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ZASTOSOWANE SKROTY

ABC - technika bada immunohistochemicznych oparta na tworzeniu
kompleksu awidyna - biotynylowana peroksydaza (aagdin - biotyn -
peroxidase complex)

ACN - acetonitryl

ACTH — hormon adrenokortykotropowy (kortykotropina)

AgRP - biatko Agouti (ang. Agouti-related peptide)

AN — anoreksja (ang. anorexia nervosa)

(komérki) APUD — komorki rozproszonego ukiadu endgokego, komorki
gromadzace i dekarboksylace prekursory amin katecholowych (ang. amine-
precursors-uptake-decarboxylation)

ARC — jadro tukowate podwzgoérza (ang. arcuate nucleus)

aTg — przeciwciata przeciwko tyreoglobulinie

aTPO - przeciwciata przeciwko peroksydazie tarcewgjo

BMI — wskaznik masy ciata (ang. body mass index)

CART - transkrypt regulowany kokamn amfetamin

DIT - 3,5-dijodotyrozyna

D1, 2, 3,4 —dejodynaza 1, 2, 3, 4

DMN - jadro grzbietowo-prz§rodkowe podwzgorza

EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy

ER — siateczka wewdtrzplazmatyczna (ang. endoplasmic reticulum)

fT3 — wolna trgjjodotyronina

fT4— wolna tyroksyna

GABA — kwasy-aminomastowy

GFR — wspoéiczynnik przgszania kébuszkowego (ang. glomerular filtration
rate)

GH - hormon wzrostu (ang. growth hormone)



GHD - somatotropinowa niedoczyrio przysadki (ang. growth hormone
deficiency)

GHRH - hormon uwalniggy hormon wzrostu, somatoliberyna (ang. growth
hormone releasing hormone)

GHRL - gen prepro-ghreliny (gen ghreliny)

GHRP - 1, 2, 6 — peptydowe czynniki uwalg@@ hormon wzrostu (sekretagogi
hormonu wzrostu; ang. growth hormone releasingipepy

GHS - czynniki uwalniagjce hormon wzrostu (sekretagogi hormonu wzrostu)
GHS-R - receptor sekretagogéw hormonu wzrostu

GHS-R1a, GHS-R1b - podtypy receptora GHS-R

GLP-1R - receptor peptydu glukagonopodobnego

GLUT4 — transporter glukozy 4

GnRH - gonadoliberyna

GOAT - O-acyltransferaza ghreliny (ang. ghrelin €d&ansferase)

GPR39 - receptor wginie uwaany za receptor obestatyny

HDL - lipoproteina o wysokiej gstasci

HOMA-IR — wskanik insulinoopornéci

HT — hormony tarczycy

5-HT — 5-hydroksy — tryptamina (serotonina)

IGF-1 — insulinopodobny czynnik wzrostu 1

IL1 — interleukina 1

IL6 — interleukina 6

L-692,429 — niepeptydowe czynniki uwalrieg hormon wzrostu (sekretagogi
hormonu wzrostu)

LDL — lipoproteidy o niskiej gstasci

LH — hormon luteinizuyjcy (lutropina)

MAPK — kinaza biatkowa aktywowana przez miogenyg(amitogen-activated
protein kinase)

MCT - transporter hormonow tarczycy (ang. monocaytaie transporter - 8)

MIT - monojodotyrozyna



MK-0677 - niepeptydowy czynnik uwalniggy hormon wzrostu (sekretagog
hormonu wzrostu)

MRNA — matrycowy kwas rybonukleinowy

MTC — rak rdzeniasty tarczycy (ang. medullary thgrcancer)

NAA — noradrenalina

NIS - symporter sodowo-jodkowy

NPY — neuropeptyd Y

OATP1C1 - transporter hormonéw tarczycy (ang. amaacid transporter
protein 1c1)

OUN - grodkowy uktad nerwowy

PAF-acetylhydrolaza - acetylhydrolaza czynnika wakijgcego ptytki (ang.
platelet-activating factor — acetylhydrolase)

PC1/3 - konwertaza 1/3

POMC - proopiomelanokortyna

PRL - prolaktyna

PVN - jadra okotokomorowe podwzgorza

PWS - zespd6t Prader-Willi

rhGH - rekombinowany GH

RIA - radioimmunologiczna metoda analizy

Ir'T; — odwrotna trojjodotyronina (rewers — trojjodotyioa)

RQ — wspotczynnik oddechowy (ang. respiratory cpra)i

RT-PCR - reakcja facuchowa polimerazy z odwrattranskrypcy

SCF - czynnikvzrostu komérek pnia (ang. stem cell factor)

SD — odchylenie standardowe

T, - dijodotyronina

T3 — trojjodotyronina

T, — tetrajodotyronina (tyroksyna)

TAG - tréjglicerydy (triacyloglicerole)

TFA - kwas trifluorooctowy

Tg - tyreoglobulina

TM - domeny przezbtonowe



TNFa - czynnik martwicy guza (ang. tumor necrosis faao

TR - receptory hormonow tarczycy

TRAD — przeciwciata przeciwko receptorowi tyreotrop

TRH — hormon uwalniajacy tyreotrogiriang. thyreotropin releasing hormone)
TSH - hormon tyreotropowy (tyreotropina)

UPC - mitochondrialne biatko rozggajgce

USG - ultrasonografia

VHDL - lipoproteidy o bardzo wysokiejggtasci

VIP — wazoaktywny peptyd jelitowy (ang. vasoacintestinal peptide)

VMN - jadro brzuszno-przyodkowe podwzgoérza



1 WSTEP

Ghrelina i obestatyna as peptydami pochodzymi ze wspolnego
prekursora — prepro-ghreliny. Ghrelina zostata gt#gkfako pierwszy naturalny
sekretagog hormonu wzrostu (czynnik uwalggj hormon wzrostu) (Kojima
iwsp., 1999). Wielonargdowa ekspresja ghreliny, jak i jej receptorow
pociagnety za sola badania, ktore udowodnity jej wszechstronaktywnaé
biologiczrg. Wkrotce stwierdzonase ghrelina jest m.in. kluczowym regulatorem
procesOw metabolicznych silnie stymualeym apetyt, przyrost masy ciala
I motoryke przewodu pokarmowego (Broglio i ws2001, Wren i wsp.2001a,
Barazzoni i wsp.2004, Heijboer i wsp2006).

Drugi z peptydow - obestatyna od momentu wyizoloaan 2005r. budzi
wiele kontrowersji (Zhang iwsp., 2005). W pierwotnym badaniu
przeprowadzonym na zwietach powodowata zmniejszenie apetytu, hamowata
przyrost masy ciata oraz spowalniala moterykotadka i jelit. Dziatanie
obestatyny byto zatem przeciwstawne w stosunkwepsigstrzanego peptydu.

Pomimo, ze niektére poniejsze prace podaty w agipliwosc
antagonistyczne dziatanie ghreliny i obestatynyh mspolne pochodzenie
sprawia, ze nieustannie trwajposzukiwania podobistw i raznic pomedzy
tymi peptydami. Zagadnienie to jest szczegOlnieergdujce w aspekcie
regulacji proceséw metabolicznych.

Zaburzenia funkcji tarczycy wia sie z zachwianiem réwnowagi
energetycznej organizmu. Nadczysédarczycy prowadzi do przyspieszenia,
a niedoczynn& do spowolnienia tempa przemian metabolicznych. iN@na
zatem wykluczy, ze istnieje powdzanie pomgdzy stanem funkcjonalnym
tarczycy a produkgji uwalnianiem ghreliny i obestatyny. Zates¢ ta jest tym
bardziej prawdopodobnaze oprécz osi podwzgorzowo — przysadkowo -
tarczycowej na czynié gruczotu tarczowego magwptywaé takze czynniki

lokalne. Naley rozwazy¢ wiec, czy ghrelina i obestatyna baorudziat
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w powstawaniu typowych objawow dysfunkcji tarczyltb odwrotnie - czy
peptydy te mog by¢ elementem mechanizmu kompensego zaburzenia

wywotane nadmiarem lub niedoborem hormonow tarczycy
1.1 Synteza ghreliny i obestatyny

Gen prepro-ghreliny (gen ghrelinyGHRL - prekursora ghreliny
I obestatyny znajduje sina ramieniu krotkim chromosomu 3 (locus 3p 25-26).
Sktada s} z czterech egzonéw kodigych (1-4), krotkiego egzonu 0, egzonu -1

oraz trzech intronow (Seim i ws2Q07) (ryc. 1)

0 11 GHRL 3 4
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| 9_/\5_62“ bp :

Ryc. 1Struktura genu prepro-ghrelinHRL) wg Seim i wsp. (2007)

Opisano dwa miejsca inicjacji transkrypcji genu gueeghreliny: jedno
w pozycji -80. i drugie w pozycji -555. w stosunéta kodonu inicjujcego ATG.
Istniep zatem dwa rine transkrypty mRNA prepro-ghreliny — domigcg
w organizmie cztowieka forma A oraz forma B (Kandamiowsp.,2004).

Transkrypt A koduje prepro-ghretin skladagca sie z 23-
aminokwasowego peptydu sygnatowego i 94-aminokwagoproghreliny.
W wyniku proteolizy z proghreliny powstgjgtéwne produkty kfcowe -
ghrelina (z egzonu 1 i 2) oraz obestatyna (z eg&)niseim i wsp.2007) (ryc.
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2). Enzymy biogce udziat w tym etapie syntezy peptydow nie zosjeszcze
dokladnie okrélone. Najbardziej prawdopodobna, zwilaszcza w pieces
powstawaniu cgsteczki ghreliny, jest rola konwertazy 1/3 (PC1(3Bhu i wsp.,
2006).

Gihrelin gene

Ghrelin mRNA Pre-pro-des-Gilnl 4-ghrelin mBENA Exon-3 deleted mRNA
Preproghrelin Pre<pro-des-Cinl d=ghrelin Exom-3 deleted preprohreln
Proghrelin Pro-des-Glnl4-ghrelin Exon-3 deleted prohielin
T E— ——
Des-acy] ghrelin] C-phrelin || Des-pey] des-Gin 14-ghrelin | [C-ghreling | Des-acyl ghrelin COOH-
* * + * + terminal A3
: : : 3 . peptide
Ghrelin [ Obestatin des-Giln [4-ghrelin i.]bcstnnn[ Cihrelin

Ryc. 2Produkty genu ghreliny wg Soares i Leite-Moreir@(@)

Ghrelina zaliczana jest do licznego grona hormonpeptydowych
(ACTH, B-lipotropiny, enkefaliny, endorfiny, dynorfiny, clexystokininy)
powstajcych w wyniku proteolizy ich prekursora w miejscgsiadupcym
z lizyna lub argining (Kakidani i wsp.,1982, Noda i wsp.1982, Mains i wsp.,
1983, Takahashi iwsp.1985). Aminokwasy te przewaie $ usuwane
z ostatecznego produktu. W przypadku proghrelinyzpd nas¢puje najczsciej
za Arg® dapc 28-aminokwasow czsteczk ghreliny (fragment 1-28
proghreliny, masa @steczkowa 3314Da). Rzadziej w wyniku proteolizyeutz
Arg®® powstaje peptyd 27-aminokwasowy (Hosoda iws003). Stosunek
krotszej formy ghreliny do jej @steczki 28-aminokwasowej w gtdwnym
miejscu produkcji ghreliny - btoniduzowejzotadka wynosi 1:3 (Hosoda i wsp.,
2003).

Koncowg modyfikacp syntezy ghreliny jest acylacja w pozycji Ser3
(Kojima iwsp., 2001). Zwaywszy na fakt,ze ghrelina jako jedyny peptyd
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w organizmie cztowieka podlega acylacji przez Namidwy kwas tluszczowy,
jest to proces unikatowy. Najgriej w modyfikacji tej uczestniczy kwas
kaprylowy (C8:0), ale mae by on zasipiony przez kwasy kaprynowy (C10:0)
lub dekenowy (C10:1) (Hosoda iws@003) (ryc. 3). Acylacja zwksza
hydrofobowd¢ czasteczki ghreliny, co unmiwia aktywacg jej receptora,
atake wigzanie z bialkami osocza (De Vriese iwsg2007). Enzymem
odpowiedzialnym zaet modyfikacg jest O-acyltransferaza ghreliny (GOAT,
ghrelin O-acyltransferase) (Yang i wspQ08).

Biorac pod uwag diugas¢ tancucha aminokwasowego formy ghreliny
mozna zatem zakwalifikow@a do dwoéch grup (28- lub 27-aminokwasowa
czgsteczka ghreliny), a uwzglniagc rodzaj acylacji cgsteczki ghreliny - do
czterech grup (ghrelina nieacylowana, ghrelina@eggha kwasem kaprylowym,
kaprynowym lub dekenowym). W organizmie cztowiekgaslowano wszystkie
formy ghreliny. Casteczka 28-aminokwasowa acylowana przez kwas kapyyl

I jej forma nieacylowana wygbuja jednak najcgsciej (Hosoda i wsp2003).

l 3

TNATNETD N o v
NH,— Q/(E:ED(Ser EIEJLeu(\SfL Pro 4l His(c

(4]
|
c=0
ml"n
HCH
|
HCH
|

HCH Lys
28

|
HEH Pro oy P
I]E!'l[ L‘,fs Leu,&Lg — COOH

I
HCH

H

Ryc. 3 Struktura czsteczki ghreliny acylowanej kwasem kaprylowym wg ndéz-
Sanchez i wsp. (2006).

W zotadku stosunek ghreliny nieacylowanej do acylowangnesi 2:1.
W osoczu natomiast forma nieacylowana stanowi zi@egry wickszaé -
ok. 90% (Hosoda iwsp.2003, Bang iwsp.,2007). Wynika to gtownie
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z niestabilnéci ghreliny acylowanej i z natychmiastowegogrdania aktywnej
formy peptydu przez receptory tkankowe (Hosodap.w&004, Akamizu i wsp.,
2005).

W transporcie ghreliny acylowanej baoudziat tréjglicerydy (TAG) oraz
lipoproteiny o niskiej (LDL), wysokiej (HDL) i bamb wysokiej @stcici
(VHDL) (Beaumont iwsp., 2003, De Vriese iwsp.,2007). Ghrelina
nieacylowana w 0soczu wygiluje natomiast w formie niezgaane,;.

Nie zostatlo do kaca wyjanione, czy ghrelina nieacylowana powstaje
bezpdrednio z proghreliny, czy tew wyniku deacylacji ghreliny poprzednio
zmodyfikowane] kwasem tluszczowym. Bior pod uwag drugy z hipotez,
istnieje wiele prawdopodobnych enzymow mogch br& udziat w procesie
deacylacji np. butyrylcholinesteraza, PAF-acetyliojaza, karboksylesteraza,
paraoksonaza | , ktore zygane § z lipoproteinami wjzacymi ghrelire
acylowara (Beaumont iwsp.2003, De Vriese iwsp.2007). Wykazanoze
ghrelina inkubowana z poszczegélnymi frakcjami dgwymi wykazywata
réznego stopnia sktongé do deacylacji - najsilniejgz pod wptywem LDL
i VHDL, stabsz w obecnéci HDL, a znikoma po inkubacji z TAG (De Vriese
I wsp.,2007). Casteczka ghreliny poddawana jest rownmeocesowi deacylacji
przed wydaleniem z organizmu przez nerki (De Vriessep.,2004).

Drugim peptydem powstggym z prepro-ghreliny jest obestatyna. Jej 23-
aminokwasowa csteczka pochodzi z C-koowego fragmentu prekursora {76-
98} (Zhang iwsp.,2005) Podobnie jak ghrelina, obestatyna réwniglega
posttranlacyjnej modyfikacji. W tym przypadku jegh amidacja motywu
Gly-Lys C-kaicowego fragmentu fecucha aminokwasowegdbestatyna ma
struktue o-helikall. Sktada si z dwoch domen, a integrak®o czasteczki
zapewniag wigzania wodorowe w obbie helisy. Nagaray i wsp. wykazalie
czasteczka obestatyny {1-23} me uleg& rozpadowi na dwa fragmenty {1-10}
i {11-23} (Nagaraj i wsp.2008) (ryc. 4).
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) ®

. e C- termini
C- termini

N- termini

M- termini

Ryc. 4Helikalna struktura fragmentu obestatyny {1-23} {Abestatyny {11-23}(B)
wg Subasinghage i wsp. (2010)

Oprocz ghreliny i obestatyny produktami prepro-gihge moga by¢
réwniez des-Glri*-ghrelina i C-ghrelina. Des-Glfghrelina powstaje na skutek
proteolizy rzadkiego wariantu proghreliny pozbavépglutaminy w pozycji 14
(Hosoda i wsp.2000). Wykazuje ona aktyws® biologiczrg rowrng ghrelinie
I jest drugim endogennym ligandem dla receptorokretagogéw hormonow
wzrostu. U cztowieka powstaje jednak w znikomyab¥dlach (Hosoda i wsp.,
2003). Natomiast C-ghrelina jest 66-aminokwasowyagmentem proghreliny
{29-94} kodowanym przez egzon 2-4 (Seim i wspQ07). Mae ona dawa
pocatek innym peptydom, gtownie obestatynie, ale zéaksamodzielnie

funkcjonowd& w osoczu.
1.2 Ekspresja tkankowa ghreliny

Ghrelina po raz pierwszy zostata wyizolowana z ptélnzowej zotagdka
szczura (Kojima i wsp1999). Stwierdzono jej obecfiow tzw. komdrkach X/A
wchodzcych w skiad rozproszonego uktadu neuroendokrynné&gonérki te
w najwickszej ilaéici wysiepuja w dniezotadka, gdzie stanowi20-25% komorek
btony sluzowej (Date i wsp.2000b). Badania nad eksprgskankows ghreliny

u cztowieka potwierdzityze zotadek jest gldwnym miejscem jej produkcji. W tej
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lokalizacji stwierdzono tzw. typ zamkny komoérek X/A. Polaone g one
gieboko w Dbtonie sluzowej w poblku sieci naczfy krwionosnych blaszki
wlasciwej, co sprawia,ze produkowana wzotadku ghrelina uwalniana jest
bezpdrednio do naczy krwionasnych (Kojima i Kangawa, 2002). W dalszym
odcinku przewodu pokarmowego liczba komoérek zagtiknh stopniowo
maleje, a w ich miejsce pojawsajsic komorki otwarte. Wyspuja one
powierzchownie w btoniéluzowej i uwalniag ghrelire do swiatta jelita (Kojima

I Kangawa, 2002).

Gastrektomia redukuje poziom ghreliny osoczowejko @6% (Ariyasu
i wsp., 2001). Niemniej jednak dgki produkcji tego peptydu w wielu innych
nargzdach centralnych i obwodowychesgnie ghreliny szybko powraca do
poziomu wyjciowego. Ekspresjghreliny wykazano w podwzgorzu, przysadce,
jelicie cienkim i grubym, wtrobie, trzustce, ptucach, nerkach, nadnerczach,
tarczycy, jajnikach, gdrach i wielu innych nagdach (Date iwsp.2000b,
Hattori i wsp.,2001, Gnanapavan i ws®2002, Dixit i wsp.,2004, Ghelardoni
I wsp., 2006, Raghay i wsp2006, Gronberg i wsp2008, Dagli i wsp. 2009,
Ueberberg i wsp2009).

Obecnd¢ ghreliny stwierdzono ponadto w zmianach nowotworchw—
gtbwnie w guzach przysadki mozgowej, podwzgdrza zorguzach
neuroendokrynnych przewodu pokarmowego i uktadueobddwego (Papotti
I wsp., 2001, Volante i wsp.2002a, Volante i wsp2002b). Ekspresjpeptydu
wykazano take w innych guzach nowotworowych tagodnych isd@ych m.in.

w gruczolaku wtrobowokomdérkowym, raku piersi i raku prostaty (€as

I wsp., 2001, Jeffery i wsp.2002, Murata i wsp.2002, Jeffery i wsp.2005).
Opisywano réwnig przypadki guzow neuroendokrynnych o szczegOlnie
zaznaczonej ekspresji ghreliny (ghrelinoma) (Cdebetwsp., 2003, Tsolakis

i wsp.,2004).

W zyciu ptodowym gtdbwnymzrodiem ghreliny jest trzustka, gdzie
ekspresja matrycowego RNA (mRNA) peptydu jest 6azyr wiksza nk
w zotadku i zmniejsza si stopniowo dopiero po urodzeniu (Chanoine i Wong,

2004). Nie zbadano dotychczas, ktore komorki tkiusi odpowiedzialne za
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produkcg ghreliny. Bierze si pod uwag komorki o, B, niedawno odkryte
komorki ¢, ale rozwaa st takze udzial nowego, dotychczas nie zbadanego
trzustkowegarodta ghreliny (Date 1 wsp2002a, Volante i wsp2002a, Wierup

I wsp., 2002, Prado i wsp2004). Wzyciu ptodowym synteza ghreliny odbywa
sie takze w ptucach (Volante i wsp2002b), tarczycy (Volante i wsp2003),
nerkach (Mori i wsp.2000), tazysku (Gualillo i wsp.2001), przysadce (Volante

i wsp.,2009) i w pdrach ptodéw reskich (Tena-Sempere i wsg002).

Ekspresja ghreliny w tarczycy

Kanamoto i wsp. (2001) jako pierwsi wykazali ekspreghreliny
w tarczycy. Metod Northern blot autorzy stwierdzili obecitomRNA peptydu
w nowotworowej linii komérek C raka rdzeniastegociycy (komorkach TT).
Wyniki te potwierdzono, oznaczgj metod radioimmunologicza skzenie
ghreliny wydzielanej przez komorki TT oraz oceatagkspresj peptydu metogl
immunohistochemiczn Uzupetnieniem tych badayto stwierdzenie obecsa
genu ghreliny w komorkach C raka rdzeniastego yancgNakai i wsp.2004).

Zespot Raghay (2006) metodami  molekularnymi  (RT-PCR
I immunohistochemicznymiwykazat ekspregj peptydu w komorkach raka
brodawkowatego, qcherzykowego i rdzeniastego, ale #akw komodrkach C
zdrowej tarczycy. Nie stwierdzono natomiast obdchghreliny w komaorkach
pecherzykowych.

Ekspres; ghreliny w nowotworach zkiwych tarczycy potwierdzili
rowniez Zhang i wsp. (2006), wykazg metod immunohistochemiczn
obecné¢ peptydu zarowno w raku brodawkowatym,ecperzykowym,
rdzeniastym, jak i anaplastycznym tarczycy.

Badania dotycxe obecnéci ghreliny w zdrowej tkance tarczycy,
zapaleniach tarczycy i guzach tagodnych nie pozwoliotychczas na
wyciagniecie jasnych wnioskéw. Zhang i wsp. (2006) nie stdadi ekspresji
ghreliny w podostrym zapaleniu tarczycy, zapaletyjou Hashimoto, chorobie
Graves-Basedowa, wolu guzowatym, ani w zdroweptarg. Natomiast analiza

odczynu immunohistochemicznego ghreliny w wolu guatym obogtnym
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wykazata obecri@ ghreliny w komorkach parafolikularnych i, w mnizysn
stopniu, folikularnych, co potwierdzono ogeekspresji genu ghreliny techgik
RT-PCR (Ruchata 2007)Karaoglu i wsp. (2009) zaobserwowali natomiast
wyrazng ekspresj ghreliny w komoérkach g¢cherzykowych zdrowej tkanki
tarczycy, w zapaleniu typu Hashimoto, a znaczniabss - w raku
brodawkowatym tarczycy.

Zespot Volante (2003) badat wgpbwanie ghreliny w zdrowej tarczycy
dorostego cztowieka, guzach typgcperzykowego i w tarczycy ptodowej|. Na
podstawie zastosowanych metod immunohistochemiteoyaz molekularnych
(hybrydyzacja in situ oraz RT-PCR) autorzy wykazilng ekspresj ghreliny
w tarczycy ptodowej. Natomiast w zdrowej tarczycydzi dorostych nie
stwierdzono obecrai ghreliny. Do re-ekspresji peptydu dochodzito panie

tylko w przypadku guzow folikularnych.
1.3 Ekspresja tkankowa obestatyny

Obestatyna zostata po raz pierwszy wyizolowana anybtsluzowej
zotadka szczura (Zhang i wsf2005). Podobnie jak w przypadku ghreliny, zak
u ludzi zotadek jest gtdbwnym miejscem produkcji obestatyny (fesr i wsp.,
2008, Zhao i wsp.2008). Wykazanoze u pacjentow po gastrektomii ngsije
znacacy spadek jej stenia w osoczu (Furnes i ws@g0Q08, Kim i wsp.2009).

Odczyn immunohistochemiczny obestatyny poaadkiem jest wyranie
stabszy (Volante i wsp2009). Ekspresjtego peptydu stwierdzono dotychczas
w jelicie cienkim i grubym, tarczycy, trzustce oramabtonku przewodow
mlekowych (Gronberg iwsp.2008, Karaoglu iwsp.2009, Volante iwsp.,
2009). Wysgpowanie obestatyny wsmdkowym uktadzie nerwowym (OUN)
jest przedmiotem dyskusji. Zesp6dt Volante (2009kojgedyny odnotowat
immunoreaktywné¢ obestatyny w przysadce.

Ekspres} obestatyny stwierdzono réwniev tkankach nowotworowych -
w guzach tarczycy, przytarczyc, trzustki i przewqobkarmowego (Karaoglu
I wsp.,2009, Tsolakis i wsp2009, Volante i wsp2009).
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U ptodu obestatyn wykazano w tych samych tkankach, w ktorych
w okresie prenatalnych obecna jest ghrelina - wustice, przewodzie
pokarmowym, ptucach, przysadce i tarczycy, przewea w koekspresji
z chromogranig A (Volante i wsp.2009).

Ekspresja obestatyny w tarczycy

Nieliczne prace podejmowaly temat ekspresji obgstatw tarczycy.
Karaoglu i wsp. (2009) wykazali obecitoghreliny i obestatyny w zdrowej
tkance tarczycy, zapaleniu typu Hashimoto oraz tadkgawkowatym tarczycy.
Odczyn immunohistochemiczny obu peptydow w badamateriale lokalizowat
sic w obrbie komérek pcherzykowych. Zespdt Volante (2009) natomiast,
analizupc ekspresj obestatyny w guzach neuroendokrynnych, wykazat jej

obecnd¢ w niektorych z badanych przypadkéw nowotworéw 2oy .
1.4 Receptory ghreliny

Ghrelina zostata odkryta jako pierwszy naturalryatid dla receptora
sekretagogdéw hormonu wzrostu (GHS-R) (Kojima iwsi099). Wczéniej
znane byty tylko syntetyczne — peptydowe i niepdptye zwazki powodujce
jego aktywagj (Howard i wsp.,1996).

GHS-R jest receptorem zgyvanym z biatkiem G. Jego struktura
aminokwasowa jest w ponad 50% homologiczna ze tstrukreceptora dla
neurotensyny i motyliny (Howard i wsl996). Gen receptora GHS-R znajduje
siec na chromosomie 3 (locus 3926.2) i sktada midwoch egzonow (McKee
I wsp., 1997). Jeden egzon koduje domeny przezbtonowe (fédgptora od
TM1 do TM5, adrugi TM6 i TM7. Znanegdwa warianty receptora GHS-R —
la i 1b. GHS-Rla skiada¢siz 366 aminokwasow i posiada 7 domen
przezbtonowych. Receptor ten silnie gwe ghrelie i bierze udziat
w przekazywaniu jej dziatania biologicznego (Gnamam i wsp.2002). Podtyp
GHS-R1b powstaje w wyniku alternatywnej transkrypgjlko pierwszego
egzonu, sid sklada s wylacznie z p¢ciu domen przezbtonowych i nie
wykazuje aktywnéci biologicznej (Smith i wsp1999, Petersenn i ws2001).
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Aktywacja receptora GHS-R1la wyzwala sygnat zayeod fosfolipazy
C, nasilagc przemiany fosforanu inozytolu i aktywadfinazy C, co powoduje
zwickszenie s{zenia wapnia wewgirzkomoérkowego (Kojima iwsp.2001,
Hosoda i wsp.2003). Mechanizm ten 2ai si¢ zatem od pobudzenia receptora
GHRH, ktore uruchamia szlak kinazy A i zksza sgzenie cAMP (Cheng
i wsp.,1989).

Oba typy receptora ghreliny wykazugzerolg ekspresj narzdows.
GHS-R1a wysipuje gtdwnie w przysadce mozgowej i podwzgorzu, talee
w innych obszarach mdézgu — m.in. w hipokamf®ward i wsp.,1996, Guan
I wsp., 1997). Obwodowo GHS-Rl1la wygiuje w zotadku, jelicie cienkim
I grubym, trzustce, ptucach, sercu, nerkach, targzyadnerczach, gonadach
I wielu innych naradach (Papotti i wsp2000, Hattori i wsp.2001, Gnanapavan
I wsp., 2002, Dixit iwsp., 2004, Leite-Moreira i Soares, 2007). Obe&no
receptora GHS-Rla we wioknach czuciowych nerwgdr®go swiadczy
o bliskim gsiedztwie ich zakeczen z komorkami produkagymi ghrelire
i umazliwia przekazywanie dziatania ghreliny do OUN dgogwtdkien
dosrodkowych (Date i wsp2002b, Burdyga i wsp2006).

Uwazany za nieaktywny receptor GHS-R1b wykazuje jeszszersz
ekspresj naradowg z najwiekszym nasileniem w przysadce méozgowej, skérze
I myocardium (Papotti i wsp2000, Gnanapavan i ws2002).

Obecnd¢ receptorow GHS-Rla i GHS-R1b w tarczycy zostata
potwierdzona w licznych badaniach, metodami immistobhemicznymi oraz
molekularnymi (RT-PCR) (Cassoni iwsp2000, Papotti iwsp.,2000,
Gnanapavan i wsp2002, Ruchata 2007, Ueberberg i wg209).

W zwiazku z tym,ze opisano efekty dziatania ghreliny takw tkankach
nie wykazugcych ekspresji receptora GHS-R1a, np. kardiomiatytsugeruje
sie istnienie dodatkowego, nie zbadanego do tej pageptora ghreliny
(Baldanzi i wsp.,2002). Dotychczas nie poznano réwnieeceptora ghreliny
nieacylowanej. Wiadomo bowiem;e receptor GHS-R1la aktywowany jest
wytacznie przez ghrelinzmodyfikowan kwasem tluszczowym (Hosoda i wsp.,
2006).

20



1.5 Receptor obestatyny

Obestatyna poagtkowo zostata opisana jako pierwszy endogenny tdgan
dla sierocego receptora GPR39, ktéry podobnie ¢alegtor GHS-R nahy do
rodziny receptoréw motyliny i neurotensyrighang i wsp.,2005). Niemnigj
w p&zniejszych badaniach nie stwierdzonogzénia obestatyny na komorkach
wykazupcych ekspresgjreceptora GPR39 (Lauwers i wsp006, Chartrel i wsp.,
2007, Holst i wsp.2007, Trembley i wsp2007). Réwnie Zhang i wsp. (2008)
w swych pdéniejszych badaniach nie potrafili udowoéHigaciji obestatyny z
tym receptorem. Zaobserwowano natomiaste aktywac¢ receptora,

a w konsekwencji zwkszenie stzenia  wapnia wewtrzkomoérkowego
powodup jony cynku mogce by ligandem lub modulatorem receptora GPR39
(Holst i wsp.,2007).

Trwaja zatem poszukiwania receptora obestatyny. Wysoini
przypuszczenigse peptyd ten mae wigzat si¢ z receptorem GLP-1R komorgk
trzustki (Granata i wsp2008).

1.6 Regulacja wydzielania ghreliny

W zwigzku z wptywem ghreliny na wydzielanie hormonu wzuos
wstepnie przypuszczange gtdwna 6 regulupca jej produkaj zwigzana jest
z komorkami somatotropinowymi. Dotychczasowe baalamykazaty jednakze
wydzielanie ghreliny nie jest skorelowane zezeshiem GH (Caminos iwsp.,
2002, Freda i wsp2003). Stwierdzono natomiagie produkcja ghreliny zaty
w gtéwnej mierze od stanu energetycznego organiamednym z waniejszych
czynnikbw wpltywagcych na jej poziom jest przyjmowanie pokarmu (Wren
I wsp.,2001a, Wren i wsp2001b, Bagnasco i ws2002).

Podstawowym  stymulatorem  produkcji  ghreliny  acyloeja
i nieacylowanej jest gtdd, co sprawiae wydzielanie ghreliny ma charakter
pulsacyjny uzaleniony od por przyjmowania positkow (Cummings i wsf001,
Cummings i wsp.2004). Wysokie stenie ghreliny na czczo ulega obemiu
natychmiast po spyciu pokarmu (Cummings i ws®2001, Shiiya i wsp.2002).

21



Popositkowy spadek ghreliny dotyczy zaréwno ghselincylowanej, jak
I nieacylowanej (Barazzoni i wsp2007). S¢zenie ghreliny acylowane] obra
sie jednak wyranie szybciej (McCowen i wsp2002, Nakagawa i wsp2002,
Shiiya iwsp., 2002, Bang iwsp.,2007). Fakt,ze spaycie wody, czyli
mechaniczne rozggniccie zotadka, nie redukuje poziomu ghreliny, dodatkowo
swiadczy o tym,ze kluczowym czynnikiem hamagym produkc¢ ghreliny jest
dostarczenie pokarmu o oKlenej wartgci energetycznej (McCowen iwsp.,
2002, Shiiya i wsp2002).

