttuszczowych (p=0,85).

Nie wykazano statystycznie istotnych réznic porownujac st¢zenie greliny wsrod
pacjentow podzielonych na grupy ze wzgledu na lokalizacje guza. Dokonujac takiego
poréwnania z podziatem na pte¢, stwierdzono statystycznie znamiennie mniejsze stg¢zenie
greliny w grupie kobiet w stosunku do mezczyzn z RJG zlokalizowanym w okreznicy.
Ponadto, nie stwierdzono statystycznie istotnej roznicy stezenia greliny w zaleznosci od
glebokosci naciekania RJG pT (p=0,53), stopnia zajecia wezléw chlonnych pN (p=0,95),
braku lub obecnosci komodrek raka $luzowotwodrczego (p=0,6), zréznicowania komorek
RJG (p=0,36), stopnia zaawansowania kliniczo-patomorfologicznego (p=0,98), stopnia
zaawansowania wg klasyfikacji Dukesa w modyfikacji Astlera i Collera (p=0,96) oraz typu
wykonanej operacji (p=0,33). Nie stwierdzono rowniez korelacji stezenia greliny z wiekiem,

waga (w przeciwienstwie do grupy kontrolnej), wzrostem, catkowitg liczba limfocytow we
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krwi, stezeniem albumin, biatka, leptyny oraz antygenu karcynoembrionalnego w surowicy
krwi.

W analizie krzywej ROC w grupie kobiet stwierdzono, ze warto$¢ stezenia greliny
na czczo w surowicy krwi moze postuzyé do oceny ryzyka choroby przy punkcie odcigcia
wynoszacym <18,43 pg/ml (czutos¢ 37,5%, swoistos¢ 95,2% przy wskazniku wiarygodnos$ci
7,87). Z kolei analiza krzywej ROC dla zmian stezenia greliny po doustnym podaniu 100 ml
mieszaniny dlugotancuchowych kwasow thuszczowych wykazala przydatnosé tego
oznaczenia do oceny ryzyka wystapienia raka jelita grubego w grupie kobiet przy
punkcie odcigcia wynoszacym < 1,68 (czuto$¢ 86,7%, swoisto$¢ 85,71% przy wskazniku

wiarygodnosci 6,1).

Whioski: Grelina moze by¢ jednym z pierwotnych czynnikoéw ryzyka rozwoju raka
jelita grubego u kobiet poniewaz stwierdzono roznice jej stg¢zenia na czczo i po podaniu
mieszaniny dlugotancuchowych kwasoéw tluszczowych pomiedzy grupa zdrowych kobiet oraz
tych z RJG. Brak zalezno$ci stezenia greliny w surowicy krwi od stopnia zaawansowania
klinicznego oraz stanu patomorfologicznego raka jelita grubego moze $wiadczy¢, ze hormon
ten wywiera swoje dzialanie w wczesnym okresie karcynogenezy tego nowotworu. Ponadto,
rozw0j nowotworu jelita grubego zaburza, obserwowang w grupie zdrowych osob, korelacje
stezenia greliny z wskaznikiem masy ciala. Wykazano, ze operacyjne usunigcie raka jelita
grubego nie wplywa na stgzenie greliny w surowicy krwi co neguje wplyw samego
nowotworu na wystgpowanie obserwowanych zmian. Stwierdzone zmiany st¢Zenia greliny

moga jednak zosta¢ wykorzystane do oceny stopnia ryzyka raka jelita grubego u kobiet.
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XI. ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is one of the most common tumors in human population.
Several risk factors such as epidemiological, intestinal and diet have been identified.
Researchers still look for factors that would be able to join these elements in a logical way.
One of such integrating factors could be 28-amino acid hormone, discovered in 1999, named
“ghrelin”. At present, function of ghrelin is a subject of intensive research. Its wide
distribution in the human body indicate a wide spectrum of application. Published results
show a possible direct or indirect role of ghrelin in the carcinogenesis of the colorectal and
other cancers. However, ghrelin level and/or changes in ghrelin level in CRC patients have

not been studied in detail until now.

Research hypothesis: Based on published results it is possible that ghrelin could be
primary or secondary risk factor of developing colorectal cancer and its level and/or changes

in level in blood differ between healthy individuals and patients with colorectal cancer.

Aim: The aim of this research was to determine usefulness of ghrelin measure in
blood plasma in patients with colorectal cancer through comparison of ghrelin level in male
and female group: in fasting state in patients with CRC and healthy group, after ingestion of
long chain triglycerides and before and after operation. Plasma ghrelin level was also
compared between subgroups divided in respect of location of CRC, its staging, grading
presence or absence of mucinous adenocarcinoma cells. Furthermore, correlation between
plasma ghrelin level and selected parameters of nutritional status, carcinoembryonic antigen

(CEA) and plasma leptin level were examined in group of patients with colorectal cancer.

Material and Methods: 47 patients with CRC (23 male and 22 female; ranging in age
from 36 to 85 years with a mean of 68.1 years) treated in the Department of General Surgery
and 37 healthy individuals (16 male and 21 female; ranging in age from 22 to 67 years with a
mean age of 40.4 years) were included in the study. From patients fulfilling the inclusion and
exclusion criteria, the full protocol was carried out in 31 patients. In 16 patients ghrelin level
was measured before and on the 7. postoperative day due to technical and methodological

problems.
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The full protocol of the study consisted of preoperative collection of ghrelin fasting
blood sample, ingestion of 100 ml long chain triglycerides and blood sampling performed
every 60min for 2 housers postprandialy. Additionally, a fasting blood sample was collected
on the 7. day postoperatively. Selected parameters, including body mass index, nutritional
status, location of tumor, grading, staging, preoperative CEA and leptin level were analyzed
in this study. Total ghrelin and leptin level in plasma were analyzed using commercially
available RIA.

