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Wstep

Pod koniec lat 70. ubiegtego stulecia Ciryl Bowers ze wspotpracownikami [3]
uzyskali syntetyczny analog Met-enkefaliny, ktéry uwalniat GH z przysadki in vitro.
Dalsze prace doprowadzily do syntezy nast¢gpnych zwiazkow uwalniajacych GH za-
rowno in vitro jak 1 in vivo. Wszystkie te substancje, ktore obj¢to wspolng nazwa
GHSs (Growth Hormone Secretagogues), nie mialy naturalnego pochodzenia — byty
syntetyzowane i modyfikowane, tak jak GHRP-6 — syntetyczny heksapeptyd, analog
enkefaliny czy heksarelina (HEX) [33].

Badania potwierdzily, ze GHSs dzialaja poprzez nieznany dotad receptor, ktory
w 1996 roku sklonowano i nazwano GHS-R (z ang. growth hormone secretagogue-re-
ceptor) [46]. Receptor ten jest zwigzany z biatkiem G, a jego aktywacja prowadzi do
uwolnienia jonéw wapnia z siateczki srodplazmatycznej do cytoplazmy komorki.
Przekazywanie sygnatu odbywa si¢ przez enzym fosfolipaz¢ C, ktora aktywuje prze-
kaznik wewnatrzkomorkowy — trifosfoinozytol [19]. Istnienie receptora dowodzito,
ze funkcjonuje jego endogenny ligand, ktory ostatecznie w 1999 roku zostat zidentyfi-
kowany w zoladku szczura i nazwany ghreling (w jezyku praindoeuropejskim: ,,ghre”
od stowa growth, czyli wzrost oraz ,,relin” od release — uwalnia¢) [23].

Wiele obserwacji poczynionych nad rolg ghreliny wskazuje mig¢dzy innymi, z¢
hormon ten stymuluje wydzielanie somatotropiny (GH) [12, 13] oraz reguluje pobie-
ranie pokarmu [16, 52].
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Izolacja i identyfikacja ghreliny

Identyfikacja ghreliny jest wynikiem wykorzystania najnowszych technik biolo-
gii molekularne;j i biologii komérki w poszukiwaniu nieznanego liganda dla zdefinio-
wanego receptora. W badaniach wykorzystano stabilna lini¢ komoérkowa z komorek
CHO (Chinese Hamster Ovary), nazwanag CHO-GHSR62. Do komorek wprowadzo-
no wektor zawierajacy fragment cDNA z sekwencja dla receptora GHS-R, powielony
przy uzyciu techniki wykorzystujacej tancuchowa reakcj¢ polimerazy — PCR. W sta-
bilnych (wykazujacych aktywno$¢ receptora) komorkach badano zmiany poziomu
jonéw Ca** pod wptywem dodawanych do hodowli ekstraktow z roznych tkanek. Naj-
wieksze zmiany stwierdzono po podaniu wyciagu sporzadzonego z zofadka. Biatko
z tego ekstraktu oczyszczono stosujac: filtracje na zelu, wysokosprawna chromato-
grafie cieczowa (HPLC) i HPLC o odwrdconej fazie (RP-HPLC).

Dalsze oczyszczanie uzyskanej aktywnej frakcji pozwolito na otrzymanie nie-
wielkiej ilosci ghreliny z wyciagu. Badania z wykorzystaniem analizatora aminokwa-
séw umozliwity identyfikacje sekwencji reszt aminokwasowych z wyjatkiem reszty
w pozycji 3, ktora przypominata seryng. Kolejne prace wykazaly, ze trzecia seryna
w czasteczce ghreliny jest zmodyfikowana przez podstawienie grupy hydroksylowe]
tego aminokwasu grupa oktanylowa. Uzyskany droga syntezy polipeptyd ze zmodyfi-
kowang seryna w pozycji 3, zwigkszal wewnatrzkomodrkowa zawartos¢ Ca®" jak en-
dogenna ghrelina.

W banku genow, ktore ulegaja ekspresji w zotadku szczura (GenBank) znaleziono
fragment DNA odpowiedzialny za synteze ghreliny (A1599172). Na podstawie tej se-
kwencji opracowano startery do PCR i powielono odcinki cDNA kodujace ghreling.
Uzyskane fragmenty, uzyte jako sonda, umozliwily identyfikacje¢ catego cDNA ko-
dujacego ghreling. Nastepnie zidentyfikowano ludzki gen ghrl (ghreliny) w bibliotece
genow ludzkiego cDNA i sklonowano go, stosujac jako sonde molekularng cDNA ho-
mologicznego genu szczura [17, 23]. Oczyszczenie ludzkiej ghreliny pozwolito na
opracowanie metody radioimunnologicznej (RIA) przez uzyskanie poliklonalnych
przeciwciat skierowanych na C i N-koncowy fragment czasteczki [17].

Analiza DNA ghreliny

Gen kodujacy prekursor ghreliny zlokalizowany jest u ludzi na krétszym ramie-
niu trzeciego chromosomu — 3p26-p25 [49]. Transkrypt zawiera 600 bp. Istnieja
dwa typy mRNA, kodowane przez ten sam gen. Jeden z transkryptow — zawierajacy
sekwencje dla 117 aminokwaséw — koduje preproghreling, drugi — zawierajacy se-
kwencje dla 116 aminokwaséw — koduje prepro-des-Glnl4-ghreling. Obydwie
czgsteczki sg ligandami dla GHS-R i sg produktami jednego genu. Analiza genu
kodujacego szczurza ghreling dowodzi, ze pomigdzy sekwencjami kodujacymi
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trzynasta 1 czternasta glutaming istnieje intron. Kodon CAG (kodujacy trzynasta
glutaming) oraz nast¢pujaca po nim sekwencja GT stanowig koniec 5’ pierwszego
intronu, natomiast dwa powtorzenia AG stanowia koniec 3°. Jezeli w wyniku alter-
natywnego sktadania genu zostanie usunigte pierwsze powtdrzenie AG — powstanie
ghrelina, jesli drugie — powstanie des-Gln14-ghrelina [6, 18].