Stopier i diugas¢ trwania popositkowego spadkwstnia ghreliny zakey
gtéwnie od ilgci spazytego pokarmu, ale tak od rodzaju positku (Callahan
I wsp., 2004). Najbardziej znagea redukcja wydzielania ghreliny ngstije po
spazyciu  weglowodandw, najmniejsza nhatomiast po p¢giyy pokarmu
bogatolipidowego (Erdmann iwsp2003, Erdmann iwsp.2004, Foster-
Schubert iwsp.,2008). Z drugiej strony, natg wspomni€, ze spaycie
sredniotaicuchowych kwasow tluszczowych stymuluje acyacghreliny
I zwicksza put aktywnej ghreliny (Nischi i wsp2005)

Wbrew wsgpnym przypuszczeniom popositkowy sygnat hajgoyj
produkcg ghrelire nie pochodzi zzotadka, ale z dalszego odcinka przewodu
pokarmowego (Williams i wsp2003, Overduin i wsp2005). W badaniach na
zwierztach wykazano,ze zablokowanie opubiania zotadka opask na
odzwierniku nie powodowato spadkueggénia ghreliny po przygciu pokarmu
(Williams i wsp.,2003). Wirod prawdopodobnych czynnikow wptywgaych na
spadek produkcji ghreliny wymieniagsosmolarné¢ tresci jelitowej i sygnat
nerwowy pochodgey z jelit (Williams iwsp.,2003, Overduin iwsp.2005,
Cummings 2006).

Niektore badania wskazyjna odwrotnie proporcjonaln zaleznosé
pomiedzy ghreliry i insuling (McCowen i wsp.2002, Mohlig i wsp.2002, Saad
i wsp., 2002, Dezaki iwsp.,2004). U pacjentow z insulinooporiuig
w przebiegu otytéci i cukrzycy stwierdzono niskie ¢gienia ghreliny (Tschop
i wsp., 2001b, Katsuki i wsp.2004). Podobnie, poréwnaniegzgn ghreliny u

pacjentow otytych z insulinooporéca 1 otytych z  prawidiow
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insulinowraliwoscia wykazalo nisze wartéci w pierwszej podgrupie
(McLaughlin iwsp., 2004). S¢zenie ghreliny spada rowriew warunkach
hipoglikemii poinsulinowej (Lucidi iwsp.,2002, Mohlig iwsp., 2002).

O wzajemnej zalasosci pomiedzy insuling i ghrelim maze swiadczy fakt, ze
sciezka sygnatu zalmego od fosfolipazy C aktywowana przez receptor GHS
Rla zwjzana jest take z rozwojem insulinoopordoi (Karasik i wsp.,1990,
Pillay i wsp.,1990).

Leptyna ledagca antagonigt ghreliny w zakresie agwienia powoduje
ostabienie apetytu. W badaniach u zwaerz ludzi wykazano negatywen
korelacg pomkdzy stzeniami obu peptydow (Tschop i ws@Q01a, Barazzoni
I wsp.,2004). Leptyna mae zatem zmniejszaapetyt, dzialajc bezpadrednio na
osrodkowy uktad nerwowy, ale tak pagrednio, hamujc produkcg ghreliny.

Zaobserwowanoze analogi somatostatyny powosglugpadek stenia
ghreliny w osoczu (Broglio i wsp2002, Norrelund i wsp.2002). W zwazku
z tym, ze ghrelina stymuluje produkcjsomatostatyny, nie moa wykluczy
sprzzenia zwrotnego poradzy tymi hormonami (Arosio i wsp2003).

Produkcja ghreliny podlega ponadto kontroli uktaduwowego. Stzenie
peptydu odpowiednio wzrasta lub okeise na skutek dziatania agonistow lub
antagonistow receptoréw muskarynowych (Broglio pw2004).

Przewlekie zaburzenia stanu energetycznego organimptywag na
produkcg ghreliny jako dtugoterminowe czynniki regulag. W otytéci —
chorobie z dodatnim bilansem energetycznym observayj niskie s¢zenia
ghreliny ze zdecydowanie stabszym wzrostegzestia peptydu na czczo, ale
z zachowanym rytmem dobowym (Yildiz i ws2004, Williams i Cummings,
2005) (ryc. 5). W tej grupie pacjentoweztnie ghreliny koreluje negatywnie
ze wskdnikiem masy ciata (BMI), tluszczaywvmag ciata, a take poziomem

leptyny i insuliny na czczo (Tschop i wsgQO1b).
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Ryc. 5 Dobowy profil stzen ghreliny u chorych z otykeia przed i po redukcji masy
ciata wg Williams i Cummings (2005).

Na drugim biegunie zaburze metabolicznych znajdyj sie stany
z przewlekle ujemnym bilansem energetycznym tj. rexia nervosa (AN),
bulimia czy kacheksja w przebiegu chorob przewlelktynowotworowych.

Zarowno w anoreksji, jak i bulimii poziom ghrelinjest znacgco
podwyzszony (Shiiya i wsp.2002, Scacchi i wsp2003) i negatywnie koreluje
z BMI pacjentéw (Tanaka i wsp2002, Tanaka i wsp2003a, Tanaka i wsp.,
2003b, Troisi i wsp.2005). Natomiast odpowiednie leczenie, ktorego tefak
jest przyrost masy ciata, przywraca poziom ghretioywartdci obserwowanych
u 0s6b zdrowych (Otto i ws®001, Soriano-Guillén i wsp2004).

Stymulacja produkcji ghreliny nagtuje take u chorych z kacheksj
w przebiegu choréb nowotworowych, przewleklej nieinaici krazenia,
niewydolngci watroby i nerek (Inui 1999, Yoshimoto iwsp2002, Tacke
I wsp., 2003, Perez-Fontan iwsp.2004, Garcia 1wsp.,2005). Wobec
ostabionego apetytu w chorobach przewleklych zast@ano s, czy
hyperghrelinemia nie jest wynikiem braku popositleme hamowania produkciji
peptydu. Rzeczywistymi czynnikami nasi@gymi wydzielanie ghreliny g

jednak redukcja masy ciata i niedobory energetycHuwwierdzity to badania
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przeprowadzone u o0sOb redulaych mas cialta na drodze¢wiczen
gimnastycznych przy niezmienionej diecie, gdzie agdno stopniowy wzrost
stezenia ghreliny (Foster — Schubert i wsp004, Cummings 2006).

Wobec powyszych obserwacji, zaskalkoym jest fakt,ze w zespole
Prader-Willi (PWS), ktory oprécz somatotropinowegdoczynndci przysadki
I hipogonadyzmu hypogonadotropowego charakteryzige nadmiernym
apetytem i otytécia, sezenie ghreliny jest wysokie (Cummings i ws@Q02).
Odrzucono hipotegz ze hyperghrelinemia u tych pacjentow wynika z reiaikej
niedobor hormonu wzrostu (Haqq i ws003). Leczenie rekombinowanym
hormonem wzrostu nie obfito bowiem sizenia ghreliny. Dodatkowo,
zaobserwowanase u dzieci z PWS po positku poziom ghreliny spaBiazarri
I wsp., 2004), natomiast u dorostych pozostaje niezmienvysoki (DelParigi
I wsp.,2002). Nie wyjdniono dotychczas mechanizmu patofizjologicznegd tyc
zjawisk. By maze analiza przyczyn nadmiernego apetygdalbego elementem

zespotu dostarczy wyjaien.

1.7 Regulacja wydzielania obestatyny

Zhang i wsp. (2005) w swoim odkrywczym badaniu stdzili, ze rytm
wydzielania obestatyny u szczurow pokrywa sipulsacyjnym wydzielaniem
ghreliny i jest zaleny od przyjmowania positkow. Podobne obserwacjeaztov
w kilku pézniejszych pracach (Zizzarri i ws2007, Guo i wsp.2008, Nakahara
i wsp., 2008, St-Pierre i wsp2010). Réwnolegle przebiegap zmiany sizen
ghreliny i obestatyny w osoczu rozumiane byty jddansekwencja wspolnego
pochodzenia obu peptyddw.

Nie wszystkie badania potwierdzity jednak zale¢ wydzielania
obestatyny od przyjmowania pokarmu. Popositkowegadku obestatyny nie
odnotowano u chorych z cukrzydypu 2 (St-Pierre i wsp.2010). Niektérzy
autorzy podali wgcz w watpliwosé jakikolwiek wptyw przyjmowania pokarmu
na produkgj obestatyny, wykazaeg, ze gtod nie stymuluje jej produkcii,
a positek powoduje niewielki spadek jej wydzielahiba nie odgrywazadnej roli
(Bang i wsp.2007, Guo i wsp2007, Huda i wsp2007).
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Stwierdzono natomiastze u chorych z insulinooporicia skzenie
obestatyny jest nsze nk u 0oséb zdrowych (Anderwald-Stadler i wsp007, Qi
I wsp., 2007). Zaobserwowano rowmieze poziom obestatyny u pacjentow
z prawidtowy insulinowraliwosciag po podaniu insuliny egzogennej olmisk
(Anderwald-Stadler i wsp2007). Zabieg taki nie zmienialegenia obestatyny
u chorych z insulinoopordoig. Zasugerowano zatem wpltyw samej insuliny
i insulinowraliwosci na produkej obestatyny. Niektore paiejsze badania
potwierdzity odwrotnie proporcjonadn zaleznos¢ pomidzy stzeniem
obestatyny a poziomem insuliny w osoczu (Qi i wg00Q7, Lippl i wsp.,2008,
Nakahara i wsp2008).

Przewlekie zaburzenia stanu metabolicznego organidwniez wydap
sic wplywaé na stzenie obestatyny w osoczu. ¥¥eza¢ prac wykazata
zahamowanie produkcji tego peptydu u chorych zoétyd (Guo i wsp.,2007,
Huda i wsp. 2007, Zamrazilova i wsp2008, Beasley i wsp2009) oraz wzrost
wydzielania u chorych z anorekgHarada i wsp.2008, Nakahara i wsp2008,
Zamrazilova iwsp.,2008, Germain iwsp.,2010). Wskazywatoby to na
negatywn korelacg pomkdzy obestatym a BMI os6b badanych, podobnie jak
w przypadku ghreliny (Guo i ws2007, Huda i wsp2007, Zamrazilova i wsp.,
2008, Beasley i wsp2009). Odmiennych wnioskéw dostarczyla jedynie praca
zespotu Vincenatti (2007), w ktérej wykazame, poziom obestatyny w otydoi
wzrasta, obriajac stosunek sten ghreliny do obestatyny oraz badanie
Monteleone i wsp. (2008), ktorzy zaobserwowaé, w anoreksji dochodzi do
wzrostu s§zenia ghreliny przy spadku poziomu obestatyny w msoc

Dotychczas tylko w jednej pracy analizowancszehie obestatyny
w zaburzeniach czynko tarczycy (Kosowicz iwsp.2010). Wykazanoze
w niedoczynnéci tarczycy dochodzi do wzrostu, a w nadczyondarczycy do
spadku wydzielania tego peptydu. Ponadto zaobseawowze stosunek

ghrelina/obestatyna w niedoczyrnbtarczycy jest wyszy niz u 0s6b zdrowych.
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1.8 Aktywnos¢ biologiczna ghreliny

1.8.1 Ghrelina a hormon wzrostu

Do niedawna glzono, ze wydzielanie hormonu wzrostu (GH) przez
komorki somatotropinowe przysadki regulowane jesibwgie poprzez
antagonistyczne dziatanie dwoch hormondéw: somaofity (GHRH)

I somatostatyny. Od lat 70-tych XX wieku znangréwniez tzw. sekretagogi
hormonu wzrostu (GHS) — substancje, ktore poprzégzamie z receptorem
GHS-R stymuluj produkcg GH. Do niedawna znane byty tylko syntetyczne
formy GHS - zwizki peptydowe (GHRP-1, GHRP-2, GHRP-6, hexarelina,
ipamorelina i niepeptydowe (L-692,429, MK-0677) (8miwsp., 1999).

Poszukiwania endogennego liganda receptora GHS-Renomyto
w 1999r. wyizolowanie ghreliny — pierwszego natnegjo sekretagoga hormonu
wzrostu (Kojima iwsp., 1999). Nazwa tego peptydwchpdzi od
staroindoeuropejskiego stowa ,ghre” oznagezego ,wzrost” i przyrostka
,rhelin” oznaczajcego ,uwalnianie”, co wskazuje na witasoo pobudzajce
wydzielanie GH.

Wykazano,ze stymulugcy wptyw ghreliny na produke¢jGH u ludzi jest

silniejszy nawet od dziatania GHRH (Arvat i wspQ00, Takaya i wsp2000)
i zalezy od stzenia peptydu (Date i ws2000a, Malagon i wsp2003, Popovic
i wsp., 2003). W badaniach eksperymentalnych zaobserwowamodazylne
podanie ghreliny u ludzi powoduje znacy wzrost sfzenia GH w osoczu,
a jednoczesne podanie ghreliny i GHRH wywotuje islynergistyczne,
wzmazone dziatanie (Takaya i wsf20Q00, Hataya i wsp2001).

Wzrost sgzenia GH pod wpltywem ghreliny w hodowli komorek
somatotropinowychin vitro swiadczy o bezpgednim wpltywie peptydu na
przysadk (Kojima i wsp.,1999). Niemniej jednak podwzgorze rownisigrywa
role w ghrelino-zalenej stymulacji GH. Pacjenci z ubytkami neurologizam

w obrbie podwzgdrza wykazyj mniejszy wzrost GH po podaniu ghreliny
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(Popovic iwsp.,2003). Ponadto, stymulacjia GH pod wptywem ghreliny
w badaniach na izolowanych komérkach somatotropyobwin vitro byta
zdecydowanie stabszaznw badaniachin vivo (Popovic i wsp.,2003). Zatem
droga do maksymalnej ghrelino-zatej stymulacji GH prawdopodobnie
wiedzie przez podwzgorze. Jedna z teorii gtasi,gldwnym elementem tego
mechanizmu mee by pobudzenie nerwu d&dnego i1 aktywacja komorek
somatotropinowych przysadki (Burdyga i wspQ06). Udowodniono bowiem,
ze ghrelina nasila ekspresjgenu c-Fos w neuronach GHRH w aglrze
lukowatym, a przeecie nerwu b¢}dnego u szczurow powoduje zanik tej
stymulacji i ostabienie wzrostu GH po parenteralngodaniu ghreliny (Date
I wsp.,2002b).

1.8.2 Ghrelina a pozostate hormony

Wptyw ghreliny na ukifad endokrynny u ludzi nie ogieza s¢ tylko do
stymulacji wydzielania GH. W badaniach eksperymieytzh zaobserwowano,
ze moduluje ona czyndé komorek lakto - i kortykotropowych, co powoduje
nieznaczny wzrost stenia prolaktyny (PRL), kortykotropiny (ACTH)

i kortyzolu (Arvat i wsp.,2001). Ghrelina stymuluje wydzielanie tych hormonéw
poprzez bezpwednie dziatanie na komoérki przysadki, ale z@akpagrednio
poprzez zahamowanie produkcji kwasaminomastowego (GABA) i wpltyw na
podwzgorze (Cowley i wsp2003).

Ghrelina hamuje réwnie oS podwzgorze - przysadka — gonady,
zmniejszajc produkcg gonadoliberyny (GnRH) w podwzgdérzu i ostab@j
odpowied hormonu luteinizgjcego (LH) na GnRH (Fernandez - Fernandez
I wsp., 2005, Lanfranco iwsp.2006). W gonadach ¢ekich ghrelina dziata
ponadto jako inhibitor spermatogenezy (Barreirospw 2004). Zmniejsza
ekspresj genu czynnikavzrostu komérek pnia (SCF) - kluczowego mediatora
spermatogenezy i regulatora wzrostu komorek Leydiga

Zaleznos¢ pomkdzy ghrelip a czynnécia tarczycy nie zostala jeszcze
jasno okreélona. U chorych z nadczynfma tarczycy zaobserwowanaose

stezenie ghreliny jest nsze nk u oséb zdrowych (Riis i wsp2003, Giménez-
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Palop iwsp.,2005, Rojdmark iwsp.2005, Altinova iwsp.,2006a, Ruchata
2007, Braclik i wsp.2008, Tanda i wsp2009, Theodoropoulou i wsp2009,
Kosowicz iwsp., 2010). Skuteczna terapia tyreostatykiem powodowata
natomiast normalizagj sizenia ghreliny (Riis iwsp.2003, Ruchata 2007,
Tanda i wsp.2009).

W wiekszaici bada dotyczcych niedoczynnii tarczycy stwierdzono
podwyzszone stzenie ghreliny (Ruchata 2007, Braclik i ws2008, Gjedde
I wsp., 2008, Kosowicz i wsp.2010). Gjedde i wsp. (2008) wykazali réwhie
7€ U pacjentow z hypotyregpzo leczeniu poziom ghreliny ulegat obeniu do
wartasci stwierdzanych u oséb zdrowych.

Dotychczas w jednej pracy zaobserwowanae u chorych
z niedoczynngcia tarczycy w przebiegu zapalenia tarczycy typu Hastho
(przewlektego zapalenia tarczycy, autoimmunologeggn zapalenia tarczycy)
poziom ghreliny byt miszy niz u os6b zdrowych, korelowat pozytywnie ze
stezeniem wolnych hormonéw tarczycy, negatywnie z pomm przeciwciat
przeciwko peroksydazie tarczycowej (aTPO), przeoivireoglobulinie (aTg)
I nie wzrastat po leczeniu (Altinova i wsRQO06b).

Odnotowany przez Bergmann i wsp. (2003) spadekesta ghreliny
w niedoczynnéci tarczycy nie byt istotny statystycznie. Zespdm@nez-Palop
(2005) nie wykazat z kolei mhic w stzeniu ghreliny pomidzy grum chorych
z hypotyreoz a grup kontrolmg. Tanda i wsp. (2009) analizowali¢senie
ghreliny uchorych z jawnymi i subklinicznymi zakeniami czynn€ci
tarczycy. Stwierdzili,ze jawna nadczynri6 tarczycy wjze st z obnkzeniem
stezenia ghreliny (catkowitej i acylowanej), ktére ke negatywnie z 3, T,

i normalizuje st po wyréwnaniu czynnii tarczycy (po uzyskaniu eutyreozy).
Natomiast niedoczynié tarczycy i subkliniczna nadczyntonie powodowaty
zmian s¢zenia ghreliny. Sadegholvad i wsp. (2007) w swoimdarau
zaobserwowalize w niedoczynn€ei tarczycy sgzenie ghreliny jest nieznacznie
nizsze nk u chorych z nadczynhoia tarczycy. W obu grupachggenie ghreliny

wzrastato po leczeniu. Wyniki te jednak nie bylptse statystycznie (tab. 1).
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Tab. 1 Stzenie ghreliny w osoczu krwi na czczo wingch stanach czyndoiowych
tarczycy (pg/ml) (NS — nieistotne statystycznie).

Autor Rok Hypotyreoza Hypertyreoza
Bergmann i wsp. 2003 1 (NS) -
Riis i wsp. 2003 - !
Giménez-Palop i wsp. 2005 bez zmian !
Rojdmark i wsp. 2005 - !
Altinova i wsp. 20063 - !
Altinova i wsp. 2006h4 ! -
Ruchata 2007 1 l
Sadegdolvad i wsp. 2007y T (NS) T (NS)
Braclik i wsp. 2008 1 l
Gjedde i wsp. 2008 1 -
Tanda i wsp. 2009 bez zmian !
Theodoropoulou i wsp. 2009 - !

W badaniach na zwiegtach wykazano,ze niedoczynn& tarczycy
wywotana doustnie podawanymi tyreostatykami styneukkspresj ghreliny na
poziomie genu, mMRNA i biatka (Caminos i wspQ02). Nadczynni tarczycy
indukowana egzogegn L-tyroksymy wigzata s¢ natomiast z obnonym
stezeniem ghreliny w osoczu zwigtz (Caminos iwsp.,2002) i nasilon

ekspregj receptora ghreliny GHS-R (Kamegai i wsp001).

1.8.3 Ghrelina a stan metaboliczny organizmu

Gtéwnym arodkiem kontrolujcym apetyt jest podwzgérze. Wykazano,
ze Wrod czynnikow stymulujcych przyjmowanie pokarmu znajdujsie
sekretagogi hormonu wzrostu, w tym endogenna glae(inui 2001, Wren
i wsp., 2001a, Lawrence i wsp2002, Schaller i wsp.2003). Potwierdzeniem
tego mae by silna ekspresja peptydu i jego receptoréw w gtéatngérodkach
regulupcych apetyt - gdrze tukowatym (ARC) igdrach okotokomorowych
podwzgérza (PVN) (Papotti i wsi2000, Gnanapavan i ws002).
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Ghrelina wptywa na regulagcjapetytu drog aferentnych widkien nerwu
btednego (Williams i wsp.2003b), ale take drog endo - , para — i autokrynaw
(Hewson iwsp., 2000, Couce iwsp.,2006). Neurony gdra tukowatego
przesytaj sygnat do innych ader (gtownie gder bocznych podwzgorza)
majcych stymulugcy wplyw na przyjmowanie pokarmu (Toshinai iwsp.,
2003). Prowadzi to do uwolnienia peptydéw oreksyyeh: neuropeptydu Y
(NPY) i bialka Agouti (AgRP) oraz do zahamowania iatigacych
anoreksygennie neuronéw zawiamjch proopiomelanokortyn (POMC) oraz
transkryptu regulowanego kokginamfetamin (CART) (Schwarz i wsp2000,
Chen i wsp.2004).

Oreksygenne dziatanie ghreliny udowodniono w baataniu zwierat
(Tschop iwsp.,2000, Asakawa iwsp.2001, Nakazato iwsp.2001, Wren
I wsp.,2001b)i u ludzi (Wren i wsp.2001a, Akamizu i wsp2004, Cummings
2006). Naley zaznaczy, ze w badaniach eksperymentalnych u zwjeghrelina
byta pierwszym peptydem stymudaym apetyt zaréwno po podaniu centralnym,
jak i obwodowym. Wczaiej poznane NPY, AgRP i oreksyny miaty bowiem
zdolna¢ pobudzania apetytu tylko po podaniu dokomorowymasinie
laknienia, podobnie, jak stymulacja wydzielania Ghastpuje w efekcie
zalenym od dawki zastosowanej ghreliny (Tschop i w000, Wren i wsp.,
2000, Akamizu i wsp.2004).

Wptyw ghreliny na gospodagkweglowodanow odbywa st na kilku
poziomach. Ju na pocatkowym etapie sygnalizowania poziomu glikemii
ghrelina moduluje czukd obwodowych neuronéw czuciowych i hamuje
aktywnasi¢ neuronow érodkowych odbieracych ten sygnat (Pénicaud i wsp.,
2006, Wang i wsp2008). Ghrelina podnosi¢gienie glukozy w osoczu rowrie
posrednio poprzez pobudzanie wydzielania GH oraz, wejaaym stopniu,
ACTH, Kkortyzolu, adrenaliny (Malagon iwsp.2003) i prawdopodobnie
glukagonu (Salehi iwsp.,2004), ktére jak wiadomo ags hormonami
hiperglikemizugcymi. Ponadto, efekt ten wynika z pobudzago wplywu
ghreliny na komorki wtrobowe w zakresie glukoneogenezy (Murata iwsp.,
2002, Gauna i wsp2005).

31



Date i wsp. (2002a) metgdmmunohistochemicznwykazali koekspresgj
ghreliny i glukagonu w komorkaa trzustki. W tej samej pracy zasugerowano,
ze ghrelina mege stymulowa wydzielanie insuliny na drodze parakrynowej
poprzez zwjkszenie sizenie wapnia w cytoplazmie komoref. Badania
analizupce wptyw ghreliny na produkgjinsuliny nie g jednoznaczne. Niemniej
jednak wyniki wskazujce na ghrelia jako inhibitora produkcji insuliny wydaj
sie bardzie] prawdopodobne (Broglio i wsgQ01, Egido i wsp.2002, Broglio
i wsp., 2003 Reimer iwsp.,2003, Wang i wsp.2010). Ghrelina wplywa na
obwodowe dziatanie insuliny, zmniejsz@j jej hamugcy wplyw na
glukoneogenez (Heijboer iwsp.,2006). Moduluje take aktywnd¢ insuliny
poprzez redukej wydzielania adiponektyny, ktora uwimvia komorki na
insuline (Ott 1 wsp.,2002).Zatem efektem dziatania ghreliny jest hiperglikemia
a z drugiej strony obwenie sg¢zenia insuliny, co dowodzi zhndsci
mechanizmow regulggych stan metaboliczny organizmu.

Ghrelina jest réwnie dtugoterminowym regulatorem masy ciata. Jak
wiadomo, redukcja i przyrost masy ciata powadagipowiednio zwikszenie lub
spadek wydzielania ghreliny (Cummings iwsgR004). Z drugiej strony
podawanie ghreliny powoduje przyrost masy ciala tylko poprzez nasilenie
apetytu, ale réwnie poprzez wptyw na metabolizm lipidow. Wykazana
u gryzoni diugotrwate podskérne podawanie ghrelimycksza obgtos¢ tkanki
ttuszczowej (Tschop iwsp.2000). Ghrelina wielokierunkowo stymuluje jej
rozrost. Zweksza ilg¢ TAG w watrobie kosztem mggni szkieletowych
(Barazzoni i wsp.2004), stymuluje proliferagji réznicowanie preadipocytéw
(Kim iwsp., 2004, Muccioli iwsp., 2004), pobudza lipogenez
w zréznicowanych adipocytach, m.in. poprzez ekgizony wychwyt glukozy
zalezny od insuliny i hamuje lipoliz (Thompson iwsp.2004, Pateli wsp.,
2006).

1.8.4 Ghrelina a uktad pokarmowy

Dotychczasowe badania przeprowadzone na zgigl wykazaty,

ze ghrelina podana zaréwno obwodowo, jak i centeagtymuluje wydzielanie
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gastryny i sokwotadkowego (Lee i wsp.2002). Ponadto, w efekcie zahym
od dawki przyspiesza motorykotadka (Masuda i wsp2000, Asakawa i wsp.,
2001, Date iwsp.2001, Dornonville i wsp.2004, Tack iwsp.2005, Tack

i wsp., 2006) i jelit (Shimizu iwsp.,2006). W dziataniu prokinetycznym
posrednicz  cholinergiczne  widkna  muskarynowe nerwu e¢dolego,
co potwierdza zniesienie powszych efektdw u gryzoni po obustronnej szyjnej
wagotomii (Masuda iwsp.,2000, Date iwsp.,2001). O sile dziatania
stymulacyjnego ghreliny na perystalgykprzewodu pokarmowego meg
swiadczy rowniez badania eksperymentalne, w ktorych ghrelina podawa
dozylnie odwracata pooperacymiedraznos¢ zotgdka u zwierzt (Trudel i wsp.,
2002, Trudel i wsp2003).

1.8.5 Pozostate dziatania ghreliny

Ghrelina wykazuje wielokierunkaw aktywna¢ biologiczry. Wsréd
pozostatych najistotniejszych dziatpeptydu nalgy wymieni jej wiasciwosci
kardioprotekcyjne i wazodylatacyjne (Nagaya i w@001b, Wiley i Davenport,
2002, Tesauro iwsp.,2005), modulycy wplyw na czynn& ukiadu
odporndciowego (Koo iwsp.2001, Dixit i wsp.,2004, Li i wsp.,2004) oraz
udziat w mechanizmach poznawczych i behawioralnyotiiegagcych kontroli
hipokampa (Carlini i wsp2002, Carlini i wsp.2004).

Wykazano réwnig ze ghrelina mze wplyw& na proliferag,
réznicowanie oraz apoptozkomorek. Dotychczasowe badania wek@zdici
wskazuy na proproliferacyjne dziatanie ghreliny zaréwno stosunku do
komorek zdrowych nagdow, jak i guzow nowotworowych (Baldanzi i wsp.,
2002, Jeffery i wsp.2002, Murata i wsp.2002, Mazzocchi i wsp2004, Kim
I wsp., 2004, Nanzer iwsp.2004, Maccarinelli i wsp.2005, Granata i wsp.,
2006, Park i wsp2008).

Zahamowanie proliferacji komérkowej pod wpltywem gty
zaobserwowano w raku piersi (Cassoni i wgp01), raku drobnokomérkowym
ptuca (Cassoni i wsp2006) oraz w nowotworach Aovych tarczycy (Volante

i wsp., 2003). Wykazano ponadtae ghrelina mee wpltywa hamujco na
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proces nowotworzenia poprzez reguacgynnikdw angiogenezy i spowolnienie

proliferacji koméreksrédbtonka (Baiguera i wsp2004, Conconi i wsp2004).

1.8.6 Ghrelina nieacylowana

Ghrelina  nieacylowana, wbrew wpnym  przypuszczeniom,
prawdopodobnie nie jest pozbawiona akty¥aio biologiczne). Istnigj
doniesienia swiadczce o jej dzialaniu hamaggym apetyt i ostabiggym
motoryke zoladka (Asakawa i wsp.2005, Chen iwsp.2005, Matsuda i wsp.,
2006). Ponadto zaobserwowane ghrelina nieacylowana me® wpltywa na
proliferacg komorkows (Baldanzi i wsp.,2002, Cassoni i wsp2004, Cassoni
I wsp.,2006, Granata i wsp2006) oraz czynng uktadu sercowo-naczyniowego
(Bedendi i wsp.2003).

1.9 Aktywnos¢ biologiczna obestatyny

Wieksza¢  dotychczasowych bada analizugcych — wia&ciwosci
biologiczne obestatyny zostata przeprowadzona riarzstach. Tylko nieliczne
prace podejmowaty temat dziatania obestatyny wroegaie cztowieka. Pomimo
homologii pome¢dzy struktug obestatyny u gryzoni i u cztowieka (87%) efekty
dziatania obserwowane u zwigtznajczsciej nie znajdowaly potwierdzenia
w badaniach u ludzi (Qi i ws2007).

1.9.1 Obestatyna a apetyt i masa ciata

W niektorych badaniach eksperymentalnych obserwowaamugcy
wpltyw egzogennej obestatyny na apetyt u zwiergZZhang iwsp., 2005,
Bresciani i wsp.2006, Green i wsp2007, Lagaud i wsp2007, Nagaraj i wsp.,
2008, Brunetti i wsp.,2009). Sibilia i wsp. (2006) wykazalize obestatyna
wprawdzie znacgro zmniejsza taknienie u szczurow, ale tylko w ptdaavym
etapie dziatania i nie powoduje spadku masy cidlespo6t Zizzari (2007)
stwierdzit natomiast,ze pomimo braku bezgredniego wptywu na apetyt,
obestatyna wykazuje wdaiwosci modulupce dziatanie ghreliny w tym zakresie
I zmniejsza uczucie gtodu.
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Wiekszai¢ bada analizupcych wplyw obestatyny na przyjmowanie
pokarmu pocatkowo przeprowadzano na gtodzonych gryzoniach.wiaklomo,
stan ten wjze st z wysokim s§zeniem ghreliny w osoczu, g jej oreksygenne
dziatanie mogto maskowahamugcy wptyw obestatyny na przyjmowanie
pokarmu. Oczekyg bardziej wiarygodnych wynikoéw, przeprowadzono dad
na zwierztach pozbawionych genu ghreliny (DeSmet i w007, Depoortere
I wsp., 2008). Nie wykazano jednak wptywu obestatyny aniapatyt, ani na
mag ciata.

Badania zaprzeczgje dziataniu anoreksygennemu obestatyny s
zdecydowanie liczniejsze (Seoane i wgi06, DeSmet i wsp2007, Gourcerol
I wsp., 2007a, Gourcerol i wsp2007b, Holst i wsp.2007, Nogueiras i wsp.,
2007, Depoortere iwsp.2008). Niektorzy podaj wrecz w watpliwosé
jakakolwiek aktywnd¢ biologiczry obestatyny i propongy by odsipi¢ od
nazwy ,obestatyna” sugewngej dziatanie hamuage apetyt (obedere — fac.
objad& sie, statin — tac. hamow i zaspic¢ ja mianem peptydu towarzygzgo
ghrelinie (Gourcerol i wsp2006, Bang i wsp.2007, Gourcerol i wsp2007b,
Gourcerol i Taché 2007c, Soule i wsp007, Depoortere i ws008).

Dotychczas nie analizowano wpltywu obestatyny natyape ludzi.
Zaobserwowano jednake w otytaci, cukrzycy typu Il i zaburzeniach tolerancii
glukozy stzenie obestatyny jest1sze nt u osob zdrowych (Guo i wsR007,
Huda i wsp.,2007, Qi i wsp.,2007, Zamrazilova i wsp2008, Beasley i wsp.,
2009, Gao i wsp.2009). U chorych z anorelgsgtwierdzono natomiast wysokie
stezenia obestatyny ulegae spadkowi w doustnym si@e obcizenia glukoz
(Harada iwsp.,2008). Obserwacje te p@dnio mog sugerowa udziat
obestatyny w mechanizmie regucym przyjmowanie pokarmu i masiata.