Forty percent, 23%, 17%, 10%, 8% and 2% of the subjects were affected, respectively, by
carcinomas of the rectum, sigmoideum, caecum, colon descendens, colon ascendens and
transversum. All the patients were operated on. Three (6.4%), 12 (25.5%), 6 (12.8%), 8 (17%)
and 13 (27.6%) of the subjects had, respectively, local excision using TEM (Transanal
Endoscopic Microsurgery), right hemicolectomy, left hemicolectomy, sigmoidectomy, low
anterior and intersphincteric rectum resection. All these patients had a macro- and
microscopic radical operation. Colorectal adenocarcinoma was confirmed in all cases in
postoperative histopathological examination. Ten percent of the adenocarcinomas were at
stage pT1 according to TNM staging system, 17% at stage pT2 , 10% at stage pT3 and 61%
at stage pT4. In 26 patients (55,3%) there was no regional lymph nodes invasion detected
(pNO). In 10 subjects (21,3%) there was between 1 and 3 positive lymph nodes (pN1) and in
11 (23,4%) over 3 positive lymph nodes (pN2) were detected. Sixty-three percent, 21% and
14% of the subjects were affected, respectively, by middle differentiation grade (G2), high
differentiation grade (G1) and low differentiation grade (G3) carcinomas. In 40,4% of cases

mucinous adenocarcinoma cells were identified.

Results: Similar to other published papers in medical literature, mean plasma ghrelin
concentration decreased statistically significantly after 60 and 120 minute in the postprandial
period both in male and female control group (respectively p=0.001 and p=0.01; p<0.001 and
p<0.001). It proves the proper selection of the control group and correctness of the study
protocol.

In contrast to the control and male CRC group there was no statistically significant
decrease in ghrelin concentration among female patients (p=0.08). Furthermore, there was a
statistically significant increase in postoperative fasting ghrelin concentration among female
patients (p=0.01), what was not observed in CRC male group (p=0.2). Mean fasting plasma
ghrelin concentration in healthy female control group was statistically significantly increased

in comparison to CRC female group (p=0.048). Mean fasting plasma ghrelin concentration in
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healthy male control group was lower in comparison to CRC male group, but the difference
was not statistically significant.

As expected, comparison of patients based on gender and body mass index (BMI),
according to WHO calculation, showed lower mean fasting and postprandial plasma ghrelin
concentration among overweight and obese patients (BMI >25 kg/m?), but the differences
were not statistically significant. Mean plasma ghrelin concentration fell statistically
significantly after 120 minutes postprandialy in CRC male group with normal weight (BMI
18.5-24.9 kg/m”) (p=0.04). Due to small number of subjects in CRC overweight/obese male
group no statistically significant decrease of postprandial mean plasma ghrelin concentration
was noticed (p=0.27). Among CRC female group with normal weight and overweight/obese
group there was no statistically significantly decrease in postprandial mean plasma ghrelin
concentration (p=0.85).

There were no differences in mean fasting plasma ghrelin concentration between
subgroups divided based on location of CRC. Making comparison in terms of gender,
statistically significantly lower level of plasma ghrelin among CRC female group than in male
CRC group in colon was observed. Furthermore, there was no statistically significantly
difference in mean fasting plasma ghrelin concentration in subgroups divided in respect of
invasion grade pT (p=0.53), presence of lymph nodes metastasis pN (p=0.95), differentiation
grade (p=0.36), Dukes, Astler-Coller staging (p=0.96), presence of mucinous adenocarcinoma
cells (p=0.6) and type of performed operation (p=0.33). Age, weight (in contrast to the
healthy control group), height, total lymphocyte count, plasma albumin and protein
concentration and preoperative CEA level was found to be not correlated with the fasting
ghrelin concentrations.

ROC curve analysis showed that fasting plasma ghrelin concentration can be useful in
risk assessment of colorectal cancer disease with cut-off point <18.43 pg/ml (sensitivity
37.5%, specificity 95.2%; likelihood ratio 7.87) in female group. ROC curve analysis
showed that changes in postprandial plasma ghrelin concentration can be useful in risk
assessment of colorectal cancer disease with cut-off point < 1.68 pg/ml (sensitivity 86.7%,

specificity 85.7%; likelihood ratio 6.1) in female group.

Conclusion: Ghrelin could be one of the primary risk factors of developing colorectal
cancer in female because of the confirmation statistically significant difference in fasting and
postprandial plasma ghrelin level between healthy control and CRC female group. The lack of

difference in plasma ghrelin concentration between various stages and cell differentiation
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grade of CRC suggests that ghrelin exerts its activity in the early period of CRC
carcinogenesis. Furthermore, the progression of the disease disturbs the correlation between
BMI and plasma ghrelin level, which was observed in healthy control group. Radical
resection of the CRC has no influence on plasma ghrelin level what, in turn, negates influence
of the tumor alone on observed changes. However, identified changes in plasma ghrelin
concentration among female with CRC may be used to assess risk of developing CRC in this

group of patients.
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