Qi i wsp. dodatkowo wykazali negatywikorelacg pomkdzy stzeniem
obestatyny a obwodem pasa i wspoétczynnikiem insojpornéci (HOMA-IR)

u chorych z cukrzyg typu 1l (Qi iwsp.,2007). Nie mana zatem wykluczy
zaleznosci pomiedzy produkcy obestatyny a ikrig ttuszczowej masy ciata oraz

insulinowraliwoscia.
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Wptyw obestatyny na czyndé komorekp nie zostat okrdony. Z jednej
strony, Granata i wsp. (2008) odnotowali wzrost mgthnia insuliny pod
wpltywem obestatyny. Z drugiej strony, zaobserwowatmokomorki  trzustki
inkubowane w statym, wysokim ¢geniu glukozy pod wptywem obestatyny
wykazywaty spadek produkcji insuliny (Qader i wsp007, Ren i wsp.2008).
Podobnie dootrzewnowe i #ggine podanie obestatyny myszom i szczurom
podczas karmienia skutkowato tagodniejszym wzrostdikemii i ostabion
produkcp insuliny (Green iwsp., 2007, Ren iwsp.,2008). Niejako
uzupetnieniem tych obserwacj badania w ktérych zauwano, ze czynnikiem
decydugcym o wptywie obestatyny na produkcinsuliny mae by skzenie
glukozy (Unniappan iwsp.2008, Egido i wsp.2009). Stwierdzono bowiem,
ze obestatyna wykazuje zdokdo zwickszania wydzielania insuliny przy

fizjologicznych dawkach glukozy, ale nie przy wysglglikemii.

1.9.2 Obestatyna a przewdd pokarmowy

Mimo obiecugcych wsgpnych wynikéw zaprezentowanych przez Zhanga
I wsp. (2005), zdecydowana ¢kiszai¢ pdzniejszych bada byta zgodna co do
braku wptywu obestatyny na opriianie zotadka i perystaltyk jelit (Gourcerol
I wsp., 2006, Seoane i wsp2006, Bassil i wsp.2007, De Smet i wsp2007,
Gourcerol i wsp.2007b, Nogueiras i wsp2007, Chen i wsp2008, Depoortere
i wsp., 2008). Réwnie w badaniach eksperymentalnych po podaniu egzogenne
obestatyny do zbiornika mdzkowo-rdzeniowego (zbiornika wielkiego, fac.
cisterna magna), ktory jest regionem regidyin motoryk zotadka, nie

zaobserwowaneadnych zmian (Gourcerol i wsf2007a)

1.9.3 Obestatyna a hormon wzrostu

W badaniach polegagych na obwodowym (dgylnym, dootrzewnowym)
podaniu obestatyny nie wykazano zmian w wydzieldBk (Bresciani i wsp.,
2006, Nogueiras i wsp2007, Samson i wsp2007, Yamamoto i wsp2007).
Pan i wsp. (2006) stwierdzilze obestatyna nie przekracza bariery krew-mozg,

co stanowitoby wyjgnienie dla wynikow tych prac.
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Dotychczas w jednym badaniu przeprowadzonym na \wbhdamoérek
somatotropinowyclin vitro, zaobserwowanae obestatyna stymuluje produkcj
GH, wskazujc na jej dziatanie auto- lub parakrynowe w tym esie (Pazos
i wsp., 2009). Z drugiej strony jednak, w badaniach ekspemtalnych na
gryzoniach wykazanoze obestatyna podana mtnie hamuje stymulowane
ghrelilp wydzielanie GH (Zizzari i wsp2007).

1.9.4 Obestatyna a proliferacja komorkowa

Po raz pierwszy pobudzay wptyw obestatyny na proliferac
komodrkowy zaobserwowano w badaniu na komérkach siatkéwkmi@a i wsp.,
2007). Do tej pory wykazano proproliferacyjne $disvosci obestatyny take
stosunku do komorek rakeotagdka (Pazos i wsp2007), komorek ziarnistych
jajnika (Mészarosovawsp., 2008) oraz pre-adipocytow (Zhang i wspQ08).
Granata i wsp. (2008) wykazali réwnjeze obestatyna przedia zywotnasé,

hamuje apoptazi stymuluje proliferagj, komorekp trzustki.
1.10Tarczyca a regulacja metabolizmu

1.10.1 Tarczyca — anatomia i fizjologia

Tarczyca jest gruczotem wydzielania wesrmanego potaonym medzy
wcieciem mostka a chagtka piericieniowat, zbudowanym zazwyczaj z dwoch
ptatow — prawego i lewego pmizonych ciénig. Dodatkowo mege wystpowa
nieparzysty ptat piramidowy odchagtz ku gorze od gérnego bieguna gruczotu,
bedacy pozostatécia przewodu tarczowoegykowego.

Podstawow jednostly czynndgciows i strukturalm gruczotu tarczowego
s3 wypetnione koloidem ¢rherzyki tarczycowe utworzone przez komorki

pecherzykowe (tyreocyty) (ryc. 6).
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Ryc. 6 Pecherzyki tarczycy wypetnione koloidem. Barwieniartegoksylina i eozym
Powickszenie obiektywu: 40x.

Hormony tarczycy (HT) produkowaneg sna swoistym rusztowaniu
podstawowego biatka koloidu tarczycowego — tyrebglmy (Tg). Reszty
tyrozynowe, wchodgce w sktad czsteczki Tg ulegaj jodowaniu w procesie
syntezy HT, sid warunkiem odpowiedniej produkcji HT jest prawit®
zaopatrzenie w jodGtownym stymulatorem produkcji HT jest tyreotropina
(TSH) wydzielana przez komorki tyreotropinowe prayki pod wptywem
podwzgoérzowej tyreoliberyny (TRH) pozosieg¢j z hormonami tarczycy

w ukfadzie sprgzenia zwrotnego ujemnego.

Pierwszym etapem syntezy HT jest ekstrakcja jodKtyz krwi i ich
koncentracja w tarczycy. W transporcie jodu przemgpodstawg tyreocytow
uczestniczy biatko przezbtonowe zwane symporteredowo-jodkowym(NIS),

a odpowiedni gradient sodu niedmy do dostarczenia energii powstaje przy

udziale N&/K*+ ATP-azy. Jodki utlenianegslo jodu atomowego q), ktéry przy
udziale biatka pendryny zostaje przemieszczony ztmxa tyreocytow przez
btone szczytow do sSwiatta koloidu. Tam, dzeki aktywnasci enzymu
tyreoperoksydazy dochodzi do jodowania reszt tymomyych tyreoglobuliny.
Powstaje 3-monojodotyrozyna (MIT) i 3,5-dijodotyyoa (DIT), ktére naspnie

ulegap sprzganiu w 3,5,3',5'-tetrajodotyronia (tyroksyre, T,) i 3,53 -
trojjodotyronire  (T3). Powstate hormony tarczycy zwane z c3steczhk

tyreoglobuliny g nastpnie odhczane w procesie proteolizy. Synteza tyroksyny
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zostaje ukaczona w tarczycy. Tréjjodotyronina natomiast tylko ok. 20%
powstaje bezpwednio w tarczycy, a w ok. 80% na skutek dejodyingopksyny
w tkankach obwodowych.

W przemianach hormonow tarczycy kjoudziat trzy typy enzymow
(dejodynaz) — kady o innej roli i nieco odmiennej lokalizacji tkamke,;.

5-dejodynaza typu 1 (D1) wykazuje ekspeesy wielu naradach,
m.in. w watrobie, nerkach, tarczycy, sercu igdniach szkieletowych. Na skutek
jej aktywndaci z tyroksyny (T,) powstaje trojjodotyronina ¢) lub nieaktywna
3,3’,5’-rewers-trojjodotyronina (r3).

5'-dejodynaza typu 2 (D2) wygtuje w wielu tkankach obwodowych —
migsniach szkieletowych, brunatnej tkance tluszczoveejtake asrodkowym
uktadzie nerwowym (OUN), w tym w przysadce. Katajezona przemianT, do
Ts. Lokalizacja wewntrzkomorkowa enzymu (retikulum endoplazmatyczne) ER
sprzyja ligacji z gdrowym receptorem 3I Tkanki wykazugce ekspregjD2 map
zatem dodatkowerodito T; w postaci konwertowanej,Ta wysycenie receptora
hormonodw tarczycy w tych komorkach neoosagac 100%.

5-dejodynaza typu 3 (D3) jest enzymem btonowym alget gtéwnie
w osrodkowym uktadzie nerwowym, Hhysku i skorze. Aktywuje ona reakcj
przemiany T, do rT; lub T3 do jej nieaktywnej formy - dijodotyroniny £Y (ryc.
7).

—
0
Qﬂ/m

T3 \NHZ T2 NH2

Ryc. 7 Przemiany jodotyronin (- 3,5,3’,5'-tetrajodotyronina, tyroksynagt 3,5,3 —
trojjodotyronina, rg- 3,3',5-rewers-trgjjodotyronina, I — dijodotyronina, D1 —
dejodynaza 1, D2 — dejodynaza 2, D3 — dejodynarag3Yauman i wsp. (2008)
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Hormony tarczycy dostajsic do komérki docelowej poprzez transporter
OATP1C1 (organic acid transporter protein 1cl) MET (monocarboxylate
transporter-8) i wizg sie z jadrowym receptorem hormonow tarczycy (TR).
Powinowactwo trijodotyroniny do tego receptora jekt 10-krotnie wgksze ni
tyroksyny.

W wyniku alternatywnej transkrypcji dwoéch genow kggtych receptor
T3 powstaje siedem jego izoform: trzy z rodziny dRTRay, TRa, TRas oraz
cztery z rodziny TR — TRB1, TRB,, TRBs | TRPAs. Podczas gdy trzy izoformy
z rodziny TR (TRBy, TRB,, TRP3) wiaza Ts, z rodziny TR aktywna jest tylko
TRa; (Herwig i wsp.,2008).

lzoformy receptora, wykazag zr&znicowary ekspresj tkankows,
odpowiadaj za poszczegoélne elementy aktywrio biologicznej hormondw
tarczycy. Wekszas¢ efektow dziatania przekazywana jest zasrpdnictwem
izoformy TRB. Za wplyw hormondw tarczycy na pkaserca odpowiada Tdz.

W gruczole tarczowym oprocz tyreocytow produkych hormony
wystepuja komorki okotogcherzykowe (komorki parafolikularne, komérki C),
ktore znajdy si¢ w Scianie gcherzykéw pomidzy tyreocytami lub pomdzy
pecherzykami. Komorki okotogcherzykowe pochodz z neuroektodermy
iwchodz do rozwijapcej st tarczycy w czasie, gdy czwarta kieszonka
krtaniowa hczy st z nabtonkiem tarczycy. Komorki C naledo rozproszonego
uktadu endokrynnego (dawniej - komorki serii APU&nhg. amine-precursors-
uptake-decarboxylation), &t mog by¢ zlokalizowane w mniejszej ifoi takze
pozatarczycowo, m.in. w ptucach, rdzeniu nadnerqgeyewodzie pokarmowym.
Komorki okotogcherzykowe maj zdolnag¢ produkowania kalcytoniny —
polipeptydowego hormonu odgrywwaggo ro¢ w regulacji gospodarki

wapniowo-fosforanowej organizmu.

1.10.2 Regulacja przemiany materii i rola tarczycy

Przemiany metaboliczne zachg@de w poszczegolnych komorkach
organizmu § konieczne do ich prawidlowego funkcjonowania oraz

odpowiedniej adaptacji do zmiennych warunk&adowiskowych.
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Wyrdznia sk dwie podstawowe grupy procesOw energetycznych —
endoenergetyczne (anaboliczne) i egzoenergetydatabpliczne). Warunkiem
zaistnienia reakcji endoenergetycznych jest doztanie energii, a ich skutkiem -
synteza zwjzkow chemicznych. W przebiegu reakcji egzoenergetych
dochodzi do rozpadu ztonych substancji wygiowych na produkty prostsze,
czemu towarzyszy uwolnienie energii, rOwniev postaci energii cieplngj
(termogeneza).

Wptyw hormonow tarczycy na tempo przemian metalzalch
| termogeneg znany jest od ponad wieku. W 1895r. Adolf Magn@s#. po raz
pierwszy wykazalze w nadczynn€ei tarczycy wzrasta zycie tlenu i produkcja
CO,, a wyleczenie chorych prowadzi do normalizacji htyparametrow.
Wiadomo jednak,ze take w warunkach eutyreozy, gdyestnie hormonow
utrzymuje s¢ na wzgednie statym poziomie, tarczyca odgrywa zrggzrole
w regulacji stanu energetycznego organizmu. Lidzadania na przestrzeni lat
pozwolity w znacznym stopniu na zrozumienie tegacha®izmu, ché pewne
jego elementy w dalszymagju pozostaj nieznane.

Hormony tarczycy wykazgjszerokie spektrum dziatania na liczne tkanki
organizmu. Wplywa na metabolizm komorek bezjpednio, ale réwnie
poprzez stymulag¢j autonomicznego ukladu nerwowego ctzi aktywaci
receptorow podwzgoérzowych (BR TRB, i TRB,). Pobudzenie wspotczulnego
uktadu nerwowego prowadzi do zkszenia produkcji katecholamin.
Katecholaminy z kolei hamaidegradacgj D2 w proteasomach komorkowych, co
dodatkowo zwgksza stzenie Ts.

Hormony tarczycy nasilaj oksydacgt wolnych kwaséw tluszczowych,
pobudzay glukoneogenez glikogenoliz i zwickszap ekspresy GLUT4
(transportera glukozy zaleego od insuliny), co prowadzi do wzrostgzehia
glukozy w osoczu (Klieverik i wsp2008).

W zakres dziatania prometabolicznego hormonoéw tancavpisuje s
takze pobudzajce dziatanie na perystalyk przewodu pokarmowego.
Prawdopodobnie zwrane jest ono z bezfgednim dziataniem J ale take

z pasrednim wpltywem autonomicznego uktadu nerwowego (ER@10).
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W ukfadzie sercowo-naczyniowym hormony tarczycy anhwiaja
srédblonek na dziatanie uktadu wspotczulnego icksrzap ilos¢ receptorowg-
adrenergicznych. Wptywajna uktad bogco-przewodacy, wykazujc dziatanie
chrono-, inotropowe dodatnie oraz arytmogenne. Balga mgsniowki gtadkiej
naczy i w konsekwencji spadek oporu obwodowego wraz weckszonym
rzutem serca u chorych z nadczyfuig tarczycy daj zatem obraz lkrenia
hyperkinetycznego (Klein i Danzi, 2007).

Konwersja T, do T; nasila przemiany kataboliczne i zk$za ilag¢
uwalnianej energii. W procesie termogenezy uczeainigtownie tkanki
wykazupce ekspregj D2. Kluczowym nargdem biogcym udziat
w termogenezie adaptacyjnej noworodkow jest brumatkanka tluszczowa.
U dorostych ra} t¢ prawdopodobnie spetnigjmigsnie szkieletowe, w ktérych
D2 wystpuje w podobnych il&ciach. Hormony tarczycy wplywaj
na utrzymanie prawidtowej temperatury ciatazglpoprzez stymulagy wptyw
na transkrypg gendéw mitochondrialnych biatek rozpgapcych UPC (UPC1,
UPC2, UPC3) bezpoednio uczestnieeych w procesie termogenezy (Herwig
i wsp.,2008).

1.10.3 Zaburzenia funkcji tarczycy

Zaburzenia funkcji tarczycy prowaglzdo zachwiania réwnowagi
energetycznej organizmu. Wykazame, u pacjentow z ¢rka niedoczynnécia
tarczycy catkowity wydatek energetyczny spada o BR%, a u chorych
z hypertyreoz moze wzrosp¢ o 50%, co daje trzykrosn roznice tempa
metabolizmu pomidzy tymi zaburzeniami (Herwig i ws2008).

W nadczynnéci tarczycy nadmiar energii ¢€iowo zamieniany jest na
ciepto (zwekszona termogeneza) (Sestoft 1980). Wobec nasilproaesow
egzoenergetycznych obserwuje sipadek masy ciata nawet o 15% wscio
wyjsciowej, co wynika nie tylko z redukcji tkanki ttuszowej, ale take
z zanikow mgsniowych (Herwig iwsp.,2008). W zwizku ze wzrostem
zapotrzebowania kalorycznego, u pacjentbw z hypsoy wyskpuje

wzmazony apetyt. W obraz nadczyrimd tarczycy wpisuje si takze
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m.in. tachykardia, zaburzenia rytmu serca, dugznarzyspieszenie perystaltyki
przewodu pokarmowego, nietolerancja ciepta, nadmi@otliwa¢, drzenie gk,
nadpobudliweé¢ psychoruchowa.

W niedoczynnéci tarczycy natomiast dochodzi do spadku tempa
przemian metabolicznych, czego konsekwerept bradykardia, spowolnienie
perystaltyki przewodu pokarmowego, uczucie zimnastalmenie nagdu
psychoruchowego, zaburzenia  koncentracji i in. 2Zaolowano,
ze w hypotyreozie stenie TSH koreluje negatywnie z wydatkiem
energetycznym w spoczynku (al-Adsani i wsf997). Przy niezmienionym
apetycie u tych chorych dochodzi do przyrostu mesya — nawet o 30%

wartasci wyjsciowej (Herwig i wsp.2008, Klieverik i wsp.2009).
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2 ZArOZENIA| CEL PRACY

Tarczyca odgrywa kluczaywole w utrzymaniu rownowagi energetycznej
organizmu. Zaburzenia stanu metabolicznego wpkywajsynteg i wydzielanie
hormonow tarczycy, a z drugiej strony dysfunkcjeyrcméciowe gruczotu
tarczowego (nadczynié lub niedoczynn&) prowada do zaburzé przemiany
materii.

Udowodniono, ze ghrelina jest regulatorem proceséw metabolicznych
Obestatyna - peptyd pochady z tego samego, co ghrelina prekursora,
rozpatrywany jest w kategoriach kolejnego czynmkagcego oddziatywa na
stan energetyczny organizmu. Nalezatem rozway¢ ewentualg zaleznosé
pomiedzy czynné@cia tarczycy a wydzielaniem siostrzanych peptydow.

W zwigzku z tym,ze we wczéniejszych badaniach ghrelina i obestatyna
wykazywaty modulujcy wptyw na komorki na drodze auto- i parakrynoweg
mozna wykluczy, ze peptydy te magregulowa funkcje gruczotu tarczowego

takze jako czynniki produkowane lokalnie.

Celem pracy byto poznanie roli ghreliny i obestgtyako potencjalnych
modulatoréw sekrecji hormondw tarczycy, czemu pogéu
1. Analiza stzen ghreliny i obestatyny w warunkach zreego stopnia
wydolndici sekrecyjnej tarczycy
1) W nadczynnéci tarczycy
2) W niedoczynnéci tarczycy w przebiegu zapalenia tarczycy typu
Hashimoto
3) W niedoczynnéci tarczycy po strumektomii catkowitej z powodu aak
tarczycy po 4 tygodniach przerwy wzgavaniu L-tyroksyny

4) U oso6b zdrowych (w stadium eutyreozy)
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Ponadto badanie obejmowato:

1) Poréwnanie stzen ghreliny i obestatyny w osoczu chorych
z niedoczynngciag tarczycy w przebiegu przewlekiego zapalenia
tarczycy przed leczeniem i po uzyskaniu eutyreozy

2) Poréwnanie sten ghreliny i obestatyny w osoczu chorych
z nadczynnécia tarczycy przed leczeniem i po uzyskaniu eutyreozy

3) Poréwnanie sten ghreliny i obestatyny w osoczu chorych
z nadczynnécia tarczycy leczonych radiojodem (1) w momencie
rozpoznania choroby, (2) w stadium niedoczyenotarczycy po
leczeniu izotopowym i (3) po uzyskaniu eutyreozywniku leczenia

preparatami L-tyroksyny

2. Analiza ekspresji ghreliny i obestatyny w (1) w @adej tarczycy,

(2) nowotworach tagodnych i (3) nowotworachsieych tarczycy.
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3 MATERIALY | METODY

3.1 Analiza stezen ghreliny i obestatyny w osoczu

3.1.1 Grupa badana

Grupa badana skfadatagsz 57 chorych z zaburzeniami czysoo
tarczycy hospitalizowanych w Klinice EndokrynolggiPrzemiany Materii
i Chor6b  Wewstrznych  Uniwersytetu  Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu oraz leczonych w prayklznej Poradni
Endokrynologicznej. Badania prowadzono od listop&f®8r. do wrzénia
2010r. Spé&od wszystkich uczestnikbw badania wygahiono chorych

z nadczynn£cia tarczycy i niedoczynrigia tarczycy.
3.1.1.1 Nadczynnaé¢ tarczycy

Do grupy chorych z nadczynéma tarczycy zakwalifikowano 23
pacjentéw zéwiezo rozpoznag, dotychczas nie leczemadczynnécia tarczycy
(19 chorych z chorab Graves-Basedowa - 16 kobiet i trzeclkzozyzn oraz
4 chorych z wolem guzowatym nadczynnym - trzy kbobie jednego
mezczyzre).

Stezenie ghreliny i obestatyny w 0Soczu 0znaczono pome®wpo
Klinicznym i biochemicznym wyréwnaniu czyndw tarczycy. W trakcie
prowadzenia badeeutyreoz uzyskato 15 pacjentow.

Chorzy z nadczynrigia tarczycy leczeni radiojodem po 6 tygodniach od
podania'®yi zgtaszali s} do Poradni Endokrynologicznej na badania kontrolne
W przypadku stwierdzenia Klinicznych i biochemiczhy wyktadnikow
poterapeutycznej niedoczyniud tarczycy po raz kolejny oznaczanazsnie
ghreliny i obestatyny w osoczu. Ngshie whczano leczenie L-tyroksyni po
wyréwnaniu stanu czyngoiowego tarczycy ponownie wykonywano badanie.
Powyzszy przebieg choroby zaobserwowano u 7 pacjentokoltet i jednego
mezczyzny).
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3.1.1.2 Niedoczynndé¢ tarczycy

Do podgrupy chorych z niedoczyritey tarczycy zakwalifikowano 19
pacjentow po strumektomii catkowitej z powodu radaczycy (16 kobiet i trzech
megzczyzn) oraz 15 pacjentdw z hypotyreaz przebiegu zapalenia tarczycy typu
Hashimoto (12 kobiet i trzechgrczyzn).

Niedoczynndé¢ tarczycy po strumektomii catkowite]

Badanie chorych z niedoczyrioty tarczycy po strumektomii catkowitej
z powodu raka tarczycy zostatlo przeprowadzone @asiqanowej kontrolnej
hospitalizacji w Klinice Endokrynologii, PrzemianyMaterii i Choréb
Wewretrznych. Chorzy zostali przggi do szpitala po 4 tygodniach przerwy
w zazywaniu L-tyroksyny.

Diagnostyka w warunkach endogennej stymulacji TSl ma celu
zwickszenie jodochwytrigi tarczycy i jest rutynowym pagiowaniem podczas
kwalifikacji do leczenia radiojodem.

Niedoczynnag¢é tarczycy w przebiegu zapalenia tarczycy typu
Hashimoto

Pogdrug chorych ze swiezo rozpoznasm niedoczynnécia tarczycy
w przebiegu przewleklego zapalenia tarczycy stalmgweicjenci przyklinicznej
Poradni Endokrynologicznej.

U chorych z hypotyreazw przebiegu przewleklego zapalenia tarczycy
stezenie ghreliny i obestatyny w 0soczu oznaczono pomewwo wyréwnaniu
czynngci tarczycy w wyniku leczenia L-tyroksgn W czasie trwania bada

eutyreoz uzyskato 10 pacjentow.

3.1.2 Grupa kontrola

Uzyskane wyniki porownano z graipkontrolrg, ktéra stanowito 26
zdrowych ochotnikéw (23 kobiety i trzechentzyzn) zgodnych pod wzglem
pici, wieku oraz wskanika masy ciata (BMI) z grupbadan.

Wzor informacji dla oséb bigcych udziat w badaniu oraz wzdér zgody

uczestnictwa zostaty zamieszczone na stronie 125.i
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3.1.3 Metodyka badan

3.1.3.1 Diagnostyka zaburze czynnasci tarczycy

Badanie podmiotowe i przedmiotowe przeprowadzonenceceny stanu
klinicznego o0s6b uczestnigzych w badaniu i weryfikacji ewentualnych
pozatarczycowych zabunze mogicych wplywa& na stzenie ghreliny
i obestatyny w osoczu. Chorzy, u ktorych stwierdzastytosé, niedowag,
cukrzye, niewydolnd¢é watroby, niewydolné¢ nerek, niewydoln& krazenia,
zmiany zapalneotadka i jelit czy kacheksjw przebiegu choréb przewlektych
nie zostali zakwalifikowani do dalszego etapu liada

Stan czynnéciowy tarczycy okréano poprzez oznaczenie w 0soczu Krwi
stezen tyreotropiny (TSH), wolnej trojjodotyroniny (8] i wolnej tyroksyny
(fT,). Badania wykonano metgdelektrochemiluminescencynprzy uwyciu
aparatu COBAS e 601 firmy Hitachi. Nadczydédarczycy rozpoznawano na
podstawie podwsszonego stenia wolnych hormonéw tarczycy przy
obnizonym stzeniu TSH. Niedoczynrig tarczycy rozpoznawano u chorych
z obnizonym stzeniem wolnych hormondw tarczycy i podiggonym sfzeniem
TSH.

Celem oceny zaburaemmunologicznych w osoczu krwi 0so6b badanych
oznaczono gtenie przeciwcial przeciwtarczycowych — przeciwgmakeciwko
receptorowi TSH (TRAb), przeciwko tyreoperoksydazeelPO) i przeciwko
tyreoglobulinie (aTg). Badania wykonano metochdioimmunologicza przy
uzyciu zestawu komercyjnego (Brahms Diagnostica,iBe@Germany).

Badania obrazowe tarczycy wykonano przy pomocy apar
ultrasonograficznego ALOKA SSD 3500SV z gtowiz zmiennej cgstotliwosci
7,5 — 14MHz. W przypadku stwierdzenia zmian guzkowtarczycy i wskaza
do badania cytologicznego, za zgquhcjenta wykonywano biogspspiracyja
cienkoigtows.

U pacjentow z niedoczynicig tarczycy po strumektomii catkowitej
z powodu raka tarczycy dodatkowo oznaczangresiie tyreoglobuliny Tg

(metoda radioimmunologiczna, zestaw Brahms DiagrmsBerlin, Germany)
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B celem

i wykonywano scyntygra§i calego ciata z ayciem izotopu
potwierdzenia nieobecioi tkanki tarczycy. Radioaktywrsé probek oceniano

w liczniku promieniowania (y LKB-Wallac CliniGamma 1272).
3.1.3.2 Oznaczenie s§zen ghreliny i obestatyny w osoczu

Krew do oznaczeniagten ghreliny i obestatyny pobierano rano, na czczo
(po 10 godzinach bez positku i ptynu kalorycznego)ilosci 7 ml z zyly
lokciowej do probowki zawieragej inhibitory proteaz osoczowych (aprotygin
I kwas etylenodiaminotetraoctowy - EDTA). Krew danaczé pobierano do
naczynia z tania lodowg i odwirowywano w chtodzonej wirdwce.

Oznaczenie s§zenia ghreliny w osoczu

Po odwirowaniu osocza w chiodzonej wirowce prébkostaty
przechowane w temperaturze %€0do czasu oznacaeadioimmunologicznych.
Stezenie ghreliny zostato oznaczone w duplikacie met@dliioimmunologicza
przy wyciu zestawu komercyjnego zawiegeggo przeciwciata poliklonalne
stuzagcego do oznaczaniaggenia ghreliny catkowitej (Phoenix Pharmaceuticals
Inc., nr katalogowy RK-031-30).

Oznaczenie s§zenia obestatyny w ekstraktach osocza

Stezenie obestatyny oznaczano w ekstraktach osoczacz®skrwi po
pobraniu i odwirowaniu zakwaszonoga t samy iloscia 1% kwasu
trifluorooctowego (TFA). Nagpnie ponownie odwirowywano przez 20 minut
w chtodzonej ultrawirbwce (Beckman) przy obrotach 0D0xg (18000 rpm),
a ewentualny osad usuwano. Minikolumny do adawieragce 200 mg
krzemionki C-18 przygotowano przgzaniem 3 ml 60% roztworu acetonitrylu
(ACN) w 1% TFA i ptukano 10 ml 1% TFA. Zakwaszongooze przeniesiono
na minikolumny. Naspnie kolumny ptukano 10 ml 1% TFA (1:1). Zatrzyman
na kolumnie obestatgnbardzo wolno (10 kropli na mingtwyptukiwano 3 ml
60% roztworu ACN w 1% TFA, po czym liofilizowano dsuchdci
w liofilizatorze. Ekstrakt przechowywano w -78C do czasu oznacae
radioimmunologicznych.

Przed oznaczeniem osad rozpuszczano w 0,3 ml buforu
radioimmunologicznego. Do kdej probowki dodawano 10Ql roztworu.
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Stezenie obestatyny w ekstrakcie osocza zostato ozmacaoduplikacie metagd
radioimmunologicza przy wyciu zestawu komercyjnego (Phoenix
Pharmaceuticals Inc., nr katalogowy RK-031-92). iBaktywnai¢ probek
mierzono w liczniku promieniowania(y LKB-Wallac CliniGamma 1272).
Powyzsze badania biochemiczne zostaly wykonane w |atauat
Kliniki Endokrynologii, Przemiany Materii i Chorob Wewretrznych
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Badanie ultragoaficzne tarczycy
przeprowadzono w Pracowni Ultrasonografii i Biopsjaradow Wydzielania
Wewretrznego, a badanie scyntygrafii catego ciata praepdzono w Pracowni
Medycyny Nuklearnej Kliniki Endokrynologii, Przenmg Materii i Chorob

Wewretrznych Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.

3.2 Tkankowa ekspresja ghreliny i obestatyny

W tarczycy

3.2.1 Materiat

Badane tkanki pochodzity z fragmentow materialu rapgnego
udostpnionego przez dr n. med. Macieja Biczysko i drnmed. Bolestawa
Stawnego z Kliniki Chirurgii Ogodlnej, Gastroentargiczne;j
i Endokrynologicznej Szpitala Klinicznego im. Healimra Swiecickiego
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu oraz przez drmed. Jacka Lisa
z Oddziatu Chirurgii Ogolnej i Urazéw Wielonadowych z Pododdziatem
Chirurgii Gastroenterologicznej i Endokrynologicgrgzpitala Wojewddzkiego
w Poznaniu. Fragmenty tarczyc ludzkich pobrano vakdie zabiegéw
operacyjnych przeprowadzonych ze wskatapeutycznych.

Materiat tkankowy raka rdzeniastego tarczycy poditod archiwum
Katedry i Zakladu Anatomii Patologicznej Uniwerdyte Medycznego
w Poznaniu udogpnionego przez prof. dr. hab. Wieskaw Biczysko
I prof. dr. hab. Przemystawa Majewskiego.

Analizie poddano 7 przypadkow wola guzowatego, Zypadki raka

brodawkowatego, 1(rzypadkow raka rdzeniastego i jeden przypadek raka
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mieszanego o0 cechach raka rdzeniasteg@chgrzykowego. Wyniki zostaty
poréwnane z badaniem 4 przypadkdéw zdrowej tkanKirgimej z tarczycy
operowanej z powodu podejrzenia nowotworu slaego zlokalizowanego
w przeciwlegtym ptacie.

Kontrole pozytywry stanowit fragment btonyluzowej zotadka pobrany

po gastrektomii przeprowadzonej ze wskatexrapeutycznych.

3.2.2 Metodyka badan immunohistochemicznych

Fragmenty tkanek pobrane w trakcie operacji zostatywalone w ptynie
Bouine’a, odwodnione i zatopione w parafini€rodkiem utrwalagcym
w przypadku raka rdzeniastego tarczycy byta bufemwavformalina. Skrawki
tkankowe grubgci 5 um umieszczono na szkietkach SuperFrost/Plus.

Do oceny ekspresji ghreliny i obestatyny w tarczyzgstosowano
klasyczra technik ABC opary na tworzeniu kompleksu awidyna -
biotynylowana peroksydaza (ang. avidin - biotyrergxidase complex) wg Hsu i
wsp. (1981). Pierwszym etapem badania bylo odparatnie i nawodnienie
preparatbw w ksylenie i szeregu alkoholi o madgn stzeniu. Aktywngd
endogennej peroksydazy zablokowano za panidé HO,, po czym preparaty
inkubowano w normalnej surowicy koziej o rozaeeniu 1:20 (DAKO) celem
zablokowania niespecyficznego gwania. Nasipnie preparaty inkubowano ze
swoistym przeciwciatem przez ok. 18 godzin w terapsze 4C. Jako
przeciwcial swoistych ayto kréliczych przeciwciat antyghrelinowych
w rozcieaczeniu 1:7000 (Phoenix Pharmaceuticals, numerdgdaly H-031-30)
oraz przeciwciat antyobestatynowych w roaceeniu 1:10 000 (Phoenix
Pharmaceuticals, numer katalogowy H-031-92). Celewbiektywizacji
uzyskanych wynikow w przypadku niektorych prepanatiadanie powtorzono
z wzyciem kroliczych przeciwciat przeciwobestatynowyathostpnionych przez
prof. dr hab. Jerzego Kosowicza.

Kolejny etap badania obejmowat zastosowanie polini@miugowanego
z peroksydaz (DAKO REAL™ EnVision™/HRP Rabbit/Mouse) zwranego

z przeciwciatami  skierowanymi  przeciwko immunoglbbom  mysim
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I kréliczym. Jako chromogen zastosowano tetracilordorek
3,3'diaminobenzydyny AKO REAL™ DAB+). Preparaty podbarwiano
hematoksylia. Po kolejnych ptukaniach preparaty odwadniano veregu
alkoholi o wzrastajcych stzeniach i ksylenie, a naginie zamykano przy
uzyciu balsamu kanadyjskiego i szkietek nakrywkowych.

Kontrole negatywn reakcji immunohistochemicznej uzyskano poprzez
ominiecie reakcji ze swoistym przeciwcialem. Kontropozytywry reakcji
stanowit odczyn immunohistochemiczny ghreliny i sta¢yny w blonigluzowe]
zotadka.

Badania immunohistochemiczne przeprowadzono w KagedZaktadzie
Histologii i Embriologii Uniwersytetu Medycznego irdarola Marcinkowskiego

w Poznaniu.

3.3 Metody statystyczne

Do poréwnania sten ghreliny i obestatyny w poszczegdélnych grupach
zastosowano test Kruskala-Wallisa. Zmiany wzeshiu peptydow u chorych
z zapaleniem tarczycy typu Hashimoto przed i pozde@w oceniono przy
pomocy testu kolejmmi par Wilcoxona, a u chorych z nadczyscig tarczycy
przy pomocy testu t-studenta dla prob pmanych. W przypadku pojedynczych
brakéw oznacze obestatyny wynikagych z wady zestawu RIA pogiono sé¢

metod, wielokrotnego przyporglkowania.

Na wykonanie powsszych bada uzyskano zgaog Lokalnej Komisiji
Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym im. KaroMarcinkowskiego
w Poznaniu.

Badania sfinansowano z grantu Ministerstwa NaukiSzkolnictwa
Wyzszego NN 402 366638.

Udostpnione przez prof. dr hab. Jerzego Kosowicza pvasala
przeciwobestatynowe pochodzity z badsmansowanych z grantu Ministerstwa
Nauki i Szkolnictwa Wyszego NN 402 2441 33.
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4 WYNIKI

4.1 Analiza stezen ghreliny | obestatyny w osoczu

Charakterystyk kliniczng |

biochemiczg grupy badanej i

kontrolnej z uwzgldnieniem czynn&ci tarczycy oraz aktywrsgi procesu

autoimmunologicznego wraz z wasttami stzen ghreliny i obestatynystednia

+ SD) uzyskanych w poszczegolnych grupach zamiesecw tabeli 2.

Tab. 2 Charakterystyka kliniczna i biochemiczna grupy begjaraz grupy kontrolnej

(srednia = SD) (nb — nie badano).

grupy

Niedoczynnaé , .
. Niedoczynnaé¢
Nadczynnaé tarczycy w Grupa
. tarczycy po
tarczycy zapaleniu typu ;. kontrolna
. strumektomii
Hashimoto
Liczebnasé grupy 23 15 19 26
Ple¢ (K/M) 19/4 12/3 16/3 23/3
Wiek (lata) 41 + 14 45 + 14 43 £12 3610
BMI (kg/m 9 22,3+3,8 24,7+ 2,9 255+29 23,2+ 2,8
TSH (ulu/ml) 0,005 + 0,001 90,9+14,1 66,8 + 24,3 1,9+0,7
fT 4 (pmol/l) 40,8 £ 18,7 21611 2,1+0,9 158+14
fT 3 (pmol/l) 17,1 £8,5 1,1+0,5 1,1+0,5 4,7+0,7
aTg (1U/ml) 174,3 +279,5 506,3 + 784,% 15,8 +4,1 18,8 + 119
1316,2 + 2320,7 +
aTPO (1IU/ml) Nb 40,4 +£17,5
1291,3 1084,8
chorzy TRAD ,+” 19 0 Nb 0
Tg (ng/ml) nb nb 0,8+0,8 Nb
ghrelina (pg/ml) | 218,8 £86,2| 740,1+420/4 499,822,3 | 323,8+124,7
obestatyna
72,3+30,8 83,4 £ 39,2 94,6 +21,3 64,1 +28/1
(pg/ml)
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Najczstszymi objawami zgtaszanymi przez chorych z nacioaicia
tarczycy bylo uczucie niemiarod@ serca, wzmzony apetyt, spadek masy
ciata, nadpobudliv@ nerwowa, nietolerancja ciepta i nadmierna potfiévo

U chorych po strumektomii catkowitej z powodu rda&ieczycy z uwagi na
krotki okres odstawienia preparatow L-tyroksyny asisy hypotyreozy byty
miernie nasilone. Pacjenci podawali gtdbwnie uczuamna, zaparcia, senéto

Chorzy z zapaleniem tarczycy typu Hashimoto zglaszezucie
zmeczenia, ostabienie, zaburzenia koncentracji, pistyroasy ciata i zaparcia.
W badaniu przedmiotowym zwracata uwagucha, szorstka skora, okki
gtéwnie w okolicy oczodotowe;.

Na podstawie przeprowadzonych badavierdzonoze w niedoczynnszi
tarczycy w przebiegu zapalenia tarczycy typu Haskorstzenie ghreliny jest
wyzsze nk u 0sOb zdrowych (740,1 + 420,4 pg/wd. 323,8 £ 124,7 pg/ml,
p=0,02) (ryc. 8). Nie stwierdzono istotnych staygghie zmian w steniu
ghreliny u chorych z niedoczynfmg tarczycy po strumektomii (499,2 + 322,3
pg/ml vs. 323,8 £ 124,7 pg/ml, p=0,99), podobnie u chorychardczynnécia
tarczycy (218,8 £ 86,2 pg/mik.323,8 + 124,7 pg/ml, p=0,15).

Najwicksza roznice w skzeniu ghreliny stwierdzono pogdzy
niedoczynnécia tarczycy u chorych z zapaleniem tarczycy typu Huaslto
a nadczynngcia tarczycy (740,1 £ 420,4 pg/mk.218,8 £ 86,2 pg/ml, p<0,01).
Stgzenie ghreliny u chorych niedoczyriety tarczycy po strumektomii byto
rowniez istotnie wysze nk u chorych z hypertyre@z(499,2 + 322,3 pg/mvs.
218,8 £ 86,2 pg/ml, p<0,01) (ryc.8).

Analiza regresji wykazataze istotny wplyw na zmiensd stkzenia
ghreliny wykazywaty TSH (p<0,01) oraz BMI os6b bageh (p<0,05). Ponadto,
zaobserwowano,ze pozytywna zalnos¢ pomkdzy stzeniem ghreliny
a stzeniem TSH chorych byta bliska istotwd statystycznej (p=0,07). Nie
stwierdzono korelacji poradzy stzenim ghreliny a steniem wolnych
hormonow tarczycy (f3, fT,), ani stzeniem przeciwciat przeciwtarczycowych
(TRADb, aTPO, aTg).
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Ryc. 8 Stezenie ghreliny w osoczu w poszczegolnych stanachnre@giowych
tarczycy: w eutyreozie (kontrola), w niedoczyaciotarczycy w przebiegu zapalenia
tarczycy typu Hashimoto (HT Hashimoto), w niedoazgdd tarczycy po strumektomii
catkowitej (HT po strumektomii) oraz w nadczysootarczycy (NT).

Analiza stzen obestatyny nie wykazatamdic pomedzy grum kontrolmg
a nadczynngcia tarczycy (64,1 + 28,1 pg/mis. 72,3 £ 30,8 pg/ml, p=1), ani
pomidzy grum kontrolrg a niedoczynnixia tarczycy w przewlektym zapaleniu
tarczycy (64,1 £ 28,1 pg/mis. 83,4 + 39,2 pg/ml, p=0,7). Natomiastznie
obestatyny w niedoczynga tarczycy po strumektomii catkowitej byto istagni
wyzsze od sizenia obestatyny u osob zdrowych (94,6 = 21,3 pgienb4,1 +
28,1 pg/ml, p<0,01) (ryc.9).

Nie stwierdzono zaleosci pomkdzy stzeniem  obestatyny
a wykladnikami czynn€ei tarczycy (TSH, %, fT,) oraz s¢zeniem przeciwciat

przeciwtarczycowych.
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Ryc. 9 Stezenie obestatyny w osoczu w poszczegoélnych stanaghnosciowych
tarczycy: w eutyreozie (kontrola), w niedoczyséciotarczycy w przebiegu zapalenia
tarczycy typu Hashimoto (HT Hashimoto), w niedoazgdti tarczycy po strumektomii
catkowitej (HT po strumektomii) oraz w nadczysootarczycy (NT).

Cataiciowa analiza grupy kontrolnej i grupy badanej wadda pozytywn
korelacg pomkdzy stzeniem ghreliny a steniem obestatyny w osoczu
(p<0,01).

Grupy chorych z nadczynkga tarczycy oraz niedoczynécia tarczycy
po strumektomii jako jedyne istotniezrdty sie pod wzgédem BMI (22,3 + 3,8
kg/n?, mediana 20,2 kg/frvs. 25,5 + 2,9 kg/mh mediana 25,9 kg/mp<0,01)
(ryc. 10).
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Ryc. 10 Wskanik masy ciata (BMI) w grupie kontrolnej, w grupiehorych z
niedoczynnécia tarczycy w przebiegu zapalenia tarczycy typu Hastd (HT
Hashimoto), z niedoczynicia tarczycy po strumektomii catkowitej (HT po
strumektomii) oraz u chorych z nadczyscig tarczycy (NT).

U chorych z hypotyreaz w przebiegu zapalenia typu Hashimoto,
u ktorych sgzenie ghreliny i obestatyny oceniano ponownie po skagiu
eutyreozy zaobserwowano znacyg spadek stenia ghreliny (704,4 + 455,8
pg/ml, mediana 505 pg/mk. 222 + 109,5 pg/ml, mediana 203,2 pg/ml, p <0,01)
(tab. 3, ryc. 11). Obnenie s¢zenia obestatyny po leczeniu byto bliskie istatio
statystyczne] (87 = 44,3 pg/ml, mediana 85,5 pgisl 45,9 + 16,6 pg/ml,
mediana 40,9 pg/ml, p=0,08) (ryc. 12). Wyréwnanigyrmaci tarczycy
towarzyszyt spadek BMI chorych (p<0,05) (ryc. 13).
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Tab. 3 Charakterystyka biochemiczna grupy 10 chorych dateynndcia tarczycy
przed i po leczeniu

1600

Niedoczynndaé¢ tarczycy

przed leczeniem | po leczeniu
TSH (ulU/ml) 92,8 +13,5 1,7+1,.3
fT 4 (pmol/l) 2,1+1,3 21,1+1,6
fT3(pmol/l) 1,1+0,6 53+1,2
BMI (kg/m?) 25,8+2,8 25+3
ghrelina (pg/ml) 704,4 = 455,8 222 £109,5
obestatyna (pg/ml) 87 £44,3 45,9 + 16,6
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Ryc. 11 Stezenie ghreliny w osoczu chorych z zapaleniem targZzypu Hashimoto
w stadium niedoczynioi tarczycy (ghrelina 1) oraz w stadium eutyreonylg@czeniu
L-tyroksym (ghrelina 2).
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Ryc. 12 Stezenie obestatyny w osoczu chorych z zapaleniem ytaycapu Hashimoto
w stadium niedoczynrdoi tarczycy (obestatyna 1) oraz w stadium eutyrepoy
leczeniu L-tyroksya (obestatyna 2).

30

=05
28 |-
=]

7% -

o
24 |
Il L
20 s s
kg/m2 BMI BMI 2

Ryc. 13 BMI chorych z

(BMI 2).
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zapaleniem tarczycy typu Hashimoto stadium
niedoczynneci tarczycy (BMI 1) oraz w stadium eutyreozy poZegiu L-tyroksym
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U chorych z nadczynioig tarczycy nie stwierdzono rgic pomedzy

stezeniem ghreliny przed leczeniem i po leczeniu (22#994,7 pg/ml
vs.263,2 £ 122,4 pg/ml, p=0,26) (tab. 4, ryc. 14xz8hie obestatyny rownie
nie ulegto zmianie (80,7 £+ 35,6 pg/ms. 86,2 + 34,1 pg/ml, p=0,64) (ryc. 15).

Po wyrOwnaniu czynrigi tarczycy zaobserwowano wzrost BMI

(p<0,01) (ryc. 16).

chorych

Tab. 4 Charakterystyka biochemiczna 15 chorych z nadcz§eupotarczycy
przed i po leczeniu

340

240 |

2200

200 1

180 |

160
po/mi

Nadczynnaé tarczycy
przed leczeniem | po leczeniu
TSH (ulU/ml) 0,005 + 0,001 1,7+1,3
fT 4 (pmol/l) 43,3 +21,4 17,6 £ 3,3
fT 3 (pmol/l) 18,1+9,7 49+0,9
BMI (kg/m?) 20,5+ 2,7 215+2,3
ghrelina (pg/ml) 227,9 £94,7 263,2+122,4
obestatyna (pg/ml) 80,7 + 35,6 86,2 £ 34,1
p=026
; . o Srednia
ghrelina 1 ghrelina 2 [] Srednia+Blad std

T Srednia+1,96*Btad std

Ryc. 14Stzenie ghreliny w osoczu chorych z nadczy§umptarczycy przed leczeniem
(ghrelina 1) i po leczeniu (ghrelina 2).
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Ryc. 15 Stzenie obestatyny w osoczu chorych z nadczyago tarczycy
przed leczeniem (obestatyna 1) i po leczeniu (clash 2).
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Ryc. 16 BMI chorych z nadczynngig tarczycy przed leczeniem (BMI 1)
oraz po leczeniu (BMI 2).
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Badanie chorych z nadczymioy tarczycy leczonych

radiojodem

przeprowadzone (1) w momencie rozpoznania, (2) adigi niedoczynnii
tarczycy po podanit*!l oraz (3) po wyréwnaniu czynsai tarczycy wykazato

niskie stzenie ghreliny w stadium nadczynioo tarczycy, wzrost stenia

ghreliny w hypotyreozie oraz wakd pasredng skzenia ghreliny w stadium
eutyreozy. Ze wzgdu na ma liczebng¢ grupy (7 chorych) wykazanie
istotnaici statystycznej tych wynikow nie byto mave.
W trakcie oznaczania ten obestatyny w 6 przypadkach badanie byto
niemiarodajne ze wzgllu na wadliwy zestaw RIA wykazgy wigzanie

obestatyny 0%. Uzyskane:stnia obestatyny zamieszczono w tabeli 5.

Tab. 5 Charakterystyka biochemiczna 7 pacjentéw z nadazgmtarczycy leczonych
radiojodem badanych w trzech stanach czyoioavych tarczycy: w nadczyngoi

tarczycy przed leczeniem, w niedoczysrcio tarczycy po podaniu jodu
promieniotwdrczego i po wyrownaniu czyrieotarczycy (x — kid zestawu RIA)
Pacjent Nadczynndéé¢ Niedoczynnd¢ Eutyreoza
ghrelina | obestatyna| ghrelina | obestatyna| ghrelina | obestatyna
(pg/ml) (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml)
JO 169,3 56,9 817,4 X 417,4 64
BW 250,5 71,9 378,8 X 222,4 X
MM 131,9 49,4 105,6 33,3 122,05 34
EA 183,9 52,7 103,3 108 1149 104,9
AG 98,2 X 155 54,6 113,58 93,5
MH 152,4 X 306,12 84,2 287,94 57,8
DM 338,5 X 324,1 64 283,3 90,6
srednia + SD | 189,2+81] 57,7 9,9 Sta9x 68,8 28,5 2281 74,1 + 26,7
248,6 115,2
TSH (ulU/ml) 0,006 + 0,001 78,8 +29,9 15+1,2
fT 4 (pmol/l) 47,9 + 26,5 45+3,3 18,8 £3,6
fT 3 (pmol/l) 20,4+124 16+1,1 51+1,2
BMI (kg/nP) 19,2 +1,3 21,4+272 20,8+1,8
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4.2 Tkankowa ekspresja ghreliny | obestatyny

W tarczycy

Ekspres; ghreliny obserwowano w komorkach egherzykowych
I okotopecherzykowych zdrowej tarczycy, wola guzowatego olmggo oraz
w komérkach nowotworéw zétiwych tarczycy (ryc. 17).

Nasilenie reakcji immunohistochemicznej w tyreocitadrowej tarczycy
i wola guzowatego bylo niejednorodne. Ekspresjeelyy w komérkach raka
brodawkowatego i mieszanego rakgclperzykowo-rdzeniastego byta wyrae
silniejsza. W raku rdzeniastym tarczycy obegnayhreliny wykazywano

w pojedynczych komdrkach nowotworowych.
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Ryc. 17 Immunohistochemiczna ekspresja ghreliny w zdrovaegzaycy (17a), wolu
guzowatym obajtnym (17b), raku brodawkowatym tarczycy (17c) iuakizeniastym
(17d). Technika ABC. Powkszenie obiektywu 40x (a,b,c) i 100x (d).
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18c

Ryc. 18 Immunohistochemiczna ekspresja obestatyny w zdréavepycy (18a), wolu
guzowatym obajtnym (18b), raku brodawkowatym tarczycy (18c) iuakizeniastym
40x.

Ryc. 19 Koekspresja ghreliny (a, c) i obestatyny (b, d) wesmanym raku
pecherzykowo-rdzeniastym tarczycy. Technika ABC. Rénazenie obiektywu 40x.
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Pozytywna reakcja immunocytochemiczna na obestatbserwowana
byta gtownie w komorkach C, rzadziej w komorkagjthperzykowych zdrowej
tarczycy i wola guzowatego oltnego. Ponadto, wykazano obeého
obestatyny w komorkach nowotworowych raka brodaw&iego, raka
rdzeniastego i rakagpherzykowo-rdzeniastego tarczycy (ryc. 18). Obgstat
wystepowata najcesciej w tej samej lokalizacji, w ktorej stwierdzap&spresj
ghreliny. Immunoreaktywnié obestatyny byta jednak nierdwnomiernie nasilona
I stabsza od ekspresiji ghreliny. Wymg koekspresj obu peptydow stwierdzono

w mieszanym rakugeherzykowo-rdzeniastym tarczycy (ryc. 19).
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5 DYSKUSJA

Zwazywszy na gitbwne mechanizmy regulcg stzenie ghreliny
poczatkowo przypuszczano, do jakich zmian w wydzielatego peptydu mie
dochodzt w zaburzeniach czynsa tarczycy. Ze wzgdu na towarzysgicy
nadczynnéci tarczycy nasilony apetyt, a zwlaszcza ¢kszone spoycie
weglowodandw, sugerowanoze objawy te wywotane 3as wzmazonym
wydzielaniem ghreliny. Z kolei ¢sto stwierdzany w niedoczynéw tarczycy
przyrost masy ciata, wediug wcrgej obserwowanych zateosci, powinien
powodow& zahamowanie jej produkciji.

W niniejszej pracy wykazano jednake u chorych z niedoczynfma
tarczycy w przebiegu zapalenia tarczycy typu Hastomstzenie ghreliny
W 0SOCzu jest znagezo podwyszone w poréwnaniu z grgposéb zdrowych.
Stwierdzono ponadtoze po wyréwnaniu czynriai tarczycy dochodzi u tych
chorych do istotnego spadkgstnia ghreliny.

Dotychczasowe badania dotgce zmian stzenia ghreliny u chorych
z niedoczynngcia tarczycy rownie wskazuy na zwekszone wydzielanie tego
peptydu (Ruchata 2007, Braclik i wsp., 2008, Gjeddesp., 2008, Kosowicz
I wsp., 2010). Gjedde i wsp. (2008) wykazeale w hypotyreozie w przebiegu
przewlekliego zapalenia tarczycyesnie ghreliny koreluje negatywnie ze
stezeniem fT, i normalizuje st po uzyskaniu eutyreozy.

Nie wszyscy autorzy opisywali jednak wzrost wydaread ghreliny
w niedoczynnéci tarczycy. Altinova i wsp. (2006b) w grupie chohy
z hypotyreoz towarzysaca przewlekiemu zapaleniu tarczycy zaobserwowali
spadek produkcji ghreliny. W zezku z negatywa korelacy pomidzy stzeniem
peptydu a poziomem przeciwciat aTPO i aTg, dopadryov s¢ tutaj wptywu
przeciwciat przeciwnaeggdowych. Wczeénie] wykazano bowiemze w innej
chorobie autoimmunologicznej — celiakii dochodzi zimburzé w wydzielaniu
ghreliny (Peracchi i wsp., 2003)Wg niektérych autorobw natomiast
w niedoczynnéci tarczycy sgzenie ghreliny w osoczu nie zmieniag di jest
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poréwnywalne z warteiami obserwowanymi u osob zdrowych (Giménez-Palop
I wsp., 2005, Tanda i wsp., 2009

W grupie chorych z niedoczynéma tarczycy po strumektomii catkowitej
po 4-6 tygodniach od odstawienia L-tyroksyny nielzerwowano istotnych
réznic w stzeniu ghreliny w poréwnaniu z gragkontrolrg. Nalezy zauwaty¢
jednak, ze srednie s§zenie ghreliny u tych chorych przyjmowato wakio
posredng pomiedzy stzeniem ghreliny u oséb zdrowych azniem ghreliny
u chorych z niedoczynsoia tarczycy w zapaleniu typu Hashimoto. Nie zma
wykluczy¢, ze ma to zwgzek ze stopniem nasilenia zaburamzynndgci tarczycy.
Po krotkim okresie niezgwania L-tyroksyny pacjenci zgtaszali bowiem mierni
nasilone objawy hypotyreozy. Natomiast do grupyrgblo z zapaleniem typu
Hashimoto kwalifikowano chorych 2z nasipnniedoczynnécia tarczycy,
pomijagc stany nieznacznych zabufizehormonalnych. Mialo to na celu
podkrelenie r@nic pomgdzy niedoczynnécia tarczycy a eutyre@az Wobec
wykazanego wptywu TSH naggknie ghreliny, nie mma wykluczy, ze wyrana
hyperghrelinemia u chorych z zapaleniem tarczy@utilashimoto ma zwzek
z bardzo wysokimi wartziami TSH stwierdzanymi w tej grupie.

Stezenia ghreliny u chorych z nadczyrom tarczycy wykazywaty
tendengy do nizszych wartéci w porownaniu z grup kontrolng. Ponadto, po
uzyskaniu eutyreozy, pomimo wyreego wzrostu BMI badanej grupy, nie
obserwowano spadkuegenia ghreliny.

Wyniki te wydap sie potwierdz& wczeniejsze doniesienia wskaaug na
zahamowanie wydzielania ghreliny w hypertyreoziés(Rwsp., 2003, Giménez-
Palop i wsp., 2005, Rojdmark i wsp., 2005, Altinowesp., 2006a, Ruchata 2007,
Braclik i wsp., 2008, Tanda i wsp., 2009, Theodowdpu i wsp., 2009).
Niektorzy autorzy obserwowali rowniewickszenie stzenia ghreliny u chorych
z nadczynnfcia tarczycy po uzyskaniu eutyreozy (Riis i wsp., 200&nda
I wsp., 2009).

Dotychczas nie ok&ono czynnikow wptywacych na sizenie ghreliny

w zaburzeniach czyndao tarczycy. Zasugerowanae w nadczynn<i tarczycy,
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wobec hiperinsulinemii wynikagej ze zwgkszenia ildci przyjmowanego
pokarmu, czynnikiem redukagym stzenie ghreliny mge by insulina. Riis
I wsp. (2003) wykazalize w hypertyreozie stenie ghreliny na czczo jestzsie

niz u osob zdrowych i, podobnie jak w warunkach fiagptznych, obria sk

po positku. W badaniu tym oceniono takstzenie ghreliny w osoczu krwi,
stosugjc meto@ euglikemicznej klamry metabolicznej. Polega onautraymaniu
glikemii na poziomie 5 mmol/l przy znacznej hipeuinemii poprzez
zastosowanie sgglego daylnego wlewu insuliny krotkodziatagej i 20%
roztworu glukozy. Stwierdzonoze w nhadczynn€ei tarczycy w warunkach
podwyzszonego stzenia insuliny dochodzi do obmnia sgzenia ghreliny.
Podobny spadek obserwowano u tych samych chorychzgskaniu eutyreozy
oraz w grupie kontrolnej.

Przypuszczenia dotygee wpltywu insuliny na wydzielanie ghreliny
poparto badanie zespotu Gimenéz-Palop (2005), ktéykazat, ze niskiemu
stezeniu ghreliny u chorych z nadczyrio@ tarczycy towarzyszy wysokie
stezenie insuliny i wysoki wskaik insulinoopornéci HOMA-IR na czczo. W
wynikach nie odnotowano zadeosci pomkdzy stzeniem ghreliny a BMI,
obwodem pasa chorych czy zawacig ttuszczowej masy ciata. Na podstawie
tych bada stwierdzono,ze niskie stzenie ghreliny u chorych z nadczyro®
tarczycy mae wynika& 2z towarzysgce] hypertyreozie hyperinsulinemii
I insulinooporndci.

Theodoropoulou i wsp. (2009) oceniakznie insuliny i ghreliny w teie
obcigzenia glukoa u chorych z nadczynsoig tarczycy przed i po leczeniu
tyreostatykiem. Stwierdzilize niskie sizenieghreliny na czczo dodatkowo ulega
spadkowi po podaniu glukozy i koreluje negatywnie gtzeniem insuliny
W 0SOCzU.

Whioski sugerujce, jakoby hiperinsulinemia miataby dygtéwmn
przyczyry zahamowania produkcji ghreliny najetraktowa jednak jako wsjpne
przypuszczenia, zwlaszcza w koniglk wczdéniejszych bada w ktoérych
stwierdzono,ze insulina nie jest w stanie samodzielnie zmnigjsaydzielania

ghreliny (Caixas i wsp., 2002, Williams i Cumming€05).
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W zwigzku z tym, ze ghrelina jest silnym stymulatorem wydzialania
hormonu wzrostu (Arvat i wsp., 2000, Date i ws@Q@a, Takaya i wsp., 2000,
Malagén i wsp., 2003, Popovic i wsp., 2003), waro, ze kolejnym
prawdopodobnym elementergciacym czynneé¢ tarczycy i produkej ghreliny
moze by hormon wzrostu. Produkcja GH i IGF-1 uzal®na jest od czynrici
tarczycy i odbywa si w sposob prawidtowy tylko w stanie eutyreozy (Miel
i wsp., 1993, Laron i wsp., 2003). Wykazam® w niedoczynrsxi tarczycy
produkcja GH i IGF-1 jest ostabiona (Valcavi i wsp987, Valcavi i wsp., 1992).
W nadczynnéci tarczycy natomiast dochodzi nawet do czteroleggtnwzrostu
stezenia GH (lranmanesh i wsp., 1991). Ponadto, styomlarodukcji IGF-1
przez hormony tarczycy me odbywa si¢ takze w mechanizmie niezaleym
od GH (Gaspard i wsp., 1978, Holder i wsp., 1988nt6-Salonen i wsp., 1993).

Dowiedziono, ze istnieje interakcja poruzy hormonami tarczycy
a ghrelino-zaleng stymulacy GH. U chorych z nadczyngcia tarczycy wyrzut
GH po podaniu ghreliny byt mézy w poréwnaniu z graposob zdrowych (Nascif
I wsp., 2007). Z kolei badania przeprowadzone naemgtach wykazaty,
ze niedoczynn& tarczycy powoduje zwkszone wydzielanie wzrost GH pod
wptywem ghreliny (Lee i wsp., 2001)

Rozwaano zatem, czy bezgmdnia stymulacja wydzielania hormonu
wzrostu i IGF-1 przez hormony tarczycy mogtaby nadde ujemnego spgzenia
zwrotnego powodowaspadek szenia ghreliny. U pacjentdéw z niedoczysoig
tarczycy hyperghrelinemia stanowitaby 2z kolei elame mechanizmu
kompensujcego niedobor GH. Wykazano jednak,wydzielanie ghreliny nie jest
uzaleznione od sfzenia GH w osoczu (Caminos i wsp., 2002, Freda i wXjD3).

Warto zwroct uwag: na wnioski wynikajce z badania Morovat i Dauncey
(1998), ktorzy wykazalize wptyw hormonow tarczycy na produkdpH i IGF-1
nie odbywa si na zasadzie bezfredniej zalencsci, ale uwarunkowany jest
stanem metabolicznym organizmu np. staneaywenia. Ghrelina mogtaby gy
zatem elementem p@dnicacym w tym mechanizmie regulacyjnym. Wobec

powyzszych obserwacji natg przyjrze& sig nadczynnéci i niedoczynnéci
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tarczycy pod ktem zaburze stanu metabolicznego, gdprzypuszczalnie to one
sa wyttumaczeniem zmiangtenia ghreliny u tych chorych.

W nadczynnéci tarczycy wobec nadmiaru hormonéw tarczycy doahod
do przyspieszenia przemian metabolicznych i nasgonkatabolizmu. Niskie
stezenie ghreliny powoduje u tych chorych spowolniepizemiany materii
i zahamowanie utraty energii, ktéra w nadczyunotarczycy jest znagzo
zwickszona. Nie m#zna wkec wykluczy, ze ghrelina dziata jako czynnik
kompensujcy zaburzenia metaboliczne wgstijace w hypertyreozie. Tym
bardziej, ze potwierdzono hamagy wptyw ghreliny na oksydagj wolnych
kwasow tluszczowych, co bezpednio swiadczy o spowolnieniu procesow
katabolicznych (Wren i wsp., 2000, Nakazato i wgpQ1).

W hypotyreozie natomiast, pomimo przyrostu masytagcianiedobor
hormonow tarczycy uniembwia wilasciwe spaytkowanie zasobow
energetycznych. Podobna sytuacja wysje podczas gtodzenia, kiedy dochodzi
do rzeczywistego braku substratow metabolicznycieddtzynneé¢ tarczycy
mozna zatem rozpartywa w kategorii standw z ujemnym bilansem
energetycznym tj. anoreksji, bulimiai, czy kacheksj przebiegu chordb
przewlektych i nowotworowych, ktorym towarzyszy wst stzenia ghreliny
(Inui 1999, Shiiya i wsp., 2002, Scacchi i wsp.020Tacke i wsp., 2003, Garcia
i wsp., 2005). Hyperghrelinemia w tych warunkactst jejawiskiem wgcz
pozadanym, jakaze stymuluje przemiany metaboliczne i pozwala naoadednie
wykorzystanie energii. Prometaboliczne dziatanierelyhy potwierdzono
w badaniach na zwiegtach, gdzie podawanie ghreliny szczurom powodowato
wzrost wskanika oddechowego (RQ) przy braku zmian w wydatku
energetycznym czy aktywsa fizycznej, co swiadczylo o zwgkszonym
metabolizmie wglowowanow i ttuszczéw (Tschop 2000).

Nalezy rowniez zauway¢, ze we wspomnianych przewlektych stanach
chorobowych oprécz hyperghrelinemii obserwujespiadek stzenia fT; (,,zespot
niskiej T3") (Moshang i wsp., 1975, Persson i wsp., 1985)dodatkowo mege
wskazywd na zalenos¢ pomidzy ghrelirg i czynndcia tarczycy. Troisi i wsp.

(2005) zauwayli, ze w anoreksji i bulimii stzenie ghreliny koreluje negatywnie
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ze stzeniem wolnych hormonéw tarczycy. Rozpadwj zaburzenia stanu
metabolicznego nie wynikage bezpérednio z patologii tarczycy, moa to
zjawisko ttumaczy jako podwdjne zaoszedzenie energii. Glodzenie powoduje
bowiem wzrost stzenia ghreliny jako czynnika dziaj@ego prometabolicznie,
a z drugiej strony zahamowanie produkcji hormon&wczycy prowadzi do
obnizenia utraty energii. Badania przeprowadzone podczaxkotrwatego
glodzenia u szczurdw potwierdzity wzrosgzgnia ghreliny przy spadkuggenia
hormonow tarczycy (Ruchata 2007).

W warunkach hyper- lub hypotyreozy nie ma juz méwi¢ o prawidtowej
odpowiedzi tarczycy na zaburzenia stanu metabadiganorganizmu. W tej
sytuacji rot czynnika kompensagego powstate zaburzenia meo spetnia
ghrelina, a powizanie pomgdzy jej produkcy a czynnéciag tarczycy wiedzie
najprawdopodobniej przez podwzgoérze, ktore jest wgigm crodkiem
regulupcym przemiany energetyczne organizmu.

Jak jw wspomniano powxej, ghrelina wykazuje dziatanie
prometaboliczne poprzez swoje receptory w podwagdPapotti i wsp., 2000,
Inui 2001, Wren i wsp., 2001a, Gnanapavan i wsp022 Lawrence i wsp., 2002,
Schaller i wsp., 2003). Produkowana lokalnie, alkré¢ na drodze endokrynnej
i poprzez stymulaej widkien nerwu h¢dnego powoduje aktywagjneuronow
jadra tukowatego, a naginie pder bocznych podwzgorza (Hewson i Dickson,
2000, Toshinai i wsp., 2003, Couce i wsp., 2006j)owRdzi to m.in. do
uwolnienia peptydéw oreksygennych: neuropeptyduNPY) i biatka Agouti
(AgRP) oraz do zahamowania dzigajch anoreksygennie neurondw
zawierajcych proopiomelanokortgn— POMC oraz transkryptu regulowanego
kokaimg i amfetamin - CART (Schwarz i wsp., 2000, Chen i wsp., 2004).

W jadrze tukowatym (ARC), gdrze brzuszno-przyodkowym (VMN),
jadrze grzbietowo-przayodkowym (DM), pdrze przykomorowym (PVN)

i okolicy bocznej podwzgorza wykazano rownekspresj receptorow hormonéw
tarczycy. Aktywnd¢ dejodynazy typu 2 wyspujacej w tej czsci OUN zwicksza

sie podczas gtodzenia, céwiadczy o udziale 3w odpowiedzi na niedobory
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energetyczne. Wzmona ekspresja dejodynazy 2 i nasilona konwergjdol T
w obrbie jader podwzgorza prowadzi w konsekwencji do spadktl TR

W warunkach niedoboru hormondw tarczycy wzrosizestia ghreliny
powoduje zatem aktywagjjader podwzgorza, ktére w warunkach eutyreozy
byltyby pobudzane przez tréjjodotyrogin W konsekwencji dochodzi do
uruchomienia obwodowych szlakow regglwjch procesy energetyczne
I nasilenia metabolizmu. Z kolei w nadczysaiotarczycy niskie stzenie ghreliny
powoduje zmniejszenie tempa przemian metaboliczmyeldukcp patologicznie
zwickszonego wydatku energetycznego.

Odpowiedza hormondw tarczycy na stan energetyczny jestealkch
regulupcy wplyw na apetyt. Trojjodotyronina powoduje akbag neuronow
zawierajcych NPY, a z drugiej strony dziata supresyjniecOART i POMC (Ishii
I wsp., 2003, Kong i wsp., 2004). W badaniach n@&emgtach zaobserwowano,
ze myszy pozbawione D2 nie wykagzwzrostu NPY i ma ostabione poczucie
gtodu, ktore normalizuje sipo egzogennym podaniu THerwig i wsp., 2008).
Istnieje ponadto anatomiczne p@uanie pomgdzy neuronami zawierggymi
NPY a neuronami produkagymi TRH (Herwig i wsp., 2008).

Wobec nasilonego apetytu u chorych z nadczyripo tarczycy
stwierdzenie niskiego gtenia ghreliny byto zaskakiagym wynikiem. Niemnigj
zmniejszenie produkcji ghreliny me by i tym razem elementem mechanizmu
kompensujcego dziatanie innych czynnikéw prowadygch do wzrostu taknienia.

Jak wspomniano powgj, wzmaony apetyt towarzysze hypertyreozie
W znacznym stopniu wynika z bezpedniego dziatania hormondéw tarczycy na
jadra podwzgoérza. W badaniach eksperymentalnych veyl@zze podanie
antagonistow receptora NPY1 powoduje zahamowankmidaia u zwierzt
z nadczynnécia tarczycy (Ishii i wsp., 2003).

Dodatkowo, ra$ w stymulacji apetytu me odgrywa leptyna wptywajca
na neurony podwzgorza. Wykazane u szczurOw otrzymggych egzogenn
trojjodotyronire stzenie leptyny w osoczu byto istotnie obome (Ishii i wsp.,
2003). Spadkowi leptyny towarzyszyta ostabiona eksjp mRNA POMC
I CART oraz nasilona ekspresja NPY (Lopez i wspQ2, Ishii i wsp., 2003).
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Kolejnym czynnikiem zwikszapcym taknienie w hypertyreozie jest
zaburzony stosunek e¢gen serotoniny (5-hydroksy — tryptaminy, 5-HT)
i noradrenaliny (NAA). Stwierdzongie przy wysokim stosunku serotoniny do
noradrenaliny zmniejszagsspazycie weglowodandw, a nagbnie take catkowita
ilos¢ przyjmowanego pokarmu (Shor-Posner i wsp., 198f,i Rvsp., 1991).
Odwrotnie, niskie szenie serotoniny i wysokie tenie noradrenaliny pobudaaj
taknienie (Leibowitz 1986, Paez i Leibowitz, 1993).

W nadczynnéci tarczycy dochodzi do nasilonej aktywied ukiadu
wspoiczulnego i wzrostu gtenia katecholamin w osoczu. Dodatkowo, wychwyt
komodrkowy NAA jest upéledzony, gdy jej transport przezbtonowy konkuruje
z transportem HT (Blondeau i wsp., 1993, Zhou i w4890, Burggraaf i wsp.,
2001). W konsekwencji w nadczynioo tarczycy stosunek 5-HT/NAA w osoczu
jest obntony, co skutkuje nasilonym apetytem, a zwlaszczacgksmonym
spazyciem weglowodanow (Pijl i wsp., 2001). Wzmona aktywné¢ ukiladu
wspotczulnego w hypertyreozie sprzyja stymulacjietgpu réwnie poprzez
bezpdredni aktywacg postsynaptycznych receptorow adrenergicznych. dkona
stymulacja ukladu wspoiczulnego i ostabienie sygnakz  widkien
przywspotczulnych nerwu &dnego przyczynia si do spadku wydzielania
ghreliny (Burggraaf i wsp., 2001)

Dowodow dla poparcia teorii kompensacyjnych zmidagres ghreliny
w zaburzeniach czynhdo tarczycy dostarczyto badanie Kluge i wsp. (2010)
ktorzy wykazali,ze podanie egzogennej ghreliny powoduje wzrostesiia T,
oraz obnienie TSH. Wczéiej w badaniach na zwiegtach zaobserwowanage
ghrelina egzogenna podana dokomorowo prowadzi dwlksp s¢zenia TSH
(Wren i wsp., 2000).

Zmiany stzenia ghreliny u chorych z zaburzeniami czyuadarczycy
mog wynika¢é ponadto ze zmian w klirensie nerkowym peptydu.
W niedoczynnéci tarczycy dochodzi do zmniejszenia przeptywu perkgo
i spadku wspotczynnika przgsania k¢buszkowego (GFR), a w konsekwencji
do wzrostu stzenia kreatyniny i innych substancji w osoczu. W ¢mthngci

tarczycy sytuacja ksztattuje esiwprost przeciwnie — przeptyw nerkowy
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I przegiczanie kébuszkowe s zwigkszone (Iglesias i Diez 2009). Wykazane,
w warunkach hypertyreozy dochodzi do szybszej elaojy m.in. PRL i GH
z osocza (Taylor i wsp., 1969). Nie mma zatem wykluczy, ze u chorych
z niedoczynngcia tarczycy wzrost gtenia ghreliny jest skutkiem utrudnionej
eliminacji peptydu z krwioobiegu. Natomiast u chadryz nadczynnieia tarczycy
spadek stzenia ghreliny mee wynika& z jej szybszego wydalania. W zaku
z tym, ze aktywnd¢ enzymdw uczestnigeych w deacylacji ghreliny (m.in.
butyrylocholinesterazy) regulowana jest przez haryntarczycy, hypertyreoza
moze talkze przyspieszaproces jej degradacji (De Vriese i wsp., 2004).

Wptyw na stzenie ghreliny mog mie¢ réwniez zaburzenia gospodarki
lipidowej towarzyszce dysfunkcjom tarczycy. @gteczki LDL, HDL, VHDL
I TAG wiaza bowiem ghrelig acylowan (Beaumont i wsp., 2003, De Vriese
I wsp., 2007). Zalenos¢ pomidzy stzeniem poszczegolnych frakcji lipidowych
a stzeniem ghreliny nie zostata jeszcze dokfadnie d&re. Niektorzy wskazyj
na pozytywn korelacg pomidzy stzeniem ghreliny a HDL i LDL (Purnell
I wsp., 2003, Fagerberg i wsp., 2003). Choi i Wg004) nie stwierdzili natomiast
wptywu HDL, TAG i LDL na stzenie ghreliny.

Analiza stzen drugiego z peptyddéw — obestatyny wykazata,u chorych
z niedoczynngcia tarczycy po strumektomii catkowite] jejegenie jest wysze
niz u 0sob zdrowych. W niedoczynimb tarczycy w zapaleniu typu Hashimoto,
pomimo wyfciowych stzen obestatyny nie tiigcych s¢ istotnie od grupy osob
zdrowych, po wyréwnaniu czynia tarczycy L-tyroksyn wykazano znacgy
spadek stzenia obestatyny, podobny do zmian wezehiu ghreliny. Nie
stwierdzono rénic w stzeniu obestatyny porulzy nadczynngcia tarczycy
a grup kontrolmm. W cal@dciowo analizowanej grupie kontrolnej i badanej
odnotowano natomiast istatnstatystycznie pozytywn korelacg pomidzy
stezeniem ghreliny i obestatyny.

Réwnolegle przebiegage zmiany sizen ghreliny i obestatyny sktanigpo
rozwazenia ich wzajemnej zataosci. Dotychczasowy stan wiedzy na temat tych
peptydow pozwala twierdgi ze produkowane gsone przez ten sam rodzaj

komorek, na drodze posttranslacyjnych przemian ggd prekursora — prepro-
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ghreliny. Zmianom w steniu ghreliny powinny zatem towarzyszyodobne
zmiany s¢zen obestatyny, na co mggvskazyw@ wyniki tej pracy

Dotychczasowe jednoczesne analizyezat ghreliny 1 obestatyny
przeprowadzone u 0s6b szczuptych i otytych na cxegkazaly,ze stzenia obu
peptydow koreluyj ze solp pozytywnie przy negatywnej zaleosci od BMI
(Beasley i wsp., 2009). Podobnie w anoreksji ckazone sizenie obestatyny
towarzyszyto wzmponej produkcji ghreliny (Nakahara i wsp., 2008, @amn
i wsp., 2010).

Zespot Monteleone (2008) jako jedyny zaobserwowat, w anoreksji
dochodzi do wzrostu stenia ghreliny przy spadkuegkenia obestatyny w osoczu.
Niektére badania wydajsic wskazywd& na maliwos¢ niezalenej produkcji
ghreliny i obestatyny. Zaobserwowana w komorkach nowotworowych raka
piersi i raka prostaty dochodzi do utraty egzongeBu prepro-ghreliny (Jeffery
iwsp., 2005, Yeh iwsp., 2005), ktéry, jake sip&zniej okazato, jest
odpowiedzialny za powstanie obestatyny. Z drugigprg/, Seim i wsp. (2010)
wykazali, ze na drodze alternatywnej transkrypcji genu pregmeliny mae
powstawé czsteczka proghreliny pozbawiona fragmentu gzanego
z produkcy ghreliny. Dalsze przemiany zmienionej w ten spogdbghreliny
prowadza do powstania wycznie obestatyny. W pewnych warunkach zatem
synteza ghreliny i obestatyny v przebiega niezalenie, a zmiany stzen obu
peptydow nie przebiegajéwnolegle.

Wykazana w tej pracy pozytywna korelacjacday ghrelirg i obestatyn
stanowi najprawdopodobniej zaprzeczenie ¢pusie zaktadane] przez Zhanga
iwsp. (2005) teorii przeciwnych wdaiwosci siostrzanych peptydow.
W rozwazanym przez nich uktadzie zaleosci wzrost sgzenia jednego
z peptyddéw powinien powodowapadek stzenia drugiego.

W dalszym cigu trwap dyskusje, czy w ogole rozpatrywabestatyn
jako peptyd wykazuapy dziatanie biologiczne, czy tylko jako peptyd
towarzysacy ghrelinie.Nie mazna jednak wykluczg, ze obestatyna, powsiaj
rownolegle z ghrelig wptywa modulujco na jej dziatanie. WcZpiejsze badania

wykazaly juw bowiem podobne wigiwosci obestatyny w zakresie czynitd
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komodrek somatotropinowych, w ktérych hamowata otyanslowane ghrelig
wydzielanie GH (Zizzari i wsp., 2007).

Wyjasnieniu ewentualnej roli ghreliny i obestatyny jaKokalnych
modulatoréw czynnixi tarczycy czsciowo maze postuy¢ analiza ekspresji obu
peptyddéw na poziomie tkanki gruczotu.

W ponizszej pracy ekspresj ghreliny odnotowano w tyreocytach
i komérkach okotopcherzykowych zaréwno zdrowej tarczycy, jak i wola
guzowatego obejnego oraz nowotworéw zdtwych tarczycy.

Dotychczas przeprowadzone badania nie pozwolity spaecyzowanie
wnioskow dotycgcych obecnéci ghreliny w tarczycy. Trwaj dyskusje nad
réznicami w ekspresji tego peptydu w zdrowej tkanceicgotu, zmianach
tagodnych i ziéliwych tarczycy.

Wystepowanie ghreliny w komorkach okotegherzykowych, zaréwno
zdrowej tarczycy, jak i w zmianach nowotworowychnotbwano ja we
wczeniejszych badaniach (Kanamoto i wsp., 2001, Nakesp., 2004, Raghay
I wsp., 2006, Ruchata 2007).

Kanamoto i wsp. (2001) po raz pierwszy zaobserwpwal komorki C
raka rdzeniastego tarczycy (MTC — medullary thyrog&cinoma) maj zdolng¢
wydzielania ghreliny. MetagNorthern blot wykazat on eksprespnRNA prepro-
ghreliny w komorkach linii TT uwzanej za najbardziej stabilfini¢c komodrek
MTC. Ponadto, meted radioimmunologiczg potwierdzit obecn& ghreliny
w ekstraktach komorek, a ocena immunocytochemiczpazwolita na
sprecyzowanie lokalizacji cytoplazmatycznej tegptpeu.

Niejako uzupetnieniem tych batlebyta praca zespotu Raghay (2006),
ktory metodami molekularnymi (RT-PCR) i immunohigtemicznymi wykazat
obecndé¢ ghreliny w komorkach okotagherzykowych raka rdzeniastego,
brodawkowatego i ¢cherzykowego tarczycy, ale réwniew komorkach C
zdrowej tarczycy. Stwierdzono zateme komorki okotopcherzykowe maij
zdolna¢ produkceji ghreliny zarowno w zdrowej tkance, jaknowotworach
gruczotu tarczowego. Analiza ekspresji immunohiseicznej ghreliny w wolu

guzowatym obajtnym potwierdzita obecrsé peptydu gtdwnie w komorkach C
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przy znacznie stabszej reakcji w komorkacgitherzykowych tarczycy (Ruchata
2007).

Na podstawie silnej ekspresji ghreliny w komérkag&iotopecherzykowych
zasugerowanozze ghrelina mpe by nowym markerem raka rdzeniastego
tarczycy. Aktualnie za gtowny wskaik diagnostyczny i prognostyczny
u pacjentow z MTC uznajec¢skalcytonire. Skzenie kalcytoniny mee by jednak
podwyzszone réwnig w innych guzach neuroendokrynnych, w raku pieesku
ptuca, a take w nienowotworowych chorobach tarczycy np. w zapial tarczycy
typu Hashimoto (Morpurgo iwsp., 2005). W zwku z embriologicznym
pochodzeniem komorek C, rak rdzeniasty tarczycyapkalcytoniny produkuje
takze szereg innych hormonow i peptydoéw neuroendokrghnyj. ACTH,
serotonig, chromogrania A i VIP (vasoactive intestinal peptide). Skomddtem
ghreliny ¢ komorki neuroendokrynniotagdka, nie mana wykluczy, ze komorki
okotopscherzykowe tarczycy rowniaiczestnicz w jej produkcji.

Dotychczasowe badania nie pozwal@dnak na uznanie ghreliny jako
markera MTC. Nie stwierdzono mdic w stzeniu ghreliny w osoczu pacjentéw
z rakiem rdzeniastym tarczycy a gaulontrolrg oséb zdrowych i os6b z wolem
guzowatym obojetnym (Morpurgo iwsp., 2005). Testpentagastryn obok
wzrostu s§zenia kalcytoniny powodowat w réwnym stopniu zliszenie
produkcji ghreliny, a spektakularny wzrosgzgnia ghreliny obserwowano tylko
u pacjentéw z patologicarstymulacy kalcytoniny. Nie odnotowano ta& r&znic
w stzeniu ghreliny u chorych po strumektomii z powodu W poréwnaniu
z pacjentami przed operacjNa podstawie tych baflamazna zatem jedynie
uzna, ze istotnym miejscem produkcji ghreling &omorki C, jednak udziat
samej tarczycy w tym procesie nie jest znagz

Ekspresja ghreliny w tyreocytach jesigie przedmiotem dyskusji. Raghay
I wsp. (2006), analizgf reakcg immunohistochemicznna ghrelig w zdrowej
tkance i nowotworach tarczycy, nie stwierdzili obei peptydu w komorkach
pecherzykowych. Zespot Karaoglu (2009) opisat ekgprghreliny w tyreocytach
zdrowej tarczycy, tarczycy w zapaleniu typu Hashionooraz w raku

brodawkowatym tarczycy. Interegaym wynikiem byta wykazana silna ekspresja
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ghreliny w komorkach ¢gherzykowych tarczycy ptodowej (Volante 2003). Na
podstawie tych badazasugerowanoze tarczyca mie by¢ istotnym zrodiem
peptydu w okresie prenatalnym. Volante i wsp. (900i@ stwierdzili ekspresii
ghreliny w komoérkach ¢herzykowych zdrowej tarczycy ludzi dorostych.
Wykazali natomiast jej obeckd w tyreocytach guzéw tagodnych i zhovych
pochodzenia folikularnego, co wskazywaloby na repeéss peptydu

w przypadku nowotworéwegeherzykowych tarczycy.

W niniejszej pracy wykazano obecdo ghreliny w komorkach
pecherzykowych tarczycy. Nie moa wykluczy, ze wystpowanie tego peptydu
w miejscu produkcji hormonow tarczycy weomie zwigzek z modulujca rola
ghreliny w zakresie funkcji wydzielniczej gruczotarczowego. Wskazywataby
na to rownie obserwowana wcZaiej w tarczycy szczura silna ekspresja ghreliny
W CZsScCi szczytowej tyreocytow, ktora jest miejscem egzozy tyreoglobuliny
i peroksydazy tyrozynowej, transportu jodkow do didl, jodowania
tyreoglobuliny, a take endocytozy jodowanej tyreoglobuliny (Ruchata 2007

Dodatkowo za znaczeniem funkcjonalnym ghreliny vezgcy przemawia
wychwyt ghreliny egzogennej w tym gruczole (Ruch2@®7). Daylne podanie
szczurom peptydu znakowanelfd, a nastpnie analiza radioaktywroi izotopu
w 27 naradach pobranych po autopsji pozwolita na a@cewzmieszczenia
naradowego ghreliny w organizmie. Aktywi®d znakowanego peptydu
w gruczole tarczowym nataeta do najwyszych, nawet po zablokowaniu
wychwytu '3 poprzez podanie zwiegom przed badaniem piynu Lugola.
Ponadto, zaobserwowanae w chgu pierwszych dwoch godzin po podaniu
znakowanej ghreliny radioaktywfo odczytywana w tarczycy utrzymywatee Si
na statym poziomie. Swoista kumulacja peptyduzenazatem wskazywana
aktywndai¢ biologiczry ghreliny w gruczole tarczowym.

Odrebnym zagadnieniem jest szeroko dyskutowana eksprgkjeliny
w zmianach tagodnych i zbwych tarczycy. Zhang i wsp. (2006) metod
immunohistochemiczn stwierdzili obecné& ghreliny w  komoérkach
nowotworowych raka brodawkowatego, e¢cpherzykowego, rdzeniastego

i anaplastycznego tarczycy. Nie wykazali natomiaskspresji ghreliny
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w podostrym zapaleniu tarczycy, zapaleniu typu lasto, chorobie Graves-
Basedowa, wolu guzowatym, ani w zdrowej tarczycy.

Whprost przeciwne wyniki uzyskat zespot Karaoglu 2y ktéry metod
immunohistochemiczn wykazat silm ekspresj ghreliny w komodrkach
pecherzykowych zdrowej tkanki tarczycy i w zapaleniypu Hashimoto,
a znacznie stabszw raku brodawkowatym tarczycy. Potwierdzit on paeze
obserwacje meted radioimmunologicza, analizujc sezenie peptydu
w homogenatach tkankowych.

Rozbiencsci w uzyskiwanych do tej pory wynikach sklaniaj
do rozwaenia wptywu ghreliny na wzrost, mdicowanie i czynn& komorek
tarczycy. Zagadnienie to jest tym bardziej inteygsei w sSwietle szeroko
rozwazanej roli ghreliny w proliferacji komérkowej.

Obecndc receptorow ghreliny w tkance tarczycy - zarowrtdS=R1a, jak
I GHS-R1b zostata szeroko udokumentowana (Casswspi, 2000, Papotti
i wsp., 2000, Gnanapavan iwsp., 2002, Ueberbevgpi, 2009). Najsilniejsz
ekspresj GHS-R wykazano w raku zrdicowanym tarczycy, naginie
w zdrowej tkance tarczycy, a najstaipsz raku anaplastycznym (Cassoni i wsp.,
2000). Nie stwierdzono wygtowania GHS-R w raku rdzeniastym tarczycy.

Wobec silnej ekspresji ghreliny w komorkach C ivpierdzonej obecrimi
receptorow GHS-R na komorkach egherzykowych tarczycy ghrelina
produkowana w komodrkach okolggherzykowych mogby wplywa® na
tyreocyty na drodze parakrynowejCassoni i wsp. (2000) wykazali,
ze syntetyczne sekretagogi powagduahamowanie proceséw proliferacyjnych
w obrbie  zr@nicowanych rakéw tarczycy (raka  brodawkowatego
I pecherzykowego) oraz raka anaplastycznego. ZespGhniel (2003), stosag
stosunkowo wysokie &tenia ghreliny (100 nmol/l do 1umol/l) udowodnit,
ze take endogenny peptyd hamuje prolifeca&omoérek raka brodawkowatego
I anaplastycznego tarczycy. W zw@ku z tym, ze zahamowanie wzrostu raka
niezr&nicowanego wymagato wgzych sgzen ghreliny, podejrzewano,
ze komérki te posiadaj zmodyfikowany receptor ghreliny Ilub jego

powinowactwo do tego peptydu jest mniejsze. Wyni& mogtyby zatem
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swiadczy o dziataniu ochronnym wysokichegen ghreliny na progresjzmian
nowotworowych.

Hamupcy wptyw ghreliny na prolifera¢j komérkows zaobserwowano
takze w raku piersi i raku drobnokomorkowym ptuca (@essi wsp., 2001,
Cassoni i wsp., 2006). W raku piersi dziatanie pralferacyjne ghreliny byto
niezalene od typu histopatologicznego nowotworu, jego si@Eaawansowania
czy indeksu proliferacyjnego (Cassoni i wsp., 200Na efekt badania wptywat
wytacznie stopnig zrdznicowania komorek. Najsilniejsze awianie ghreliny
wykazywaly guzy dobrze zedicowane, a najstabsze - guzy niskaniéowane.

Nalezy jednak przyzng ze prace wskazgge na proproliferacyjne
dziatanie ghreliny $ liczniejsze. Stwierdzono,ze stymuluje ona wzrost
i réznicowanie komorek kory nadnerczy, preadipocytowméeek 3 trzustki,
komoérek nabtonkazotadka i osteoblastow (Baldanzi iwsp., 2002, Petersso
I wsp., 2002, Andreis iwsp., 2003, Kim iwsp., 40Mazzocchi i wsp., 2004,
Brzozowski iwsp., 2004, Brzozowski iwsp., 2005jk&shima iwsp., 2005,
Maccarinelli i wsp., 2005, Granata i wsp., 2006;kRavsp., 2008). WWrdd tkanek
nowotworowych silg proliferacg komoérkows pod wpltywem ghreliny
zaobserwowano w komoérkach PC-3 raka prostaty (Jefievsp., 2002),
w gruczolakoraku trzustki (Duxbury I wsp., 2003), ruggolaku
watrobowokomorkowym (Murata iwsp., 2002) i guzachzysadki typu
somatotropinoma (Nanzer i wsp., 2004).

W opozycji do badania Cassoni i wsp. (2001) daojyego
antyproliferacyjnego dziatania ghreliny w raku gieznajduje si praca zespotu
Jeffery (2005). Wykazal onze ghrelina acylowana stymuluje proliferacj
komorek raka piersi nawet o 36%. #RRica w wynikach obydwu badamoze
wynika¢ z zastosowanych ¢gten ghreliny. W pierwszym komorki inkubowano
w znacznie wyszych s¢zeniach (LM), ktére mana uzné za cytotoksyczne.
Jeffery i wsp. uayli natomiast fizjologicznych sten ghreliny (110-120pM),
CO przemawia za wiarygodg§ma wynikow ich bada.

Kolejnych dowoddéw na proproliferacyjne dziatanierglmy dostarczyto

badanie przeprowadzone na nowotworowych liniach &&owych biataczki
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erytrocytarnej (De Vriese iwsp., 2005). Wykazane, ghrelina produkowana
przez te komorki stymuluje ich prolifergcpawet o 40%. Nie obserwowano
takiego dziatania po podaniu przeciwciat przecivaghowych.

Stwierdzonozze ghrelina dziata proproliferacyjnie takna komorki PC-3
raka prostaty (Jeffery i wsp., 2002, Yeh i wsp.Q20 Jest to wynik tym bardziej
interesugcy, ze nie stwierdzono ekspresji ghreliny i jej recepiwworw zdrowej
tkance gruczotu krokowego, a wykazanpw tagodnym przericie oraz raku
prostaty (Jeffery iwsp., 2002). Dodatkowo, stwiemdo, ze w 0soczu Krwi
chorych z rakiem prostatyegenie ghreliny acylowanej jest wgze nz u chorych
z tagodnym przerostem prostaty i u 0sob zdrowychlé@ddowicz i wsp., 2009).
By¢ maze kolejne badania przynigsodpowied na pytanie, czy ghrelina
acylowana ma zwrek z powstawaniem raka prostaty, czy tene czynniki
zwigzane z rakiem prostaty wptywsapa acylagj ghreliny.

Zakladagc stymulugcy wptyw ghreliny na proliferagj komoérek
nowotworowych naley w tym miejscu rownig zastanowd Sie, czy jest ona
pierwotnym czynnikiem inicjacym kancerogenez czy mae elementem
wtérnego mechanizmu powoduggo dalszy rozwoj nowotworu. Obserwowany
bowiem u chorych z nowotworem Zkwym ujemny bilans energetyczny
powoduje zwgkszenie wydzielania ghreliny jako czynnika dzig¢ago
prometabolicznie. Lokalne proproliferacyjne dziaéanpeptydu powodygge
wzrost guza nowotworowego m® by zatem niepgagdanym nasfpstwem
hyperghrelinemii.

Na temat stymulowanej przez ghreliproliferacji komérkowej mgna tex
spojrz& z drugiej strony. Karaoglu i wsp. (2009) stwielijzie ekspresja ghreliny
w raku brodawkowatym tarczycy jest stabsza wi zdrowej tkance i zapaleniu
tarczycy typu Hashimoto. Podobne obserwacje datyaka zotadka, przetyku,
trzustki oraz nerki (Duxbury i wsp., 2003, Aydiwsp., 2005, Mottershead i wsp.,
2007, Dagli iwsp., 2009). W zdrowych tkankach tynhrzdow obecnél
ghreliny zostata wielokrotnie potwierdzana (Papottisp., 2000, Gnanapavan
I wsp., 2002, Ueberberg iwsp., 2009). W przypadi&ka zotadka, przetyku,

trzustki czy nerki nie udato gijednak wykazé& ekspresji ghreliny (Duxbury
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I wsp., 2003, Aydin i wsp., 2005, Mottershead i w007, Dagli i wsp., 2009).
Niska ekspresja ghreliny jako czynnika stymagdaigo proliferagj lub wrecz jej
brak mae by zatem elementem mechanizmu ochronnego, przecitaggiago
dalszemu wzrostowi guza.

Pdsrednio o wptywie ghreliny na proliferackomérkows maze swiadczy
rowniez zrdznicowanie ekspresji receptorow GHS-R. Obe&cnweceptorow
ghreliny na powierzchni komérek nowotworowych rakeostaty byla d&f
zaskakujcym odkryciem wobec ich braku w zdrowym gruczolagétti i wsp.,
2000, Jeffery i wsp., 2002, Cassoni i wsp., 200¢ynik ten byt tym bardziej
interesugcy, ze wykazanymi receptorami bylty uznawane za nieakgyvateptory
GHS-R1b.

W poréwnaniu ze zdrowymi tkankami receptor GHS-RApkazywat
silniejsz ekspresgj takze w gruczolakach przysadki (Korbonitis i wsp., 2D01
i raku piersi (Jeffery iwsp., 2005). W raku jeligmubego ekpresja receptora
GHSR-1b byta rownie zdecydowanie silniejsza, przy ostabione] ekspresji
receptora GHS-R1a lub wez jego zaniku (Waseem iwsp., 2008). Niezma
zatem wykluczy, ze receptor GHS-R1b uczestniczy w przekazywania aygn
stymulujacego prolifera¢j Ponadto, wobec silnej ekspresji w nowotworach
ztosliwych réznych naradéw mae on sté sic nowym markerem kancerogenezy.

Mechanizm, w jakim ghrelina stymuluje proliferadfomérek nie zostat
poznany. Prawdopodobnie jest on gzzéiny z kinaz biatkowg aktywowan przez
miogeny (MAPK, mitogen-activated protein kinasehpedy), jak zaobserwowano
w komorkach prostaty (Yeh iwsp., 2005), hepatodyt@Murata i wsp., 2002),
kardiomiocytach (Baldanzi iwsp., 2002), adipocitatKim iwsp., 2004),
komorkach kory nadnerczy (Andreis iwsp., 2003, ktexhi iwsp., 2004)
i komérkach somatotropowych przysadki (Nanzer i w2p04).

Ekspresja drugiego z peptydow - obestatyny w rem@gj pracy
stwierdzana byta najegciej w tej samej lokalizacji, w ktérej obserwowano
odczyn dla ghreliny - gtownie w komorkach okodopherzykowych, rzadziej
w komérkach pcherzykowych zdrowej tarczycy, wola guzowatego ein@go

I komorkach nowotworowych raka tarczycy. Niemniej jmmunoreaktywné&
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byta stabsza i zemicowana w poszczegoélnych komoérkach,zekv komorkach
nowotworowych.

Koekspresj ghreliny i obestatyny w tkance tarczycy wykazadikze
Karaoglu i wsp. (2009). Natg zaznacz§, ze autorzy nie odnotowali
zrGznicowania intensywn@i odczynu obestatyny poguzy zdrows tarczya,
zapaleniem typu Hashimoto i rakiem brodawkowatymatdrhiast ekspresja
ghreliny w raku brodawkowatym byta znacznie stabsizav zdrowej tkance czy
zapaleniu tarczycy typu Hashimoto. Stanowitoby tejako potwierdzenie dla
teorii méwicej o alternatywnej transkrypcji genu prepro-ghmeli mazliwosci
niezalenej syntezy ghreliny czy obestatyny. Rownieespot Zhao (2008)
zaobserwowalze wzotadku szczura komorki wykazage ekspregjobestatyny s
liczniejsze ni te wykazugce immunoreaktywrig ghreliny. Maliwe s3 zatem
réznice w ekspresji siostrzanych peptydow.

Volante i wsp. (2009) wykazalize w guzach neuroendokrynnych
intensywnd¢ odczynu dla obestatyny jest stabsza dla ghreliny. Niemnigj
jednak w guzach tarczycy ekspresja obestatyny lydadziej zaznaczona
w porownaniu m.in. do nowotworow przewodu pokarmgwegdzie obecridé
tego peptydu stwierdzano tylko w pojedynczych kdwadh. Autorzy analizowali
rowniez wptyw obestatyny na proliferackomérek TT i BON-1 raka rdzeniastego
tarczycy. S¢zenie obestatyny produkowanej przez komorki BON-ITi byto
odpowiednio 10- i 2-krotnie wagze ni stzenie stwierdzane w osoczu zdrowych
ludzi. Po zahamowaniu ewentualnej aktyéeiambestatyny w komoérkach BON-1
I TT poprzez ich inkuba¢jw obecnéci przeciwciat antyobestatynowych nie
wykazanozadnych zmian w zakresie wzrostuzmicowania czy apoptozy tych
komodrek. Wskazywatoby to na brak autokrynowego tdmia obestatyny na
komorki BON-1 i TT. Natomiast zastosowane ponadf@jiczne sizenia
obestatyny egzogennej wykazywaty sd@vosci hamugce ich proliferagj. Efekt
ten byt bardziej zaznaczony w ebre komérek TT, co mogto wynikaz faktu,
ze komorki te produkaj obestatya w mniejszej ildci, map stabiej rozwingte

ujemne sprgzenie zwrotne i przez to silniej nagmeaguj (Volante i wsp., 2009).
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Badanie Volante jest jedynym do tej pory badanieoggoym wskazywa
na antyproliferacyjne  dziatanie  obestatyny. c¢Wgza¢  dotychczas
opublikowanych prac wykazatae obestatyna stymuluje proliferagpznych linii
komodrkowych - komorek siatkéwki (Camina i wsp., ZDkomorek rakaotadka
(Pazos iwsp., 2007), komoérel trzustki (Granata iwsp., 2008), komorek
ziarnistych jajnika (Mészarosova i wsp., 2008)akz¢ pre-adipocytow (Zhang
I wsp., 2008). Wyniki te maj jednak charakter pojedynczych doniésie
I wymagaj szerszej analizy w kolejnych badaniach.

Niemniej jednak w zwizku z prawdopodobnym wptywem ghreliny na
wzrost i r@nicowanie komorek, koekspresja tkankowa ghrelingbestatyny
obserwowana w tarczycy sklania do rozemia roli obestatyny jako czynnika
mogcego wpltywa na proliferacg komorek tarczycy lub modulagego dziatanie

ghreliny w tym zakresie.
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6 PODSUMOWANIE I WNIOSKI

1. Stzenie ghreliny w osoczu ulega zmianom w przebiedweas czynngci
tarczycy.

W nasilonej niedoczynrioi tarczycy w zapaleniu typu Hashimoto obserwuje
siec podwyzszone stzenie ghreliny, ktore ulega spadkowi po leczeniu.
U chorych po strumektomii totalnej z krétkotrwatiedoczynnécia tarczycy
stezenie ghreliny osiga wartdci posrednie pomgdzy wartgciami
obserwowanymi u oséb zdrowych a hypotyrewz przebiegu przewlekiego
zapalenia tarczycy. W nadczyr$go tarczycy obserwowana jest tendencja
do niskich stzen ghreliny.

2. Zmiany stzenia ghreliny w niedoczyniol i nadczynnéci tarczycy mog
stanow¢ element mechanizmu kompengiggo zaburzenia rownowagi
energetycznej u tych chorych.

3. Pozytywna korelacja powrtdzy stzeniem ghreliny i obestatyny jest
argumentem przeciwko teorii mdywiej o ich przeciwstawnych
wiasciwosciach. Wspotwysipowanie obu peptydow me wskazywé
natomiast na ich wzajemgrealezencs¢. Nie mazna wykluczy modulupcej
roli obestatyny w stosunku do dziatania ghreliny.

4. Ekspresj ghreliny wykazuj komorki okotogcherzykowe i pcherzykowe
zdrowej tarczycy, wola guzowatego oraz nowotwordeélzvych tarczycy.
Obestatyna wysgpuje w tej samej lokalizacji, co ghrelina, ¢hqej
immunoreaktywnét jest nierbwnomiernie nasilona i stabsza od odczynu
ghreliny.

5. Koekspresja ghreliny i obestatyny w tarczycy potdia ich pochodzenie ze
wspoélnego prekursora — prepro - ghreliny. Natomiagtznicowanie
ekspresji ghreliny i obestatyny w zakresie komongécherzykowych
i komorek C, a take r&nice w nasileniu reakcji immunocytochemicznej
pomidzy komorkami zdrowymi i nowotworowymi me odzwierciedlé

znaczenie funkcjonalne obu peptydow w tkance tangzy

85



7 PISMIENNICTWO

1. Akamizu T, Takaya K, Irako T, Hosoda H, TeramukgiMatsuyama A, Tada H,
Miura K, Shimizu A, Fukushima M, Yokode M, Tanaka, Kangawa K.
Pharmacokinetics, safety, and endocrine and appsfiects of ghrelin administration
in young healthy subjects, Eur J Endocrinol, 2A®0(4): 447-455

2. Akamizu T, Shinomiya T, Irako T, Fukunaga M, Niaka Nakai Y, Kangawa K,
Separate measurement of plasma levels of acylatdddasacyl ghrelin in healthy
subjects using a new direct ELISA assay, J Clindernidol Metab, 2005, 90: 6-9

3. al-Adsani H, Hoffer LJ, Silva JE, Resting eneegyenditure is sensitive to small dose
changes in patients on chronic thyroid hormone a@ghent, J Clin Endocrinol
Metab, 1997, 82: 1118-1125

4. Altinova AE, Toruner FB, Aktirk M, El@eS, Yetkin I, Cakir N, Arslan M, Reduced
serum acylated ghrelin levels in patients with hffpgoidism, Horm Res, 2006a,
65(6): 295-299

5. Altinova AE, Téruner FB, Karakoc A, Yetkin |, Agz G, Cakir N, Arslan M, Serum
ghrelin levels in patients with Hashimoto's thyitig] Thyroid 2006b, 16(12): 1259-
1264

6. Anderwald-Stadler M, Krebs M, Promintzer M, MarMd| Bischof MG, Nowotny P,
Kastenbauer T, Luger A, Prager R, Anderwald C,rRéasbestatin is lower at fasting
and not suppressed by insulin in insulin-resistamhans, Am J Physiol Endocrinol
Metab, 2007, 293: E1393-398

7. Andreis PG, Malendowicz LK, Trejter M, Neri G, iBazzi R, Rossi GP, Nussdorfer
GG, Ghrelin and growth hormone-secretagogue recegr® expressed in the rat
adrenal cortex: evidence that ghrelin stimulatesmn, but not secretory activity of
adrenal cells, FEBS Lett, 2003, 536: 173-179

8. Ariyasu H, Takaya K, Tagami T, Ogawa Y, HosodaAkamizu T, Suda M, Koh T,
Natsui K, Toyooka S, Shirakami G, Usui T, Shima#suDoi K, Hosoda H, Kojima
M, Kangawa K, Nakao K, Stomach is a major sourcecicfulating ghrelin, and
feeding state determines plasma ghrelin-like immeactivity levels in humans, J
Clin Endocrinol Metab, 2001, 86: 4753-4758

9. Arosio M, Ronchi CL, Gebbia C, Cappiello V, Beekecoz P, Peracchi M,
Stimulatory effects of ghrelin on circulating sowstatin and pancreatic polypeptide
levels, J Clin Endocrinol Metab, 2003, 88: 701-704

86



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Arvat E, Di Vito L, Broglio F, Papotti M, MucciolG, Dieguez C, Casanueva FF,
Deghenghi R, Camanni F, Ghigo E, Preliminary evidetihat ghrelin, the natural GH
secretagogue (GHS)-receptor ligand, strongly stesl GH secretion in humans. J
Endocrinol Invest, 2000, 23: 493-495

Arvat E, Maccario M, Di Vito L, Broglio F, Bensd, Gottero C, Papotti M, Muccioli
G, Dieguez C, Casanueva FF, Deghenghi R, Camar@higo E, Endocrine activities
of ghrelin, a natural growth hormone secretago@tdS), in humans: comparison and
interactions with hexarelin, a nonnatural pepti@S, and GH-releasing hormone, J
Clin Endocrinol Metab, 2001, 86: 1169-1174

Asakawa A, Inui A, Kaga T, Yuzuriha H, NagataUeno N, Makino S, Fujimiya M,
Niijima A, Fujino MA, Kasuga M, Ghrelin is an apjiet stimulatory signal from

stomach with structural resemblance to motilin, t@&snterology, 2001, 120: 337-345
Asakawa A, Inui A, Fujimiya M, Sakamaki R, ShiktuN, Ueta Y, Meguid MM,

Kasuga M, Stomach regulates energy balance viatecybhrelin and desacyl ghrelin,
Gut, 2005, 54: 18-24

Aydin S, Ozercan IH, Dagli F, Aydin S, Dogru Oegl€bi S, Akin O, Guzel SP.
Ghrelin immunohistochemistry of gastric adenocama and mucoepidermoid

carcinoma of salivary gland, Biotech Histochem, 20D (3-4): 163-168

Bagnasco M, Kalra PS, Kalra SP, Ghrelin and teptilse discharge in fed and fasted
rats, Endocrinology, 2002, 143: 726-729

Baiguera S, Conconi MT, Guidolin D, MazzocchiNrlendowicz LK, Parnigotto PP,
Spinazzi R, Nussdorfer GG, Ghrelin inhibits in @itingiogenic activity of rat brain
microvascular endothelial cells, Int J Mol Med, 2004(5): 849-854

Baldanzi G, Filigheddu N, Cutrupi S, Catapandbnissoni S, Fubini A, Malan D,
Baj G, Granata R, Broglio F, Papotti M, Surico NysBolino F, Isgaard J, Deghenghi
R, Sinigaglia F, Prat M, Muccioli G, Ghigo E, Graai A, Ghrelin and des-acyl
ghrelin inhibit cell death in cardiomyocytes andlethelial cells through ERK1/2 and
PI 3-kinase/AKT, J Cell Biol, 2002, 159(6): 1029310

Bang AS, Soule SG, Yandle TG, Richards AM, PenameCJ, Characterisation of
proghrelin peptides in mammalian tissue and plagnkmdocrinol, 2007, 192(2): 313-
323

Barazzoni R, Bosutti A, Stebel M, Cattin MR, Rpég Visintin L, Cattin L, Biolo G,
Zanetti M, Guarnieri G, Ghrelin regulates mitochoaldlipid metabolism gene
expression and tissue fat distribution in liver asicgtletal muscle, Am J Physiol
Endocrinol Metab, 2004, 288: E228-E235

87



20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Barazzoni R, Zanetti M, Ferreira C, Vinci P, Bird, Mucci M, Dore F, Fonda M,
Ciocchi B, Cattin L, Guarnieri G, Relationships weén desacylated and acylated
ghrelin and insulin sensitivity in the metabolindyome, J Clin Endocrinol Metab,
2007, 93: 3935-3940

Barreiro ML, Gaytan F, Castellano JM, Suominen B8a M, Gaytan E, Aguilar E,
Dieguez C, Toppari J, Tena-Sempere M, Ghrelin itdithe proliterative activity of
immnature Leydig cells in vivo and regulates stesth factor messenger ribonucleic

acid expression in rat testis, Endocrinology, 20e¥5: 4825-4834
Bassil AK,Haglund Y Brown J,Rudholm T Hellstrém PMNaslund ELee K, Sanger

GJ, Little or no ability of obestatin to interacitvghrelin or modify motility in the rat
gastrointestinal tract, Br J Pharmacol, 2007, 1p&38-64

Beasley JM, Ange BA, Anderson CAM, Miller 1l ER{olbrook JT, Appel LJ,
Characteristics associated with fasting hormondseditin, ghrelin and leptin),
Obesity, 2009, 17 (2): 349-354

Beaumont NJ, Skinner VO, Tan TM, Ramesh BS, Bypde MacColl GS, Keen JN,
Bouloux PM, Mikhailidis DP, Bruckdorfer KR, Vandemmp MP, Srai KS, Ghrelin
can bind to a species of high density lipoproteinogiated with paraoxonase, J Biol
Chem, 2003, 278, 8877-8880

Bedendi I, Alloatti G, Marcantoni A, Malan D, @alano F, Ghe C, Deghenghi R,
Ghigo E, Muccioli G, Cardiac effects of ghrelin aitel endogenous derivatives des-
octanoyl ghrelin and des-GIn 14-ghrelin, Eur J Riaaol, 2003, 476: 87-95

Bergmann T, Lohmann T, Wallaschofski H, Assoomatbetween thyroid function and
ghrelin or adiponectin levels. Exp Clin Endocriipébetes, 2003, 111: 395-396.

Bizzarri C, Rigamonti AE, Giannone G, Berardin@l Cella SG, Cappa M, Muller
EE, Maintenance of a normal meal-induced decreasplasma-ghrelin levels in
children with Prader-Willi syndrome, Hormone MetaRes, 2004, 36(3): 164-169

Blondeau JP, Beslin A, Chantoux F, Francon Jipdoihyronine is a high-affinity
inhibitor of amino acid transport system L1 in cuétd astrocytes, J Neurochem, 1993,
60(4): 1407-1413

Braclik M, Marcisz C, Giebel S, Orzet A, Serumpti@ and ghrelin levels in
premenopausal women with stable body mass indeingiureatment of thyroid
dysfunction, Thyroid, 2008, 18(5): 545-550

Bresciani E, Rapetti D, Dona F, Bulgarelli |, Tiagzo L, Locatelli V, Torsello A,
Obestatin inhibits feeding but does not modulate &id corticosterone secretion in
the rat, J Endocrinol Invest, 2006, 29: RC 16-18

88



31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Broglio F, Arvat E, Benso A, Gottero C, Muccidh, Papotti M, van der Lely AJ,
Deghenghi R, Ghigo E. Ghrelin, a natural GH segagae produced by the stomach,
induces hyperglycemia and reduces insulin secretionumans, J Clin Endocrinol
Metab, 2001, 86(10): 5083-5086

Broglio F, Koetsveld PP, Benso A, Gottero C, RradF, Papotti M, Muccioli G,
Gauna C, Hofland L, Deghenghi R, Arvat E, Lely &higo E, Ghrelin secretion is
inhibited by either somatostatin or cortistatinhimmans, J Clin Endocrinol Metab,
2002, 87: 4829-4832

Broglio F, Gottero C, Benso A, Prodam F, Destisfa®, Gauna C, Maccario M,
Deghenghi R, van der Lely AJ, Ghigo E, Effects dfralin on the insulin and
glycemic responses to glucose, arginine, or fréty facids load in humans. J Clin
Endocrinol Metab, 2003, 88(9): 4268-4272

Broglio F, Van Gottero CKP, Prodam F, Destef&i8enso A, Gauna C, Hofland L,
Arvat E, van der Lely AJ, Ghigo E, Acetylocholinegulates ghrelin secretion in
humans, J Clin Endocrinol Metab, 2004: 89: 24293243

Brunetti L, Leone S, Orlando G, Recinella L, Rate C, Chiavaroli A, Di Nisio C, Di
Michele P, Vacca M, Effects of obestatin on feedaing body weight after standard or
cafeteria diet in the rat, Peptides, 2009, 30(32311327

Brzozowski T, Konturek P, Konturek SJ, Kwieci8, Drozdowicz D, Bielanski W,
Pajdo W, Ptak A, Nikiforuk A, Pawlik WW, Hahn EGx&genous and endogenous
ghrelin in gastroprotection against stress-induggtric damage, Regul Pept,
2004, 120(1-3): 39-51

Brzozowski T, Konturek PC, Drozdowicz D, Kontur€d, Pawlik M, Sliwowski Z,
Pawlik WW, Hahn EGRole of central and peripheral ghrelin in the mex$a of
gastric mucosal defence, Immunopharmacology, 208545-62

Burdyga G, Varro A, Dimaline R, Thompson DG, Dak GJ, Ghrelin receptors in
rat and human nodose ganglia: putative role inlegigqig CB-1 and MCH receptor
abundance; Am J Physiol Gastrointest Liver Phy&io0Q6, 290: G1289-G1297
Burggraaf J, Tulen JH, Lalezari S, Schoemaker RE€,Meyer PH, Meinders AE,
Cohen AF, Pijl H, Sympathovagal imbalance in hympgaidism, Am J Physiol
Endocrinol Metab, 2001, 281: 190-195

Caixas A, Bashore C, Nash W, Pi-Sunyer F, Lafer& Insulin, unlike food intake,
does not supress ghrelin in human subjects, JEldocrinol Metab 2002, 87: 1902-
1906

89



41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

Callahan HS, Cummings DE, Pepe MS, Breen PA, WattCC, Weigle DS,
Postprandial suppression of plasma ghrelin levedrggportional to ingested caloric
load but does not predict intermeal interval in lansy J Clin Endocrinol Metab, 2004,
89(3): 1319-1324

Camina JP, Campos JF, Caminos JE, Dieguez Chasa FF, Obestatin-mediated
proliferation of human retinal pigment epithelialls: regulatory mechanisms, J Cell
Physiol 2007, 211: 1-9

Caminos JE, Seoane LM, Tovar SA, Casanueva Féguez C, Influence of thyroid
status and growth hormone deficiency on ghrelirr, E&Endocrinol, 2002, 147: 159-
163

Carlini VP, Monzon ME, Varas MM, Cragnolini ABcBioth HB, Scimonelli TN, de
Barioglio SR, Ghrelin increases anxiety-like beloaxand memory retention in rats,
Biochem Biophys Res Commun, 2002, 299: 739-743

Carlini VP, Varas MM, Cragnolini AB, Differentiatole of the hypocampus,
amygdale, and dorsal raphe nucleus in regulatiedifg, memory, and anxiety-like
behavioral responses to ghrelin, Biochem Biophys 8emmun, 2004, 313(3): 635-
641

Cassoni P, Papotti M, Catapano F, Ghe C, DegheRgiGhigo E, Muccioli G,
Specific binding sites for synthetic growth horm@eeretagogues in hon-tumoral and
neoplastic human thyroid tissue, J Endocrinol, 20@63: 139-146

Cassoni P, Papotti M, Ghé C, Catapano F, Sapin@waziani A, Deghenghi R,
Reissmann T, Ghigo E, Muccioli G, Identificationhaacterization, and Biological
Activity of Specific Receptors for Natural (Ghréliand Synthetic Growth Hormone
Secretagogues and Analogs in Human Breast Carcsxand Cell Lines) Clin
Endocrinol Metab, 2001, 86(4): 1738-1745

Cassoni P, Ghé C, Marrocco T, Tarabra E, AllilCBtapano F, Deghenghi R, Ghigo
E, Papotti M, Muccioli G, Expression of ghrelin aboblogical activity of specific
receptors for ghrelin and des-acyl ghrelin in hurpesstate neoplasms and related cell
lines, Eur J Endocrinol, 2004, 150(2): 173-184

Cassoni P, Allia E, Marrocco T, Ghe C, Ghigo BEjddioli G, Papotti M Ghrelin and
cortistatin in lung cancer: expression of peptidesl related receptors in human
primary tumors and in vitro effect on the H345 dnedll carcinoma cell line, J
Endocrinol Invest2006, 29: 781-790

90



50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

Chanoine JP, Wong AC, Ghrelin gene expressionaikedly higher in fetal pancreas
compared to fetal stomach: effect of maternal fgstiEndocrinology, 2004, 145:
3813-3820

Chartrel N, Alvear-Perez R, Leprince J, lturrddzReaux-Le Goazigo A, Audinot V,
Chomarat P, Coge F, Nosjean O, Rodriguez M, GallzB, Boutin JA, Vaudry H,
Llorens-CortesC, Comment on "Obestatin, a Peptide Encoded byGtelin Gene,
Opposes Ghrelin's Effects on Food Intake" Sciep@@7, 315(5813): 766

Chen HY, Trumbauer ME, Chen AS, Weingarth DT, idalR, Frazier EG, Shen Z,
Marsh DJ, Feighner SD, Guan XM, Ye Z, Nargund RRitsRG, Van der Ploeg LH,
Howard AD, MacNeil DJ, Qian S, Orexigenic actionpafripheral ghrelin is mediated
by neuropeptide Y and agouti-related protein, Eridotogy, 2004, 145: 2607-2612

Chen CY, Chao Y, Chang FY, Chien EJ, Lee SD, [gogih, Intracisternal des-acyl
ghrelin inhibits food intake and non-nutrient gesemptying in conscious rats, Int J
Mol Med, 2005, 16(4): 695-699

Cheng K, Chan WW, Barreto A Jr, Convey EM, Snit@, The synergistic effects of
His-D-Trp-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH2 on growth hormoneGH)-releasing factor-
stimulated GH release and intracellular adenosifi&-rBonophosphate accumulation
in rat primary pituitary cell culture. Endocrinolpgl989, 124(6): 2791-2798

Choi KM, Lee J, Lee KW, Seo JA, Oh JH, Kim SGirKINH, Choi DS, Baik SH, The
associations between plasma adiponectin, ghreleldeand cardiovascular risk
factors, Eur J Endocrinol, 2004: 150(5): 715-718

Conconi MT, Nico B, Guidolin D, Baiguera S, SpimaR, Rebuffat P, Malendowicz
LK, Vacca A, Carraro G, Parnigotto PP, Nussdorf&, Ribatti D, Ghrelin inhibits
FGF-2-mediated angiogenesis in vitro and in viveptples 2004, 25: 2179-2185

Corbetta S, Peracchi M, Cappiello V, Lania A, tiad, Vago L, Beck-Peccoz P,
Spada A, Circulating ghrelin levels in patientshwvgancreatic and gastrointestinal
neuroendocrine tumors: identification of one paaticeghrelinoma. J Clin Endocrinol
Metab, 2003, 88(7): 3117-3120

Couce ME, Cottam D, Esplen J, Teijeiro R, SchaeBurguera B, Potential role of
hypothalamic ghrelin in the pathogenesis of humaasity, J Endocrinol Invest, 2006,
29(7): 599-605

Cowley MA, Smith RG, Diano S, Tschop M, PronchiNikGrove KL, Strasburger CJ,
Bidlingmaier M, Esterman M, Heiman ML, Garcia-SegwM, Nillni EA, Mendez P,
Low MJ, Sotonyi P, Friedman JM, Liu H, Pinto S, @efrs WF, Cone RD, Horvath

TL, The distribution and mechanism of action ofajimr in the CNS demonstrates a

91



60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

novel hypothalamic circuit regulating energy hontasis, Neuron, 2003, 37(4): 649-
661

Cummings DE, Purnell JQ, Frayo RS, Schmidova Kssé&/ BE, Weigle DS, A
preprandial rise in plasma ghrelin suggests a mlemeal initiation in human,
Diabetes, 2001, 50: 1714-1719

Cummings DE, Clement K, Purnell JQ, Vaisse C,té0KE, Frayo RS, Schwartz
MW, Basdevant A, Weigle DS, Elevated plasma ghrddivels in Prader Willi
syndrome, Nat Med, 2002, 8: 643-644

Cummings DE, Frayo RS, Marmonier C, Aubert R, gghat D, Plasma ghrelin levels
and hunger scores in humans initiating meals valigt without time- and food-
related cues, Am J Physiol Endocrinol Metab, 2@8%,(2): E297-304

Cummings DE, Ghrelin and the short- and long-teegulation of appetite and body
weight, Physiol Behav, 2006, 89(1): 71-84

Dagli AF, Aydin S, Karaoglu A, Akpolat N, Ozercdhl, Ozercan MR. Ghrelin
expression in normal kidney tissue and renal camas, Pathol Res Pract, 2009,
205(3): 165-173

Date Y, Murakami N, Kojima M, Kuroiwa T, Matsulku, Kangawa K, Nakazato M,
Central effects of a novel acylated peptide, ghreln growth hormone release in rats,
Biochem Biophys Res Commun, 2000a, 275: 477-480

Date Y, Kojima M, Hosoda H, Sawaguchi A, MondabMsuganuma T, Matsukura S,
Kangawa K, Nakazato M, Ghrelin, a novel growth honereleasing acylated
peptide, is synthesized in distinct endocrine tgle in the gastrointestinal tracts of
rats and humang&ndocrinology2000b, 141: 4258261

Date Y, Nakazato M, Murakami N, Kojima M, KangattaMatsukura S, Ghrelin acts
in the central nervous system to stimulate gaatid secretion, Biochem Biophys Res
Commun 2001, 280: 904-907

Date Y, Nakazato M, Hashiguchi S, Dezaki K, Mdnils, Hosoda H, Kojima M,
Kangawa K, Arima T, Matsuo H, Yada T, Matsukura Ghrelin is present in
pancreatic alpha-cells of humans and rats and Etiesiinsulin secretion, Diabetes,
2002a, 51: 124-129

Date Y, Murakami N, Toshinai K, Matsukura S, Mig A, Matsuo H, Kangawa K,
Nakazato M, The role of the gastric afferent vagadve in ghrelin-induced feeding
and growth hormone secretion in rats, GastroertigyoR002b, 123: 1120-1128

92



70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.
81.

DelParigi A, Tschop M, Heiman ML, Salbe AD, Voaea B, Sell SM, Bunt JC,
Tataranni PA, High circulating ghrelin: a potenttause of hyperphagia and obesity
in Prader-Willi syndrome, J Clin Endocrinol Metap2002, 87(12): 5461-5464

Depoortere 1, Thijs T, Moechars D, De Smet B, &loh Ver, Peeters TL, Effect of
peripheral obestatin on food intake and gastrictgimg in ghrelin — knockout mice,
Br J Pharmacol, 2008, 153: 1550-1557

Dezaki K, Hosoda H, Kakei M, Hashiguchi S, WatamaM, Kangawa K, Yada T,
Endogenous ghrelin in pancreatic islets restrigctallin release by attenuating Ca2+
signaling in beta-cells: implication in the glycengontrol in rodents, Diabetes, 2004,
53: 3142-3151

De Smet B, Thijs T, Peeters TL, Depoortere |IgEiffof peripheral obestatin on gastric
emptying and intestinal contractility in rodentseuMogastroenterol Moti2007, 19:
211-217

De Vriese C, Gregoric F, Lema-Kisoka R, Waelbkokl; Robberecht P, Delporte C,
Ghrelin degradation by serum and tissue homogeniakastification of the cleavage
sites, Endocrinology, 2004, 145: 4997-5005

De Vriese C, Gregoric F, De Neef P, Robberechbdétporte C, Ghrelin is produced
by human erythroleukemic HEL cell line and involved an autocrine pathway
leading to cell proliferation, Endocrinology, 200%6: 1514-1522

De Vriese C, Hacquebard M, Gregoire F, CarpentieDelporte C, Ghrelin interacts
with human plasma lipoproteins, Endocrinology, 20048(5): 2355-2362

Dixit VD, Schaffer EM, Pyle RS, Collins GD, Saktbl SK, Palaniappan R, Lillard

JW Jr, Taub DD, Ghrelin inhibits leptin- and actiga-induced proinflammatory

cytokine expression by human monocytes and T cEl@in Invest, 2004, 114(1): 57-
66

Dornonville de la Cour C, Lindstrom E, Norlén Rakanson R, Ghrelin stimulates
gastric emptying but is without effect on acid stion and gastric endocrine cells,
Regul Pept, 2004, 120: 23-32

Duxbury MS, Waseem T, Ito H, Robinson MK, Zindd, Ashley SW, Whag EE,

Ghrelin promotes pancreatic adenocarcinoma celfpraliferation and invasiveness,
Biochem Biophys Res Commun, 2003, 309: 464-468

Ebert EC, The thyroid and the gut, J Clin Gasttesl|, 2010, 44(6): 402-406

Egido EM, Rodriguez-Gallardo J, Silvestre RA, btad, Inhibitory effect of ghrelin
on insulin and pancreatic somatostatin secretiam, EEndocrinol, 2002, 146: 241-
244

93



82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

Egido EM, Hernandez R, Marco J, Silvestre RA,eEfffof obestatin on insulin,
glucagon and somatostatin secretion in the perfuse@ancreas, Regul Pept, 2009,
152: 61-66

Erdmann J, Lippl F, Schusdziarra V, Differengdflect of protein and fat on plasma
ghrelin levels in man, Regul Pept, 2003, 116: 107-1

Erdmann J, Topsch R, Lippl F, Gussmann P, Scleusd?/, Postprandial response of
plasma ghrelin levels to various test meals intiedato food intake, plasma insulin
and glucose, J Clin Endocrinol Metab, 2004, 89:838@54

Fagerberg B, Hultén LM, Hulthe J, Plasma ghrdhody fat, insulin resistance, and
smoking in clinically healthy men: the atherosct#soand insulin resistance study,
Metabolism, 2003, 52(11):1460-1463

Fernandez-Fernandez R, Tena-Sempere M, NavarroBékteiro ML, Castellano JM,
Aguilar E, Pinilla L, Effects of ghrelin upon goratdopin-releasing hormone and
gonadotropin secretion in adult female rats: inoviand in vitro studies,
Neuroendocrinology, 2005, 82: 245-255

Foster-Schubert KE, McTiernan A, Frayo RS, Sclav&S, Rajan KB, Yasui Y,
Tworoger SS, Cummings DE, Human plasma ghrelinl¢eireerease during a one-
year exercise program, J Clin Endocrinol Metab,£28D(2): 820-825
Foster-Schubert KE, Overduin J, Prudom CE, LiuCdllahan HS, Gaylinn BD,
Thorner MO, Cummings DE, Acyl and total ghrelin aseppressed strongly by
ingested proteins, weakly by lipids, and biphagycdly carbohydrates, J Clin
Endocrinol Metab, 2008, 93(5): 1971-1979

Freda PU, Reyes CM, Conwell IM, Sundeen RE, VéavdbL, Serum ghrelin levels in
acromegaly: effects of surgical and long-actingemtide therapy, J Clin Endocrinol
Metab, 2003, 88: 2037-2044

Fukushima N, Hanada R, Teranishi H, Fukue Y, imia T, Ishikawa H, Takeda S,
Takeuchi Y, Fukumoto S, Kangawa K, Nagata K, Kojiiga Ghrelin directly
regulates bone formation, J Bone Min Res, 2005720:798

Furnes MW, Stenstrom B, Tgmmeras K, Skoglund itkédn SL, Kulseng B, Zhao
CM, Chen D, Feeding behaviour In rats subjectedasirectomy or gastric bypass
burgery, Eur Surg Res, 2008, 40: 279-288

Garcia JM, Garcia-Touza M, Hijazi RA, Taffet Gprier D, Mann D, Smith RG,
Cunningham GR, Marcelli M, Active ghrelin levelsdaactive to total ghrelin ratio in
cancer-induced cachexia, J Clin Endocrinol Met@i952 90: 2920-2926

94



93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

Gaspard T, Wondergem R, Hamanddifl, Klitgaard HM, Serum somatomedin
stimulation in thyroxine-treated hypophysectomizeats, Endocrinology, 1978,
102(2): 606-611

Gauna C, Delhanty PJD, Hofland LJ, Janssen JAMdbglio F, Ross RIM, Ghigo E,
van der Lely AJ, Ghrelin stimulates, while des-ocid ghrelin inhibits, glucose
output by primary hepatocytes, J Clin Endocrinoltée 2005, 90(2): 1055-1060

Germain N, Galusca B, Grouselle D, Frere D, Billl§, Epelbaum J, Estour B, Ghrelin
and obestatin circadian levels differentiate binggdurging from restrictive anorexia
nervosa, J Clin Endocrinol Metab, 2010, 95(6): 36682

Ghelardoni S, Carnicelli V, Frascarelli S, Rofastoni S, Zucchi R, Ghrelin tissue
distribution: comparison between gene and protgpression, J Endocrinol Invest,
2006, 29: 115-121

Giménez-Palop O, Giménez-Pérez G, Mauricio DJdBga E, Potau N, Vilardell C,
Arroyo J, Gonzalez-Clemente JM, Caixas A, Circualgtighrelin in thyroid
dysfunction is related to insulin resistance and twm hunger, food intake or
anthropometric changes, Eur J Endocrinol, 2005(1)533-79

Gjedde S, Vestergaard E, Gormsen LC, Riis ALDnghy J, Mgller N, Weeke J,
Jargensen JOL, Serum ghrelin levels are increasetypothyroid patients and
become normalized by L-thyroxine treatment, J Eidocrinol Metab, 2008, 93(6):
2277-2280

Gnanapavan S, Kola B, Bustin SA, Morris DG, Mc@®ed-airclough P, Bhattacharya
S, Carpenter R, Grossman AB, Korbonits M, The @sdistribution of the mRNA of

ghrelin and subtypes of its receptor, GHS-R, in &sp J Clin Endocrinol Metab,
2002, 87: 2988-2991

Gourcerol G, Million M, Adelson DW, Wang Y, Wang Rivier J, St-Pierre DH,
Taché Y, Lack of interaction between peripheradtipn of CCK and obestatin in the

regulation of gastric satiety signaling in rodemsptides, 2006, 27(11): 2811-2819
Gourcerol G, Coskun T, Craft LS, Mayer JP, Heimab, Wang L, Million M, St.-

Pierre DH, Taché Y, Preproghrelin — derived peptadmstatin, fails to influence food
intake in lean and obese rodents, Obesity, 20({4,1): 2643-2652

Gourcerol G, St-Pierre DH, Taché Y, Lack of obestaffects on food intake — should
obestatin be renamed ghrelin-associated peptidé{&ARegul Pept, 2007b, 141(1-3):
1-7

95



103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

Gourcerol G, Taché Y, Obestatin - a ghrelin-assedipeptide that does not hold its
promise to suppress food intake and motility, Ngastroenterol Motil, 2007c, 19(3):
161-165. Erratum in: Neurogastroenterol Motil. 2009(4): 327.

Granata R, Settanni F, Trovato L, Destefanis SJoGal Martinetti M, Ghigo E,
Muccioli G, Unacylated as well as acylated ghrgliomotes cell survival and inhibit
apoptosis in HIT-T15 pancreatic beta-cells, J EnidotInvest, 2006, 29: RC19-22

Granata R, Settanni F, Gallo D, Trovato L, BiancdneCantaluppi V, Nano R,
Annunziata M, Campiglia P, Arnoletti E, Ghe C, ula M, Papotti M, Muccioli G,
Ghigo E, Obestatin promotes survival of pancrebéta-cells and human islets and
induces expression of genes involved in the reiguaif beta-cell mass and function,
Diabetes, 2008, 57(4): 967 — 979

Green BD, Irwin N, Flaut PR, Direct and indirecteets of obestatin peptides on food
intake and the regulation of glucose homeostasts iaBulin secretion in mice,
Peptides, 2007, 28(5): 981-987

Gronberg M, Tsolakis AV, Magnusson L, Janson ETra$al, Distribution of
obestatin and ghrelin in human tissues: immunorngadells in the gastrointestinal

tract, pancreas and mammary glands, J Histocheoctigin, 2008, 56: 793-801

Gualillo O, Caminos J, Blanco M, Garcia-Caballerp Klojima M, Kangawa K,
Dieguez C, Casanueva F, Ghrelin, a novel placelgaled hormone, Endocrinology,
2001, 142(2): 788-794

Guan XM, Yu H, Palyha OC, McKee KK, Feighner SDrirgthsinghji DJ, Smith
RG, Van der Ploeg LH, Howard AD, Distribution of iR encoding the growth
hormone secretagogue receptor in brain and pesptiesues, Brain Res, 1997,48:
23-29

Guo ZF, Zheng X, Qin YW, Hu JQ, Chen SP, Hang Zc@ating preprandial ghrelin
to obestatin ratio is increased in human obesi®lid Endocrinol Metab, 2007, 92:
1875-1880

Guo ZF, Ren AJ, Zheng X, Qin YW, Cheng F, ZhandVviy H, Yuan WJ, Zou L,
Different responses of circulating ghrelin, obéstd¢vels to fasting, re-feeding and
different food compositions, and their local exgienss in rats, Peptides, 2008,
29(7):1247-1254

Haqq AM, Stadler DD, Jackson RH, Rosenfeld RG, 8lud®Q, LaFranchi SH, Effects
of growth hormone on pulmonary function, sleep tuabehavior, cognition, growth
velocity, body composition, and resting energy exiiire in Prader-Willi syndrome,
J Clin Endocrinol Metab, 2003, 88: 2206-2212

96



113.

114.

115.

116.

117.

118.

1109.

120.

121.

122.

123.

Harada T, Nakahara T, Yasuhara D, Kojima S, SagymAmitani H, Naruo A, Inui
A, Obestatin, acyl ghrelin and des-acyl ghrelirpmeses to an oral glucose tolerance

test in the restricting type of anorexia nervosal Bsychiatry, 2008, 63: 245-247

Hataya Y, Akamizu T, Takaya K, Kanamoto N, Ariyadu Saijo M, Moriyama K,
Shimatsu A, Kojima M, Kangawa K, Nakao K, A low d@osf ghrelin stimulates
growth hormone (GH) release synergistically with-@teasing hormone in humans,
J Clin Endocrinol Metab, 2001, 86: 4552-4555

Hattori N, Saito T, Yagyu T, Jiang BH, KitagawalKdagaki C, GH, GH receptor, GH
secretagogue receptor, and ghrelin expression imahuT cells, B cells, and
neutrophils, J Clin Endocrinol Metab, 2001, 86¢084-4291.

Herwig A, Ross AW, Nilaweera KN, Morgan PJ, Barrett Hypothalamic thyroid
hormone in energy balance regulation, Obes Fa@@8,21(2): 71-79

Hewson AK, Dickson SL, Systemic administration bfain induces Fos and Egr-1
proteins in the hypothalamic arcuate nucleus dethand fed rats, J Neuroendocrinol,
2000, 12 (11): 1047-1049

Heijboer AC, van den Hoek AM, Parlevliet ET, HavekeM, Romijn JA, Pijl H,
Corssmit EP, Ghrelin differentially affects hepatitd peripheral insulin sensitivity in
mice, Diabetologia, 2006, 49: 732-738

Holder AT, Wallis M, Biggs P, Preece MA, Effectsgriowth hormone, prolactin and
thyroxine on body wegith, somatomedin-like activignd in vivo sulphation of

cartilage in hypopituitary dwarf mice, J Endocrint®80, 85(1): 35-41.

Holst B, Egerod KL, Schild E, Vickers SP, Cheeth@mGerlach LO, Storjohann L,
Stidsen CE, Jones R, Beck-Sickinger AG, Schwartz, T8BPR39 signaling is
stimulated by zinc ions but not by obestatin, Emohatogy, 2007, 148: 13-20

Hosoda H, Kojima M, Matsuo H, Kangawa K, Purificetiand characterisation of rat
des-GIri*-ghrelin, a secondo endogenous ligand for the drédwrmone secretagogue
receptor, J Biol Chem, 2000, 275: 21995-22000

Hosoda H, Kojima M, Mizushima T, Shimizu S, KangalyeStructural divergence of
human ghrelin. Identification of multiple ghreliriived molecules produced by post-

translational processing, J Biol Chem, 2003, 24376
Hosoda H, Doi K, Nagaya N, Okumura H, Nakagawa BorBoto M, Ono F,

Kangawa K, Optimum collection and storage condgidor ghrelin measurements;
octanoyl modification of ghrelin is rapidly hydragd to desacyl ghrelin in blood
samples, Clin Chem, 2004, 50: 1077-1080

97



124,

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

Hosoda H, Kojima M, Kangawa K, Biological, physigical, and pharmacological
aspects of ghrelin, J Pharmacol Sci, 2006, 103&:410

Howard AD, Feighner SD, Cully DF, Arena JP, LiberafPA, Rosenblum CI,
Hamelin M, Hreniuk DL, Palyha OC, Anderson J, ParEBS§, Diaz C, Chou M, Liu
KK, McKee KK, Pong SS, Chaung LY, Elbrecht A, Dashicz M, Heavens R, Rigby
M, Sirinathsinghji DJ, Dean DC, Melillo DG, Patché&tA, Nargund R, Patrick RG,
DeMartino JA, Gupta SK, Schaeffer JM, Smith RG, \da&n Ploeg LH, A receptor in
pituitary and hypothalamus that functions in grolwtirmone release, Science, 1996,
273: 974-977

Hsu SM, Raine L, Fanger H, Use of avidin-biotingpédase complex (ABC) in
immunoperoxidase techniques: a comparison betwdd@ and unlabeled antibody
(PAP) procedures, J Histochem Cytochem, 1981, 29{)-580

Huda MS, Durham BH, Wong SP, Deepak D, KerrigatMoCulloch P Ranganath L,

Pinkney J, Wilding JP, Plasma obestatin levels larger in obese and post-
gastrectomy subjects, but do not change in resptmsemeal, Int J Obes (Lond),
2008, 32(1): 129-35

Iglesias P, Diez JJ, Thyroid dysfunction and kiddesease, Eur J Endocrinol, 2009,
160: 503-515

Inui A, Cancer anorexia-cachexia syndrome: areapmptides the key? Cancer Res,
1999, 59: 4493-4501

Inui A. Ghrelin: an orexigenic and somatothropignsil from the stomach, Nature
Reviews, Neuroscience, 2001, 2:551-560

Iranmanesh A, Lizarralde G, Jognson ML, Veldhuis Nature of altered growth
hormone secretion in hyperthyroidism, J Clin EndedrMetab, 1991, 72: 108-115

Ishii S, Kamegai J, Tamura H, Shimizu T, SugiharaQikawa S. Hypothalamic
neuropeptide Y/Y1 receptor pathway activated bgduction in circulating leptin, but
not by an increase in circulating ghrelin, conttésuto hyperphagia associated with

triiodothyronine-induced thyrotoxicosis, Neuroendialogy, 2003, 78(6): 321-330

Iwakura H, Hosoda K, Doi R, Komoto I, Nishimura Sion C, Fujikura J, Tomita T,
Takaya K, Ogawa Y, Hayashi T, Inoue G, Akamizu Tgsbda H, Kojima M,
Kangawa K, Imamura M, Nakao K, Ghrelin expressioisiet cell tumors: augmented
expression of ghrelin in a case of glucagonoma wmitiftiple endocrine neoplasm type
I, J Clin Endocrinol Metab, 2002, 87(11): 4885-4888

98



134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

Jeffery PL, Herington AC, Chopin LK, Expression aaion of the growth hormone-
releasing peptide ghrelin and its receptor in @testancer cell lines, J Endocrinol
2002, 172: R7-11

Jeffery PL, Murray RE, Yeh AH, McNamara JF, Dun&®, Francis GD, Herington
AC, Chopin LK, Expression and function of the ghrebxis, including a novel

preproghrelin isoform, in human breast cancer éissand cell lines, Endocr Relat
Cancer, 2005, 12(4): 839-850

Kakidani H, Furutani Y, Takahashi H, Noda M, MoritooY, Hirose T, Asai M,
Inayama S, Nakanishi S, Numa S, Cloning and seguanalysis of cDNA for porcine
beta-neo-endorphin/dynorphin precursor, Nature21988(5871): 245-249

Kamegai J, Tamura H, Ishii S, Sugihara H, Wakalayés Thyroid hormones
regulate pituitary growth hormone secretagogue ptece gene expression, J
Neuroendocrinol, 2001, 13: 275-278

Kanamoto N, Akamizu T, Hosoda H, Hataya Y, AriydduTakaya K, Hosoda K,
Saijo M, Moriyama K, Shimatsu A, Kojima M, Kangawa Nakao K, Substantial
production of ghrelin by a human medullary thyradrcinoma cell line, J Clin
Endocrinol Metab, 2001, 86: 4984-4990

Kanamoto N, Akamizu T, Tagami T, Hataya Y, MoriyaaTakaya K, Hosoda H,
Kojima M, Kangawa K, Nakao K, Genomic structure aracterization of the 5'-
flanking region of the human ghrelin gene, Endanagy, 2004; 145(9): 4144 — 4153

Karaoglu A, Aydin S, Dagli AF, Cummings DE, Ozerd&h Canatan H, Ozkan Y,
Expression of obestatin and ghrelin in papillaiyréid carcinoma, Mol Cell Biochem,
2009, 323(1-2): 113-118

Karasik A, Rothenberg PL, Yamada K, White MF, Kabnincreased protein kinase
C activity is linked to reduced insulin receptotaphosforylation in liver of starved
rats, J Biol Chem, 1990, 265: 10226-10231

Katsuki A, Urakawa H, Gabazza EC, Murashima S, kakeK, Togashi K, Yano Y,
Adach Y, Sumida Y, Circulating levels of active glim is accociated with abdominal
adiposity, hyperinsulinaemia and ghrelin resistaimcgatients with type 2 diabetes
mellitus, Eur J Endocrinol, 2004, 151: 573-577

Kim K, Arai K, Sanno N, Osamura RY, Teramoto A, I&isaki T, Ghrelin and growth
hormone secretagogue receptor (GHSR) mRNA expressio human pituitary
adenomas, Clin Endocrinol, 2001, 54: 759-768

99



144,

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

Kim MS, Yoon CY, Jang PG, Park HS, Ryu JW, Park St3in CS, Park JY, Lee KU,
Kim YB, Kim SY, Lee HK, Park KS, The mitogenic arahti-apoptotic actions of
ghrelin in 3T3-L1 adipocytes, Mol Endocrinol, 2008; 2291-2301

Kim S, Lee JH, Heo JS, Kwak MJ, Kim SJ, Sohn YBMKSE, Song SY, Choe YH,
Baek JW, Rha MY, Oh YJ, Jin DK, Serum obestatiréfjhrratio is altered in patients
after distal gastrectomy, Dig Surg, 2009, 26(28-148

Klein I, Danzi S, Thyroid disease and the heartc@ation, 2007, 116(15): 1725-
1735, Erratum in: Circulation. 2008, 117(3): e18.

Klieverik LP, Sauerwein HP, Ackermans MT, Boelenkalsbeek A, Fliers E, Effects
of thyrotoxicosis and selective hepatic autonomémedvation on hepatic glucose
metabolism in rats, Am J Physiol Endocrinol Meta®08, 294(3): E513-520

Klieverik LP, Coomans CP, Endert E, Sauerwein HRyvédkes LM, Voshol PJ,
Rensen PCN, Romijn JA, Kalsbeek A, Fliers E, Thyrbormone effects on whole-
body energy homeostasis and tissue specific faity @ptake in vivo, Thyroid, 2009,
150(12): 5639-5648

Kluge M, Riedl S, Uhr M, Schmidt D, Zhang X, Yassdis A, Steiger A, Ghrelin
affects the hypothalamus-pituitary-thyroid (HPT)isain humans by increasing free
thyroxinr (fT4) and decreasing TSH in plasma, E&ndlocrinol, 2010, 162(6): 1059-
1065

Kojima M, Hosoda AH, Date Y, Nakazato M, Matsuo khngawa K, Ghrelin is a
growth hormone releasing acylated peptide from athmNature, 1999, 402: 656-660
Kojima M, Hosoda H, Matsuo H, Kangawa K, Ghrelirisabvery of the natural
endogenous ligand for the growth hormone secretagogceptor, Trends Endocrinol
Metab, 2001, 12: 118-122

Kojima M, Kangawa K, Ghrelin, an orexigenic sigimal molecule from
gastrointestinal tract, Curr Opin Pharmacol, 2@%565-668

Kong WM, Martin NM, Smith KL, Gardiner JV, Connoldl, Stephens DA, Dhillo
WS, Ghatei MA, Small CJ, Bloom SR. Triiodothyronstamulates food intake via the
hypothalamic ventromedial nucleus independent afngks in energy expenditure,
Endocrinology, 2004, 145(11): 5252-5258

Koo GC, Huang C, Camacho R, Trainor C, Blake JTotBia-Meisher A, Schleim
KD, Wu TJ, Cheng K, Nargund R, McKissick G, Immueehancing effect of a
growth hormone secretagogue, J Immunol, 2001, 166{®5-201

Korbonits M, Bustin SA, Kojima M, Jordan S, AdamE,Howe DG, Kangawa K,

Grossman AB, The expression of the growth hormawesagogue receptor ligand

100



156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

ghrelin in normal and abnormal human pituitary atder neuroendocrine tumors, J
Clin Endocrinol Metab, 2001, 86(2): 881-887

Kosowicz J, Baumann-Antczak A, Ruchata M, Gryiesika M, Gurgul E, Souiski J.
Thyroid hormones affect plasma ghrelin and obestatiels, Horm Metab Res [Epub
2010 Dec 16]

Lagaud GJ, Young A, Acena A, Morton MF, Barrett TBhankley NP, Obestatin
reduces food intake and suppresses body weight gairodents Biophys Res
Commun, 2007, 357: 264—-269

Lanfranco F, Bonelli L, Broglio F, Me E, Baldi Mj Bisceglie C, Tagliabue, Manieri
C, Ghigo E, Ghrelin inhibits LH pulsatility in hums, (ENDO2006), 88th Endocrine
Society Meeting Boston 2006, P3-807

Laron Z, Interactions between the thyroid hormoaed the hormones of the growth
hormone axis, Pediatr Endocrinol Rev, 2003, 1 Suh#44-250

Lauwers E, Landuyt B, Arckens L, Schoofs L, Luyi&h Obestatin does not activate
orphan G protein-coupled receptor GPR39, BiocheopiBys Res Commun, 2006,
351: 21-25

Lawrence CB, Snape AC, Baudoin FM, Luckman SM, Aatgntral ghrelin and GH
secretagogues induce feeding and activate brairetiégpcenters, Endocrinology,
2002, 143: 155-162

Lee WM, Diaz-Espineira M, Mol JA, Rijnberk A, Primyahypothyroidism in dogs is
associated with elevated GH release, J Endoci200l1, 168: 59-66

Lee HM, Wang G, Englander EW, Kojima M, Greeley @GH Ghrelin: a new
gastrointestinal endocrine peptide that stimulatasulin secretion — enteric
distribution, ontogeny, influence of endocrine ardietetary manipulations,
Endocrinology, 2002, 143: 185-190

Leibowitz SF, Brain monoamines and peptides: moléhe control of eating behavior,
Fed Proc, 1986, 45(5): 1396-403

Leite-Moreira AF, Soares JB, Physiological, patlgatal and potential therapeutic
roles of ghrelin, Drug Discov Today, 2007, 12: 2788

Li WG, Gavrila D, Liu X, Wang L, Gunnlaugsson SolftLL, McCormick ML,
Sigmund CD, Tang C, Weintraub NL, Ghrelin inhilpt®inflammatory responces and

nuclear factor-kappa B activation in human endaheklls, Circulation, 2004, 109:
2221-2226

101



167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

Lippl F, Erdmann J, Lichter N, Tholl S, Wagenpf&] Adam O, Schusdziarra V,
Relation of plasma obestatin levels to BMI, gendge and insulin, Horm Metab Res,
2008, 40 (11): 806-812

Lépez M, Seoane L, Tovar S, Sefiaris RM, Diégueeh@roid status regulates CART
but not AgRP mRNA levels in the rat hypothalamugubbreport, 2002, 13(14):
1775-1779.

Lucidi P, Murdolo G, Di Loreto C, De Cicco A, PartaN, Fanelli C, Santeusanio F,
Bolli GB, De Feo P, Ghrelin is not necessary foequhte hormonal counterregulation
of insulin-induced hypoglycemia, Diabetes, 200418): 2911-2914

Maccarinelli G, Sibilia V, Torsello A, Raimondo Pjtto M, Giustina A, Netti C,
Cocchi D, Ghrelin regulates proliferation and diffietiation of osteoblastic cells, J
Endocrinol, 2005, 184: 249-256

Magnus-Levy A. Ueber den respiratorischen Gaswécahger Einfluss de Thyroidea
sowie unter verschiedenen pathologische ZustandinBelin Wochschr, 1895, 32:
650-652

Mains RE, Eipper BA, Glembotski CC, Dores RM, Sigies for the biosynthesis of
bioactive peptides, Trends Neurosk983, 6: 229-235

Malagén MM, Luque RM, Ruiz-Guerrero E, Rodrigueziieco F, Garcia-Navarro S,
Casanueva FF, Gracia-Navarro F, Castafio JP, liitdaceSignaling Mechanisms
Mediating Ghrelin-Stimulated Growth Hormone Release Somatotropes,
Endocrinology, 2003, 144(12): 5372-5380

Malendowicz W, Ziolkowska A, Szyszka M, Kwias Z.ekhted blood active ghrelin
and unaltered total ghrelin and obestatin conctotr® in prostate carcinoma, Urol
Int, 2009, 83(4): 471-475

Masuda Y, Tanaka T, Inomata N, Ohnuma N, TanakeoB®Z, Hosoda H, Kojima M,

Kangawa K, Ghrelin stimulates gastric acid secreiod motility in rats, Biochem
Biophy Res Commun, 2000, 276: 905-908

Matsuda K, Miura T, Kaiya H, Maruyama K, Shimak&aUchiyama M, Kangawa K,
Shioda S, Regulation of food intake by acyl and deg ghrelins in the goldfish,
Peptides, 2006, 27: 2321-2325

Mazzocchi G, Neri G, Rucinski M, Rebuffat P, SpimaR, Malendowicz LK,
Nussdorfer GG, Ghrelin enhances the growth of humdmenal zona glomerulosa
cells by exerting MAPK-mediated proliferogenic aatiapoptotic effects, Peptides,
2004, 25: 1269-1277

102



178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

McCowen KC, Maykel JA, Bistrian BR, Ling PR, Ciratihg ghrelin concentrations
are lowered by intravenous glucose or hyperinsatima euglycaemic conditions in
rodents, J Endocrinol, 2002, 175: R7-R11

McLaughlin T, Abbasi F, Lamendola C, Frayo RS, Cunga DE, Plasma ghrelin
concentrations are decreased in insulin-resistaese adults relative to equally obese
insulin-sensitive controls, J Clin Endocrinol Met2004, 89(4):1630-1635

McKee KK, Palyha OC, Feighner SD, Hreniuk DL, TaR,®hillips MS, Smith RG,
Van der Ploeg LH, Howard AD, Molecular analysisraff pituitary and hypothalamic
growth hormone secretagogue receptors, Mol Endolcri997, 11: 415-423

Méndez-Sanchez N, Chévez-Tapia NC, Uribe-Esquivel@Wrelin and the gastro-
hypothalamic axis, Gac Med Mex, 2006, 142(1): 49-58

Mészarosova M, Sirotkin AV, Grossmann R, Darlak dlanzuela F, The effect of
obestatin on porcine ovarian granulosa cells, ARieprod Sci, 2008, 108(1-2): 196-
207

Miell JP, Taylor AM, Zini M, Hiralal GM, Ross RJMValcavi R, Effects of
hypothyroidism and hyperthyroidism on insulin-ligeowth factors (IGFs) and growth
hormone- and IGF-binding proteins, J Clin Endodrietab, 1993, 76: 950-955
Mohlig M, Springer J, Otto B, Ristow M, Tschop MfeRfer AF, Euglycaemic
hyperinsulinaemia, but not lipid infusion, decresasgrculating ghrelin levels in
humans. J Endocrinol Invest 2002, 25: RC36-38

Monteleone P, Bencivenga R, Longobardi N, Seratdll, Maj M, Differential
responces of circulating ghrelin to high-fat or ligarbohydrate meal in healthy
women, J Clin Endocrinol Metab 2003, 88: 5510-5514

Mori K, Yoshimoto A, Takaya K, Hosoda K, Ariyasu Mahata K, Mukoyama M,
Sugawara A, Hosoda H, Kojima M, Kangawa K, NakadKKiney produces a novel
acylated peptide, ghrelin, EBS Lett, 2000, 486233-216

Morovat A and Dauncey MJ, Effects of thyroid statusinsulin-like growth factor-l,
growth hormone and insulin are modified by foodk&, Eur J Endocrinol, 1998, 138:
95-103

Morpurgo PS, Cappiello V, Verga U, Vicentini L, Mdgl, Lauri E, Nebuloni M,
Beck-Peccoz P, Spada A, Ghrelin in human medultarginomas, Clin Endocrinol,
2005, 63: 437-441

Moshang T Jr, Parks JS, Baker L, Vaidya V, UtigBr, Bongiovanni AM, Snyder PJ,
Low serum triiodothyronine in patients with anoeriervosa, Clin Endocrinol Metab,
1975, 40(3): 470-473

103



190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

199.

Mottershead M, Karteris E, Barclay JY, Suortamo N&wbold M, Randeva H,
Nwokolo CU. Immunohistochemical and quantitative MARassessment of ghrelin
expression in gastric and oesophageal adenocarajnénclin Pathol, 2007, 60(4):
405-409

Muccioli G, Pons N, Ghe™ C, Catapano F, Granat&iRgo E, Ghrelin and des-acyl
ghrelin both inhibit isoproterenol-induced lipolgsh rat adipocytes via a non-type la

growth hormone secretagogue receptor, Eur J Phatn20904, 498: 27-35

Murata M, Okimura Y, lida K, Matsumoto M, Sowa HajKH, Kojima M, Kangawa
K, Chihara K, Ghrelin modulates the downstream ks of insulin signaling in
hepatoma cells, J Biol Chem, 2002, 277: 5667-5674

Nagaraj S, Peddha MS, Manjappara UV, Fragmentbedtatin as modulators of food
intake, circulating lipids and stored fat, Bioch&wophys Res Commun, 2008, 366:
731-737

Nagaya N, Uematsu M, Kojima M, lkeda Y, YoshiharaShimizu W, Hosoda H,
Hirota Y, Ishida H, Mori H, Kangawa K, Chronic adristration of ghrelin improves
left ventricular dysfunction and attenuates dewelept of cardiac cachexia in rats
with heart failure, Circulation, 2001, 104: 1430354

Nakagawa E, Nagaya N, Okumura H, Enomoto M, Oy®hh F, Hosoda H, Kojima
M, Kangawa K, Hyperglycaemia suppresses the searefi ghrelin, a novel growth-
hormone-releasing-peptide: response to the int@werand oral administration of
glucose, Clin Sci (Lond), 2002, 103: 325-328

Nakahara T, Harada T, Yasuhara D, Shimada N, AmkhrSakoguchi T, Kamiji
MM, Asakawa A, Inui A, Plasma obestatin concentragdi are negatively correlated
with body mass index, insulin resistance index, pladma leptin concentrations in
obesity and anorexia nervosa, Biol Psychiatry, 28@83): 252-255

Nakai N, Kaneko M, Nakao N, Fujikawa T, Nakashima Ggata M, Tanaka M,
Identification of promoter region of ghrelin gena human medullary thyroid
carcinoma cell line, Life Sci, 2004, 75: 2193-2201

Nakazato M, Murakami N, Date Y, Kojima M, Matsuo kkngawa K, Matsukura S,
A role for ghrelin in the central regulation of fiéeg, Nature, 2001, 409: 194-198
Nanzer AM, Kahlaf S, Mozid AM, Fowkes RC, Patel MByrrin JM, Grossman AB,
Korbonitis M, Ghrelin exerts a proliferative effemh a rat pituitary somatotroph cell
line via the mitogen-activated protein kinase patywEur J Endocrinol, 2004, 151:
233-240

104



200.

201.

202.

203.

204.

205.

206.

207.

208.

2009.

210.

Nascif SO, Correa-Silva SR, Silva MR, Lengyel AND&creased ghrelin-induced GH
release in thyrotoxicosis: comparison with GH-reieg peptide-6 (GHRP-6) and
GHRH, Pituitary, 2007, 10: 27-33

Nauman A, Piekietko-Witkowska A, Turowska O, Popt&ivP, Master A, Tiaski Z,
Lampkowska J, Wodjcicka A, Brbézda |, Puzianowskaziioka M, Zaburzenia
szlakow sygnatowych hormonu tarczycy — trijodotymyn— w raku nerki typu
jasnokomorkowego, Pagty Nauk Medycznych, 2008, 5: 268-278

Nanto-Salonen K, Muller HL, Hoffman AR, Vu TH, Rageld RG, Mechanisms of
thyroid hormone action on the insulin-like growtctor system: all thyroid hormone
effects are not growth hormone mediated, Endoaringl1993, 132(2): 781-788

Nishi Y, Hiejima H, Hosoda H, Kaiya H, Mori K, FukuY, Yanase T, Nawata H,
Kangawa K, Kojima M, Ingested medium-chain fattydacare directly utilized for the
acyl-modification of ghrelin, Endocrinology 20056t 2255-2264

Noda M, Furutani Y, Takahashi H, Toyosato M, Hirdselnayama S, Nakanishi S,
Numa S, Cloning and sequence analysis of cDNA favine adrenal
preproenkephalin, Nature, 1982, 295(5846): 202-206

Nogueiras R, Pfluger P, Tovar S, Arnold M, Mitch8l] Morris A, Perez-Tilve D,
Vazquez MJ, Wiedmer P, Castafieda TR, DiMarchi Rhdp M, Schurmann A, Joost
HG, Williams LM, Langhans W, Diéguez C, Effects@bestatin on Energy Balance
and Growth Hormone Secretion in Rodents, Endoaingl2007, 148(1): 21-26

Norrelund H, Hansen TK, @rskov H, Hosoda H, KojiiMa Kangawa K, Weeke J,
Mgller N, Christiansen JS, Jgrgensen JO, Ghrelmunoreactivity in human plasma

is suppressed by somatostatin, Clin Endocrinol2280539-546
Ott V, Fasshauer M, Dalski A, Meier B, Perwitz Nlekh HH, Tschop M, Klein J,

Direct peripheral effects of ghrelin include sumsien of adiponectin expression,
Horm Metab Res, 2002, 34: 640-645

Otto B, Cuntz U, Fruehauf E, Wawarta R, FolwacznyRepl RL, Heiman ML,
Lehnert P, Fichter M, Tschop M, Weight gain decesaslevated plasma ghrelin
concentrations of patients with anorexia nervosa, EEndocrinol, 2001, 145: 669-
673

Overduin J, Frayo RS, Grill HJ, Kaplan JM, Cummirfs, Role of the duodenum
and macronutrient type in ghrelin regulation, Engaaiogy, 2005, 146(2): 845-850

Paez X, Leibowitz SF. Changes in extracellular PMbhoamines and macronutrient
intake after idazoxan or fluoxetine injection, Rhacol Biochem Behav, 1993, 46(4):
933-941

105



211.

212.

213.

214,

215.

216.

217.

218.

2109.

220.

221.

222.

Pan W, Tu H, Kasin AJ, Differential BBB interact®mf three ingestive peptides:
obestatin, ghrelin and adiponectin, Peptides, 2206911-916

Papotti M, Ghe C, Cassoni P, Catapano F, DegheRghthigo E, Muccioli G,
Growth hormone secretagog binding sites in pergdhéluman tissues, J Clin
Endocrinol Metab, 2000, 85(10): 3803-3807

Papotti M, Cassoni P, Volante M, Deghenghi R, Maltcs, Ghigo E, Ghrelin-
producing endocrine tumors of the stomach andtintssJ Clin Endocrinol Metab,
2001, 86(10): 5052-5059

Park JM, Kakimoto T, Kuroki T, Shiraishi R, Fujise Iwakiri R, Fujimoto K,
Supression of intestinal mucosal apoptosis by ghial fasting rats, Exp Biol Med
(Maywood), 2008, 233: 148-156

Patel AD, Stanley SA, Murphy KG, Frost GS, Gardidst, Kent AS, White NE,

Ghatei MA, Bloom SR, Ghrelin stimulates insulindrmeéd glucose uptake in
adipocytes, Regul Pept, 2006, 134: 17-22

Pazos Y, Alvarez CJ, Camifia JP, Casanueva FF, [&tiom of extracellular signal-
regulated kinases and proliferation in the humastrggacancer cells KATO-III by

obestatin, Growth Factors, 2007, 25: 373-381

Pazos Y, Alvarez CJP, Camifia JP, Al-Massadi O, 5=bM, Casanueva FF, Role of
obestatin on growth hormone secretion: An in vapproach, Biochem Biophys Res
Commun, 2009, 390: 1377-1381

Pénicaud L, Leloup C, Fioramonti X, Lorsignol A,riami A, Brain glucose sensing: a
subtle mechanism, Curr Opin Clin Nutr Metab Caff)& 9(4): 458-462

Peracchi M, Conte D, Terrani C, Pizzinelli S, Geblti, Cappiello V, Spada A,
Bardella MT, Circulating ghrelin levels in celiaatgents, Am J Gastroenterol, 2003,
98(11): 2474-2478

Pérez-Fontdn M, Cordido F, Rodriguez-Carmona AgiRet]), Garcia-Naveiro R,
Garcia-Buela J, Plasma ghrelin levels in patiemidergoing haemodialysis and
peritoneal dialysis, Nephrol Dial Transplant, 2004(8): 2095-2100

Persson H, Bennegard K, Lundberg PA, Svaninger Gndholm K, Thyroid
hormones in conditions of chronic malnutrition. Audy with special reference to
cancer cachexia, Ann Surg, 201(1): 45-52

Petersenn S, Rasch AC, Penshorn M, Beil FU, Scliil\le Genomic structure and
transcriptional regulation of the human growth hon@ secretagogue receptor,
Endocrinology, 2001, 142: 2649-2659

106



223.

224,

225.

226.

227.

228.

229.

230.

231.

232.

Pijl H, Koppeschaar HPF, Willekens FLA, Op de Kaimp/eldhuis HD, Meinders
AE, Effect of serotonine re-uptake inhibition byudketine on body weight and
spontaneous food choice in obesity, Int J Obe$891, 15: 237-242

Pijl H, De Meijer PHEM, J LAngius J, CoenegrachtG®8, Van der Berk AHM,
Chandie Shaw PK, Boom H, Schoemaker RC, Cohen AkgrBaf J, Meinders AE,
Food choice in hyperthyroidism: Potential influerafehe autonomic nervous system
and brain serotonin precursor availability, J Clindocrinol Metab, 2001, 86(12):
5848-5853

Pillay TS, Whittaker J, Siddle K, Phorbol estertdodd down-regulation of protein
kinase C potentiates insulin receptor thyrosineoglubsforylation: evidence for a
major constitutive role in insulin receptor regidat Biochem Soc Trans, 1990, 18:
494-495

Popovic V, Miljic D, Micic D, Damjanovic S, Arvat EGhigo E, Dieguez C,

Casanueva FF, Ghrelin Main Action on the Regulatib@rowth Hormone Release Is
Exerted at Hypothalamic Level, J Clin Endocrinoltite 2003, 88(7): 3450-3453

Prado CL, Puch Bernard AE, Elghazi L, Sosa-PinedéStssex L, Ghrelin cells
replace insulin-producing beta cells in two mousedeis of pancreas development,
Proc Natl Acad Sci USA, 2004, 101: 2924-2929

Purnell JQ, Weigle DS, Breen P, Cummings DE. Ghriglvels correlate with insulin
levels, insulin resistance, and high-density lipdpin cholesterol, but not with gender,
menopausal status, or cortisol levels in humang§lid Endocrinol Metab, 2003,
88(12): 5747-5752

Qader SS, Hakanson R, Rehfeld JF, Lundquist I, hBa#te Proghrelin-derived
peptides influence the secretion of insulin, glurggpancreatic polypeptide and
somatostatin: A study on isolated islets from moagd rat pancreas, Regul Pept,
2007, 146: 230-237

Qi X, Li L, Yang G, Liu J, Li K, Tang Y, Liou H, Bden G, Circulating obestatin
levels in normal subjects and in patients with imgxh glucose regulation and type 2
diabetes mellitus, Clin Endocrinol (Oxf), 2007, 48(593-597

Raghay K, Garcia-Caballero T, Nogueiras R, MoreB@iras A, Dieguez C, Gallego
R, Ghrelin localization in rat and human thyroiddgrarathyroid glands and tumors,
Histochem Cell Biol, 2006, 89: 400-409

Reimer MK, Pacini G, Ahrén B, Dose-dependent irtohi by ghrelin of insulin
secretion in the mouse, Endocrinology, 2003, 146-921

107



233.

234.

235.

236.

237.

238.

239.

240.

241.

242,

243.

244,

Ren AJ, Guo ZF, Wang YK, Wang LG, Wang WZ, Lin Lhehg X, Yuan WJ,
Inhibitory effect of obestatin on glucose-inducedulin secretion in rats, Biochem
Biophys Res Commun, 2008, 369: 969-972

Riis AL, Hansen TK, Moller N, Weeke J, JorgensenR¥perthyroidism is associated
with suppressed circulating ghrelin level, J Climd&crinol Metab, 2003, 88: 853-857

Rojdmark S, Calissendorff J, Danielsson O, BrisidarHunger-satiety signals in
patients with Graves’ thyrotoxicosis before, duringnd after long-term

pharmacological treatment, Endocrine, 2005, 276 55-

Ruchala M, Ghrelina i somatostatyna jako modulas®krecji hormondéw tarczycy:
badania déwiadczalne in vivo i in vitro oraz wynikage z nich implikacje kliniczne,

Wydawnictwo Naukowe Uniwersytetu im. K. Marcinkowesfo, Pozna, 2007
Saad MF, Bernaba B, Hwu CM, Jinagouda S, Fahmi &oKov E, Boyadjian R,

Insulin regulates plasma ghrelin concentration,lid €ndocrinol Metab, 2002, 87:
3997-4000

Sadegholvad A, Afkhamizadeh M, Ranjbar-Omrani GruBe ghrelin changes in
thyroid dysfunction, Arch Iran Med, 2007, 10(2):81670

Salehi A, Dornonville de la Cour C, Hakanson R, dauist |, Effects of ghrelin on
insulin and ghrelin secretion: a study of isolaphcreatic islets and intact mice,
Regul Pept, 2004, 118: 143-150

Samson WK, White MM, Price C, Ferguson AV, Obentacts in brain to inhibit
thirst, Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol, 20292(1): R637-643

Scacchi M, Pincelli Al, Cavagnini F, Nutritionalastis in the neuroendocrine control
of growth hormone secretion: the model of anoreda/osa, Front Neuroendocrinol,
2003, 24: 200-224

Schaller G, Schmidt A, Pleiner J, Wotoszczuk W, ¥Yoll, Luger A, Plasma ghrelin

concentrations are not regulated by glucose orlimsa double blind, placebo

controlled crossover clamp study, Diabetes, 202316-20

Seim |, Collet C, Herington AC, Chopin LK, Revisgenomic structure of the human
ghrelin gene and identification of novel exonseialative splice variants and natural
antisense transcripts, BMC Genomics, 2007, 8: 298

Seim |, Amorim L, Walpole C, Carter S, Chopin LKetthgton AC, Ghrelin gene-

related peptides: multifunctional endocrine / attee modulators in health and
disease, Clin Exp Pharmacol Physiol, 2010, 37(2%-131

108



245.

246.

247.

248.

249.

250.

251.

252.

253.

254,

255.

256.

Seoane LM, Al-Massadi O, Pazos Y, Pagotto U, CamamlFF, Central obestatin
administration does not modify either spontaneaugloelin-induced food intake in
rats, J Endocrinol Inves006, 29: RC13-15

Sestoft L, Metabolic aspects of the calorigenieefbf thyroid hormone in mammals,
Clin Ednocrinol (Oxf), 1980, 13: 489-506

Shiiya T, Nakazato M, Mizuta M, Date Y, Mondal MEnaka M, Nozoe S, Hosoda
H, Kangawa K, Matsukura S, Plasma ghrelin levele@am and obese humans and the

effect of glucose on ghrelin secretion, J Clin Eardwl Metab, 2002, 87: 240-244
Shimizu Y, Chang EC, Shafton AD, Ferens DM, Sar@gér Witherington J, Furness

JB, Evidence that stimulation of ghrelin receptans the spinal cord initiates
propulsive activity in the colon of the rat, J. Bloy 2006 576: 329-338

Shor-Posner G, Grinker JA, Marinescu C, Brown Oibbwitz SF, Hypothalamic
serotonin in the control of meal patterns and maatrient selection, Brain Res Bull,
1986, 17: 663-671

Sibilia V, Bresciani E, Lattuada N, Rapetti D, Lol V, De Luca V, Dona F,
Intracerebroventricular acute and chronic admiai&tn of obestatin minimally affect

food intake but not weight gain in the rat, J Errdaad Invest 2006, 29(11): RC31-4

Smith RG, Palyha OC, Feighner SD, Tan CP, McKee Kikegniuk DL, Yang L,
Morriello G, Nargund R, Patchett AA, Howard AD, Giih hormone releasing
substances: types and their receptors, Horm RS, 53(3): 1-8

Soares JB, Leite-Moreira AF: Ghrelin, des-acyl gihrand obestatin: Three pieces of
the same puzzle, Peptides, 2008, 29: 1255-1270

Soriano-Guillén L, Barrios V, Campos-Barros A, Anggee J, Ghrelin levels in obesity
and anorexia nervosa: effect of weight reductioreguperation, J Pediatr, 2004, 144:
36-42

Soule SG, Yandle TG, Richards AM, Pemberton CJ r&ierisation of proghrelin
peptides in mammalian tissue and plasma, J Endncf007, 192: 313-323

St-Pierre DH, Settani F, Olivetti |, Gramaglia Egrielini M, Granata R, Prodam F,
Benso A, Ghigo E, Broglio F, Circulating obestatévels in normal and type 2
diabetic patients, J Endocrinol Invest, 2010, 33%741-214

Subasinghage AP, Green BD, Flatt PR, Irwin N, Hewd&M, Metabolic and
structural properties of human obestatin {1-23} @awd fragment peptides, Peptides,
2010, 31(9): 1697-1705

109



257.

258.

259.

260.

261.

262.

263.

264.

265.

266.

267.

Tack J, Depoortere |, Bisschops R, Verbeke K, Jarsg, Peeters T, Influence of
ghrelin on gastric emptying and meal-related symmston idiopathic gastroparesis,
Aliment Pharmacol Ther, 2005, 22(9): 847-853

Tack J, Depoortere |, Bisschops R, Delporte C, ieoB] Meulemans A, Janssens J,
Peeters T, Influence of ghrelin on interdigestiastgointestinal motility in man, Gut,
2006, 55(3): 327-333

Tacke F, Brabant G, Kruck E, Horn R, Schoffski cker H, Manns MP, Trautwein
C, Ghrelin in chronic liver disease, J Hepatol, 2088: 447-454

Takahashi Y, Kato K, Hayashizaki Y, WakabayashDhisuka E, Matsuki S, Ikehara
M, Matsubara K, Molecular cloning of the human @ugistokinin gene by use of a
synthetic probe containing deoxyinosine, Proc Ratd Sci USA, 1985, 82(7): 1931-
1935

Takaya K, Ariyasu H, Kanamoto N, Ilwakura H, Yoshimd@\, Harada M, Mori K,
Komatsu Y, Usui T, Shimatsu A, Ogawa Y, Hosoda Kcamizu T, Kojima M,
Kangawa K, Nakao K, Ghrelin strongly stimulatesvgitohormone release in humans,
J Clin Endocrinol Metab, 2000, 85: 4908-4911

Tanaka M, Naruo T, Muranaga T, Yasuhara D, Shiiyddkazato M, Matsukura S,
Nozoe S, Increased fasting plasma ghrelin levefmtients with bulimia nervosa, Eur
J Endocrinol, 2002, 146: R1-R3

Tanaka M, Naruo T, Yasuhara D, Tatebe Y, Nagai Niiy& T, Nakazato M,
Matsukura S, Nozoe S, Fasting plasma ghrelin lemedsibtypes of anorexia nervosa,

Psychoneuroendocrinology, 2003a, 28: 829-835
Tanaka M, Naruo T, Nagai N, Kuroki N, Shiiya T, Makto M, Matsukura S, Nozoe

S, Habitual binge/purge behavior influences cirtinta ghrelin levels in eating
disorders, J Psych Res, 2003b, 37(1): 17-22

Tanda ML, Lombardi V, Genovesi M, Ultimieri F, LA| Gandolfo M, Dalle Mule 1,
Grasso L, Bogazzi F, Broglio F, Ghigo E, MartinoHartalena L, Plasma total and
acylated ghrelin concentrations in patients witlnichl and subclinical thyroid
dysfunction, J Endocrinol Invest, 2009, 32(1): B-7

Taylor AL, Finster JL, Mintz DH, Metabolic clearamand production rates of human
growth hormone, J Clin Invest, 1969, 48(12): 23392

Tena-Sempere M, Barreiro ML, Gonzalez LC, GaytarZkang FP, Caminos JE,
Pinilla L, Casanueva FF, Dieguez C, Aguilar E, Nasepression and functional role
of ghrelin in rat testis, Endocrinology, 2002, 1437-725

110



268.

269.

270.

271.

272.

273.

274,

275.

276.

277.

278.

Tesauro M, Schinzari F, lantorno M, Rizza S, Melihd_auro D, Cardillo C, Ghrelin
improves endothelial function in patients with nietic syndrome, Circulation, 2005,
112: 2986-2992

Theodoropoulou A, Psyrogiannis A, Metallinos IC, bdas |, Vgenakis AG,
Kyriazopoulou V, Ghrelin response to oral glucosad in hyperthyroidism, before
and after treatment with antithyroid drugs, Endoarinvest, 2009, 32(2): 94-97

Thompson NM, Gill DA, Davies R, Loveridge N, HoustBA, Robinson IC, Wells T,
Ghrelin and des-octanoyl ghrelin promote adipogenesrectly in vivo by a
mechanism independent of GHS-R1a, Endocrinology42045: 234-242

Toshinai K, Date Y, Murakami N, Shimada M, MondaBMShimbara T, Guan JL,
Wang QP, Funahashi H, Sakurai T, Shioda S, MatsuBuKangawa K, Nakazato M,
Ghrelin-induced food intake is mediated via thexor@athway, Endocrinology, 2003,
144(4): 1506-1512

Tremblay F, Perreeault M, Klaman LD, Tobin JF, $niit Gimeno RE, Normal food
intake and body weight in mice lacking the G pnotebupled receptor GPR39,
Endocrinology, 2007, 148: 501-506

Troisi A, Di Lorenzo G, Lega |, Tesauro M, Bertdlj Leo R, lantorno M, Pecchioli
C, Rizza S, Turriziani M, Lauro R, Siracusano Alagtha ghrelin in anorexia,
bulimia, and binge-eating disorder: relations withting patterns and circulating
concentrations of cortisol and thyroid hormonesufdendocrinology, 2005, 81(4):
259-266

Trudel L, Tomasetto C, Rio MC, Bouin M, Plourde ¥perling P, Poitras P,
Ghrelin/motilin-related peptide is a potent prokiogo reverse gastric postoperative
ileus in rat, Am J Physiol Gastrointest Liver Ploys2002, 282(6): G948-952

Trudel L, Bouin M, Tomasetto C, Eberling P, St-Ree$, Bannon P, L'Heureux MC,
Poitras P, Two new peptides to improve post-oparajastric ileus in dog, Peptides,
2003, 24(4): 531-534

Tschop M, Smiley DL, Heiman ML, Ghrelin induces jaBity in rodents, Nature,
2000, 407: 908-913

Tschop M, Wawarta R, Riepl RL, Friedrich S, Bidingier M, Landgraf R,
Folwaczny C, Post-prandial decrease of circulatimgnan ghrelin levels, J Endocrinol
Invest, 2001a, 24: 19-21

Tschop M, Weyer C, Tataranni PA, Devanarayan V,uRawn E, Heiman ML,
Circulating ghrelin levels are decreased in humbaesity, Diabetes, 2001b, 50: 707-
709

111



279.

280.

281.

282.

283.

284.

285.

286.

287.

288.

289.

290.

Tsolakis AV, Portela-Gomes GM, Stridsberg M, GrimglL, Sundin A, Eriksson BK,
Oberg KE, Janson ET, Malignant gastric ghrelinonith wayperghrelinemia, J Clin
Endocrinol Metab, 2004, 89(8): 3739-3744

Tsolakis AV, Grimelius L, Stridsberg M, Falkmer S®&aldum HL, Saras J, Janson
ET, Obestatin/ghrelin cells in normal mucosa andioerine tumours of the stomach,
Eur J Endocrinol, 2009, 160(6): 941-949

Ueberberg B, Unger N, Saeger W, Mann K, Petersefix@ession of ghrelin and its
receptor in human tissues, Horm Metab Res, 2009,131814-821

Unniappan S, Speck M, Kieffer TJ, Metabolic effeathronic obestatin infusion in
rats, Peptides, 2008, 29: 1354-1361

Valcavi R, Dieguez C, Preece M, Taylor A, PortidloScanlon MF, Effect of

thyroxine replacement therapy on plasma insulia-igcowth factor 1 levels and on
growth hormone responces to growth hormone relgdsictor factor in hypothyroid

patients, Clin Endocrinol (Oxf), 1987, 27: 85-90

Valcavi R, Zini M, Portioli I, Thyroid hormones amgrowth hormone secretion, J
Endocrinol Invest, 1992, 15(4): 313-330

Vicenatti V, Genghini S, De lasio R, Pasqui F, RagtJ, Pasquali R, Circulating
obestatin levels and the ghrelin/obestatin ratioli@se women, Eur J Endocrinol,
2007, 157: 295-301

Volante M, Allia E, Gugliotta P, Funaro A, Broglie, Deghenghi R, Muccioli G,
Ghigo E, Papotti M, Expression of ghrelin and of BH secretagogue receptor by
pancreatic islet cells and related endocrine tumbiSlin Endocrinol Metab, 2002a,
87: 1300-1308

Volante M, Fulcheri E, Allia E, Cerrato M, Pucci Rapotti M, Ghrelin expression in
fetal, infant, and adult human lung, J Histochento€lgem, 2002b, 50(8): 1013-21
Volante M, Allia E, Fulcheri E, Cassoni P, GhigoMuccioli G, Papotti M, Ghrelin
in fetal thyroid and follicular tumors and cell déis: expression and effects on tumor
growth, Am J Pathol, 2003, 162: 645-654

Volante M, Rosas R, Ceppi P, Rapa |, Cassoni Pdéviemann B, Settanni F, Granata
R, Papotti M, Obestatin in human neuroendocrirsuéis and tumours: expression and
effect on tumour growth, J Pathol, 2009, 218(4B8-4566

Wang WG, Chen X, Jiang H, Jiang ZY, Effects of ghren glucose-sensing and
gastric distension sensitive neurons in rat doraghl complex, Regul Pept 2008, 146:
169-175

112



291.

292.

293.

294,

295.

296.

297.

298.

299.

300.

301.

302.

Wang Y, Nishi M, Doi A, Shono T, Furukawa Y, Shinaad, Furuta H, Sasaki H,
Nanjo K, Ghrelin inhibits insulin secretion throutite AMPK-UCP2 pathway in beta
cells, FEBS Lett, 2010, 584(8): 1503-1508

Waseem T, Javaid-Ur-Rehman, Ahmad F, Azam M, Quid#h Role of ghrelin axis
in colorectal cancer: a novel association, Pepti2@88, 29(8): 1369-1376

Wiley KE, Davenport AP, Comparison of vasodilatanshuman mammary artery:
ghrelin is a potent physiological antagonist of @helin-1, Br J Pharmacol, 2002,
136: 1146-1152

Wierup N., Svensson H., Mulder H., Sundler F, Theretin cell: a novel
developmentally regulated islet cell in the humangreas, Regul Pept, 2002, 107: 63-
69

Williams DL, Cummings DE, Grill HJ, Kaplan JM, Meadlated ghrelin suppression
requires postgastric feedback, Endocrinology, 20084(7): 2765-2767

Williams DL, Grill HJ, Cummings DE, Kaplan JM. Vagony dissociates short- and
long-term controls of circulating ghrelin, Endoaiogy, 2003b, 144(12): 5184-5187

Williams DL, Cummings DE, Regulation of ghrelin iphysiologic and
pathophysiologic states, J Nutr, 2005, 135: 1322613

Wren AM, Small CJ, Ward HL, Murphy KG, Dakin CL, Aeri S, Kennedy AR,
Roberts GH, Morgan DG, Ghatei MA, Bloom SR, The elowypothalamic peptide
ghrelin stimulates food intake and growth hormoaerstion, Endocrinology, 2000,
141: 4325-4328

Wren AM, Seal LJ, Cohen MA, Brynes AE, Frost GS, rphy KG, Dhillo WS,
Ghatei MA, Bloom SR, Ghrelin enhances appetite amteases food intake in
humans, J Clin Endocrinol Metab, 2001a, 86:59925599

Wren AM, Small CJ, Abbott CR, Dhillo WS, Seal LJolgén MA, Batterham RL,
Taheri S, Stanley SA, Ghatei MA, Bloom SR, Ghreluses hyperphagia and obesity
in rats, Diabetes, 2001b, 50: 2540-2547

Yamamoto D, lkeshita N, Daito R, Herningtyas EHdaK, Takahashi K, lida K,
Takahashi Y, Kaji H, Chihara K, Okimura Y, Neithentravenous nor
intracerebroventricular administration of obestatifects the secretion of GH, PRL,
TSH and ACTH in rats, Regul Pept, 2007, 1:138(2t3t-144

Yang J, Brown MS, Liang G, Grishin NV, Goldstein,Jidentification of the
acyltransferase that octanoylates ghrelin, an #@ppstmulating peptide hormone,
Cell, 2008, 132(3): 387-396

113



303.

304.

305.

306.

307.

308.

3089.

310.

311.

312.

313.

Yeh AH, Jeffery PL, Duncan RP, Herington AC, Chopig, Ghrelin and a novel
preproghrelin isoform are highly expressed in @t@stcancer and ghrelin activares
mitogen-activated protein kinase in prostate carnckn Cancer Res, 2005, 11: 8295-
8303

Yildiz BO, Suchard MA, Wong ML, McCann SM, Licinid, Alternations in the
dynamics of circulating ghrelin, adiponectin angtie in human obesity, Proc Natl
Acad Sci USA, 2004, 101: 10434-10439

Yoshimoto A, Mori K, Sugawara A, Mukoyama M, Yahdta Suganami T, Takaya
K, Hosoda H, Kojima M, Kangawa K, Nakao K, Plasniaedin and desacyl ghrelin
concentrations in renal failure, J Am Soc Neph26D2, 13(11): 2748-2752

Zamrazilova H, Hainer V, Sedlackova D, Papezov&thesova M, Bellisle F, Hill
M, Nedvidkova J, Plasma obestatin levels in normeight, obese and anorectic
women, Physiol Res, 2008, 57 (Suppl 1): S49-55

Zhang JV, Ren P, Avsian-Kretchmer O, Luo C, Rau¢hKRin C, Hsueh AJW,
Obestatin, a peptide encoded by the ghrelin gepgoses ghrelin's effects on food
intake, Science, 2005, 310(5750): 996 — 999

Zhang JV, Jahr H, Luo CW, Klein C, Van Kolen K, 2onck L, De A, Baart E, Li J,
Moechars D, Hsueh AJ, Obestatin induction of eaglgponse gene expression in
gastrointestinal and adipose tissues and the noediable of G-protein-coupled
receptor GPR39, Mol Endocrinol, 2008, 22: 1464-1475

Zhang YF, Wang HN, Hong TP, Ghrelin expressionmia tissues of different thyroid
diseases, Beijing Da Xue Xue Bao, 2006, 38: 193{a86trakt)

Zhao CM, Furnes MW, Stenstrom B, Kulseng B, Chen haracterization of
obestatin- and ghrelin-producing cells in the gastestinal tract and pancreas of rats:
an immunohistochemical and electron-microscopidyst€ell Tissue Res, 2008, 331:
575-587

Zhou Y, Samson M, Osty J, Francon J, Blondeau JiRjeBce for a close link
between the thyroid hormone transport system aadatbmatic amino acid transport
system T in erythrocytes, J Biol Chem, 1990, 265(28000-17004.

Zhu X, Cao Y, Voodg K, Steiner DF, On the Procegsih Proghrelin to Ghrelin, J
Biol Chem, 2006, 281(50): 38867—38870

Zizzari P, Longchamps R, Epelbaum J, Bluet-Pajot, l@bestatin partially affects
ghrelin stimulation of food intake and growth homso secretion in rodents,
Endocrinology, 2007, 148: 1648-1653

114



STRESZCZENIE

Ghrelina i obestatyna as peptydami pochodzymi ze wspdélnego
prekursora — prepro-ghreliny. Ghrelina odkryta jakoerwszy naturalny
sekretagog (czynnik stymubgy wydzielanie) hormonu wzrostu okazata sikze
kluczowym regulatorem proceséw metabolicznych ckezapcym apetyt,
powodupcym przyrost masy ciata 1 nasdaym perystaltyk przewodu
pokarmowego. Dziatanie biologiczne jej siostrzanggptydu - obestatyny jest
przedmiotem dyskusji. Niemniej jednak rozpatrywgeat ona w kategoriach
kolejnego czynnika magego oddziatywé&na stan metaboliczny organizmu.

Tarczyca odgrywa istognrole w utrzymaniu réwnowagi energetyczne;j.
Zaburzenia stanu metabolicznego wphavap syntez i wydzielanie hormonéw
tarczycy, a z drugiej strony hypo- i hypertyreozawadz odpowiednio do
spowolnienia i przyspieszenia proceséw metabolicainy

Interesugca zatem wydaje siewentualna zammos¢ pomkdzy stanem
funkcjonalnym tarczycy a produkcj uwalnianiem ghreliny i obestatyny. Wobec
zdolngici obu peptydéw do modulowania czydobokomorek na drodze auto-
I parakrynowej, nie moa take wykluczy¢ ich roli jako lokalnych czynnikow
wptywajacych na funkcje tarczycy.

W niniejszej pracy ocenianoesenia ghreliny i obestatyny w warunkach
réznego stopnia wydolrgi sekrecyjnej tarczycy. Grgpbadag stanowito 23
chorych z chorych z nadczyndulg tarczycy, 15 chorych z nasilgn
niedoczynnécia tarczycy w przebiegu zapalenia tarczycy typu Hasho oraz 19
chorych z niedoczynrioig tarczycy po strumektomii catkowitej z powodu raka
tarczycy poddawanym badaniom kontrolnym po 4-tygode] przerwie
w zazywaniu L-tyroksyny. Uzyskane wyniki porownano z ggu26 zdrowych
ochotnikow. Badanie obejmowalto tekocer sizen ghreliny i obestatyny przed
leczeniem i po uzyskaniu eutyreozy u 10 chorychiedaoczynndcia tarczycy
w przebiegu przewlekiego zapalenia tarczycy ords whorych z nadczynicia

tarczycy. Pacjenci z hypertyrepfeczeni radiojodem, u ktérych po podariiti



stwierdzano niedoczynké tarczycy poddawani byli badaniu w momencie
rozpoznania choroby, w stadium niedoczymo tarczycy po leczeniu
izotopowym oraz po uzyskaniu eutyreozy w wynikuzkta preparatami L-
tyroksyny.

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzonae u chorych
z hypotyreoz w przebiegu zapalenia tarczycy typu Hashimotaestie ghreliny
W 0S0Czu jest znagezo podwyszone i ulega obzéniu po wyrdéwnaniu czynioi
tarczycy. S¢zenia ghreliny u chorych z niedoczyrio® tarczycy po odstawieniu
L-tyroksyny przyjmowaty wartéci pasrednie pomgdzy stzeniami stwierdzanymi
u 0s6b zdrowych i u chorych z niedoczyseig tarczycy w zapaleniu typu
Hashimoto.

W nadczynnéci tarczycy obserwowano tendegigjo niszych wartéci
w porownaniu z grup kontrolrg. Po uzyskaniu eutyreozy, pomimo wjmago
wzrostu BMI badanej grupy, ktory jest jednym z ghymn czynnikOw
hamupcych wydzielanie ghreliny, nie stwierdzono spadkuzenia ghreliny.
U chorych leczonych radiojodem obserwowano niskiezesie ghreliny
w stadium nadczynroi tarczycy, wzrost gkenia ghreliny w hypotyreozie oraz
wartas¢ posrednp stzenia ghreliny w stadium eutyreozy.

Analiza regresji wykazataze istotny wptyw na zmienso ghreliny
w grupie kontrolnej i grupie badanej wykazywaty T8tz BMI osob badanych.

Stezenie drugiego z peptydow — obestatyny u chorychedatzynnécia
tarczycy po strumektomii catkowitej bylo wsze nik u o0sob zdrowych.
W niedoczynnéci tarczycy w zapaleniu typu Hashimoto pomimo $eigwych
stezen obestatyny nie whigcych s¢ istotnie od grupy oso6b zdrowych,
po wyrOwnaniu czynriei tarczycy L-tyroksyn odnotowano znagey spadek
stezenia obestatyny. Nie stwierdzonoznic w stzeniu obestatyny porulzy
nadczynnécia tarczycy a grugpkontrolng.

Wykazano pozytywskorelacg pomkdzy stzeniem obestatyny i ghreliny.

Druga czs$¢ badania stanowita analiza ekspresji ghreliny i stdtyny
w tkance tarczycy metgdmmunohistochemiczn Ocenie poddano materiat wola

guzowatego obejnego, raka brodawkowatego tarczycy, raka rdzesgast
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tarczycy, przypadek mieszanego rakgherzykowo-rdzeniastego oraz zdepw
tkanke tarczycy.

Ekspres; ghreliny obserwowano w komodrkach egherzykowych
I okotopecherzykowych zdrowej tarczycy, wola guzowatego elmggo oraz w
komorkach nowotworowych rakow tarczycy. W poréwnane zdrow tkanky
tarczycy i wolem guzowatym olgnym, ekspresja ghreliny w komorkach raka
brodawkowatego i mieszanego rakeclperzykowo-rdzeniastego byta wyrae
silniejsza. W raku rdzeniastym tarczycy obexnghreliny wykazywano w
pojedynczych komoérkach nowotworowych.

Wystepowanie obestatyny stwierdzano ngfezej w tej samej lokalizacji,
w ktorej odnotowywano odczyn dla ghreliny - najecdej w komoérkach
okotopscherzykowych, rzadziej w komorkackagherzykowych zdrowej tarczycy,
wola guzowatego obetnego 1 nowotworéw  zidiwych tarczycy.
Immunoreaktywné obestatyny byta jednak nierbwnomiernie nasilorstabsza
od ekspresji ghreliny.

Zmiany w s¢zeniu ghreliny w przebiegu nadczyr$ed i niedoczynnéci
tarczycy sklaniagj do rozwaenia jej roli jako czynnika kompengopgo
zaburzenia stanu metabolicznego u tych chorych. Wfumkach niedoboru
hormondw tarczycy wzrost ¢stenia ghreliny powoduje bowiem nasilenie
procesow metabolicznych i odpowiednie wykorzystar@eobow energetycznych
organizmu. Z kolei w nadczynéad tarczycy niskie stzenie ghreliny prowadzi do
zmniejszenia tempa metabolizmu i redukcji patologie zwikszonego wydatku
energetycznego. Pozytywna korelacja pginy stzeniem ghreliny i obestatyny
nie wyklucza modulujcej roli obestatyny w zakresie tych mechanizmow.

Zroznicowanie ekspresji ghreliny 1 obestatyny w targzyw zakresie
komorek gcherzykowych i komorek C, a tak zakresie nasilenia odczynu
pomidzy komorkami zdrowymi i nowotworowymi me odzwierciedla

znaczenie funkcjonalne obu peptydow w tkance tangzy
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SUMMARY

Ghrelin and obestatin are two peptides derivingnftbe same precursor —
prepro-ghrelin. Ghrelin was discovered as the fmstural growth hormone
secretagogue — a factor stimulating growth hormoeiease. However, it also
proved to be an essential regulator of metabolighich increases appetite, body
weight and stimulates stomach and bowel peristalBiee biological activity
of obestatin is still discussed. However, this mkpts also considered as another
possible modulator of metabolic processes.

Thyroid gland plays an important role in the mamatece of energy
balance. Metabolic disturbances influence thyromntones release and, on
the other hand, hyper- and hypothyroidism increas®s decreases the rate of
metabolism respectively.

Therefore, relationship between thyroid functiom grelin and obestatin
production is worth considering. In addition, sinbeth peptides are able to
influence cell function in auto- and paracrine wiays possible, that they may act
as local modulators of thyroid cells.

In his study plasma ghrelin and obestatin leveleveyaluated in different
states of thyroid function. The study group comsistof 23 patients with
hyperthyroidism, 15 patients with severe hypothgison due to Hashimoto
thyroiditis and 19 patients with hypothyroidism, avihad undergone total
thyroidectomy and were examined after 4-week digscaation of L-thyroxine
replacement. The control group consisted of 26thgalolunteers. The evaluation
of ghrelin and obestatin concentrations was repeate 15 patients with
hyperthyroidism and 10 patients with hypothyroidiswho became euthyroid
after treatment. Patients with hyperthyroidism tedawith radioactive iodine, who
developed hypothyroidism were examined three times hyper-, hypo- and
euthyroid state.

The study revealed, that in hypothyroidism due @stimoto thyroiditis

ghrelin level is significantly higher and decreasaféer treatment. Ghrelin
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concentrations in patients after thyroidectomy watermediate between levels
noted patients with Hashimoto thyroiditis and heakubjects.

In hyperthyroidism a tendency to low ghrelin levelas observed.
In addition, although patients’ BMI increased afteeatment, what is known
to inhibit ghrelin production, the reduction of ghn concentration was not
observed. Patients treated with radioactive ioginesented low ghrelin levels
in hyperthyroidism, high ghrelin concentrations ihypothyroidism and
intermediate in euthyroid state.

The analysis of regression revealed, that TSH ail Bignificantly
influenced ghrelin level.

Plasma concentration of obestatin was higher inieptst after
thyroidectomy in comparison to healthy subjects. hiypothyroidism due to
Hashimoto thyroiditis obestatin level was similar dontrol group. However, it
significantly decreased after treatment. No changesobestatin level were
observed in hyperthyroidism.

There was a positive correlation between ghrelind anbestatin
concentrations.

The study included also the immunohistochemicalluateon of ghrelin
and obestatin expression in thyroid tissue. Thdyaad material consisted of 7
cases of nodular goiter, 4 cases of papillary tisdycancer, 10 cases of medullary
thyroid cancer and one case of mixed medullary faticcular thyroid cancer.
They were compared to 4 cases of normal thyrosditisoperated due to suspected
malignancy in collateral lobe.

Ghrelin expression was observed in follicular araafollicular cells of
normal thyroid tissue and nodular goiter, as wsliraneoplastic cells of thyroid
cancers. In comparison to normal tissue and noduwaiter, ghrelin
immunoreactivity in papillary cancer and mixed mighy and follicular thyroid
cancer was stronger. In medullary cancer ghrelpression was noted in single
neoplastic cells.

In immunohistochemical evaluation obestatin wasnigaobserved to be

co-expressed with ghrelin — in parafollicular, i@ilar and cancer cells. However,
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the immunohistochemical reaction for obestatin Wwatrogeneous and not that
strong as for ghrelin.

Plasma ghrelin changes in thyroid dysfunction magdicate
a compensatory role of this peptide in metabolgtutbances. In state of thyroid
hormone deficiency high ghrelin concentration iases metabolism rate and
leads to appropriate use of energy resources. perktyyroidism low ghrelin level
decreases metabolism rate and reduces energy expendhat is considerably
increased in these patients. The positive coraeidtietween ghrelin and obestatin
concentrations does not exclude a modulatory rotdbestatin in these processes.

The differences in immunohistochemical expressidn gbrelin and
obestatin between thyreocytes and parafolliculds,cas well as between normal
and pathological thyroid tissue may reflect thectional activity of both peptides
in thyroid gland.
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ZAt ACZNIKI

zatgcznik 1

Informacja dla os6b uczestnicgcych w badaniu
~Ekspresja ghreliny i obestatyny w rGznych stanach

funkcjonalnych tarczycy”

Ghrelina i obestatynag sniedawno odkrytymi peptydami o potencjalnym
wpltywie na czynné& tarczycy. W powyszym badaniu planowana jest analiza
stezenia obu peptydow w osoczu krwi pacjentbw z nadomécia |
niedoczynnécia tarczycy oraz poréwnanie ich z wait@ami stwierdzanymi
u 0s6b zdrowych. Pozwoli to na okienie ewentualnych zateosci pomidzy
ghrelim i obestatyn a stanem czyngoiowym tarczycy, co w przyszioi moze
przyczynt sie do powstania nowych metod diagnostycznych i targpznych
w zakresie chordb tarczycy.

1) Badanie podmiotowe (wywiad lekarski) i przedmiotoweeprowadzone
przez lekarza pozwglna podstawowocerg stanu zdrowia pacjenta.

2) Badania dodatkowe obejmupznaczenie poziomu hormonow (TSHg,fT
fT,) oraz przeciwciat przeciwtarczycowych (TRADb, aTR({Og) w osoczu
I wymagajp oddania ok. 20 ml krwi. Celem oznaczenia poziorhtelny
I obestatyny dodatkowe 7 ml krwi zostanie pobrdodolejnej probowki.

3) Badanie ultrasonograficzne (USG) urhwi ocere obrazovd gruczotu
tarczowego. ¥ w badaniu uwidocznione zostanguzki wymagajce
biopsji, edzie ona wykonana za zgpdacjenta.

4) Po zastosowaniu leczenia podczas planowych rb&adatrolnych (TSH,
T3, fT,) skzenie ghreliny i obestatyny zostanie oznaczone pomWw ml
krwi do kolejnej probowki przy tym samym pobraniu).

5) U pacjentow po strumektomii totalnej z powody rda&eczycy wykonany
zostanie pomiar &tenia tyreoglobuliny w osoczu krwi iscyntygrafia

calego ciata (w ramach badaaplanowanych podczas hospitalizaciji).
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zatgcznik 2

OSWIADCZENIE

Ja, (Ime i NAzZWISKO) ..o
ZAMIESZKARA(Y) ... e e e e e e e
oswiadczam, ze otrzymatam (em) pisemaninformacg dotyczaca bada w
ramach projektu pt. ,Ekspresja ghreliny i obestgtyw réznych stanach

funkcjonalnych tarczycy” i wyraam zgo@ na udziat w tych badaniach.

/data i podpis/
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