Budowa chemiczna czasteczki ghreliny

Ekspresja tego genu u ludzi prowadzi do powstania 28 aminokwasowej czasteczki
ghreliny. Ulega ona unikalnej, potranslacyjnej zmianie, ktéra polega na dodaniu krét-
kiego, prostego tancucha grupy oktanylowej. Reszta kwasu oktanowego kowalencyj-
nie zwigzana z reszta hydroksylowa trzeciej seryny poprzez wigzanie estrowe gwa-
rantuje biologiczna aktywnos¢ czasteczce ghreliny. Masa czasteczkowa peptydu wy-
nosi 3314 Daltonéw. Zgodno$¢ sekwencji aminokwasow w prekursorze ludzkiej gh-
reliny z preproghreling szczura jest rowna 82,9%. Szczurza ghrelina ma w pozycji je-
denastej lizyne, a w dwunastej alanine [23]. Tak znaczne podobienstwo moze §wiad-
czy¢ o konserwatyzmie tego zwiazku w biologii ssakow.

Badania ostatnich lat potwierdzity obecnos¢ tego hormonu takze u innych kre-
gowcow: ryb, ptazow i ptakdw. W ciggu dtugiej, niezaleznej ewolucji poszczegdlnych
gromad mutacje 1 inne procesy ewolucyjne spowodowaty substytucje jednych amino-
kwaséw innymi w réznych miejscach czasteczki ghreliny. Im wczesniej rozeszly sig
ich drogi rozwoju, tym wieksze roznice mozna dostrzec w sekwencji aminokwasow
ghreliny.
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Rysunek 1. Budowa chemiczna czasteczki ghreliny
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Wydaje sig, ze szczegoOlnie wazne sa roznice w budowie tzw. aktywnego rdzenia
czasteczki ghreliny. Jest to 4 aminokwasowy odcinek znajdujacy si¢ na N — koncu,
ktéry gwarantuje prawidlowe wiazanie ghreliny z jej receptorem (rys.1) Kluczowa
rol¢ odgrywa — wspomniany wczesniej — modyfikowany zwigzkiem hydrofobowym
aminokwas w pozycji 3. Jest nim seryna (ssaki, ptaki, ryby) [22, 23, 52] lub treonina
(ptazy) [21]. Alternatywa ta jest wynikiem mutacji punktowej, kodon AGC (seryna)
zostaje zamieniony na ACC (treonina) w wyniku substytucji G w C. Modyfikacja tre-
oniny jest mozliwa, poniewaz aminokwas ten — podobnie jak seryna — ma grupe
hydroksylowa.

Aminokwasy w pozycjach: 1,4,5,6,7 sg konserwatywne u wszystkich gatunkow.
Funkcja C — koncowego fragmentu czasteczki tego hormonu jest nadal stabo poznana.
W poszczegolnych gromadach wystepuja rozne formy tej czasteczki, ale wszystkie one
sg produktami tego samego genu. R6znice sa wynikiem wspomnianego wczesniej pro-
cesu alternatywnego skfadania genu (splicing). Okta- lub deka-acetylacja czasteczki
ghreliny w pozycji 3 jest nieznanym dotychczas w biologii procesem nadawania ak-
tywnosci polipeptydom.

Miejsce wystepowania ghreliny

Badania wykonywane technika hybrydyzacji in situ, RT-PCR lub z wykorzysta-
niem technik radioimmunologicznych wykazaty, ze ghrelina jest przede wszystkim
syntetyzowana przez endokrynne komorki, znajdujace si¢ w nabtonku $luzowym
zotadka, tzw. X/A komorki, ktore stanowia duza populacje, 20% wszystkich komorek
[42]. Usunigcie dna zotadka obniza poziom ghreliny w plazmie krwi [31]. Istnieje gra-
dient wystgpowania ghreliny w przewodzie pokarmowym, ktéry zbadano doktadnie
u szczura. Na odcinku Zotagdkowo-jelitowym najwyzszy poziom ekspresji mRNA
ghreliny oraz najwyzsze stezenie samego bialka wystepuje w rejonie dna zotadka, naj-
nizszy zas poziom mRNA i najnizsze st¢zenie biatka w okreznicy [24].

Poza przewodem pokarmowym ghrelina wystepuje w mniejszych ilosciach takze
w przysadce [28], nerkach [34], podwzgoérzu [20], tozysku [10], takze w limfocytach
TiB orazneutrofilach [15]. Ghrelinajest obecna we krwi cztowieka i zwierzat [23].

Zespot z Uniwersytetu Stanu Kolorado w Denver zidentyfikowatl produkujace
ghreling komorki epsilon w trzustce oraz wykazal, ze rozwijaja sie one z tych samych
komorek prekursorowych co komérki beta. O tym, jaki rodzaj komoérek powstanie,
decyduje obecno$¢ biatek nazywanych w skrocie Nkx2 i Pax4. Produkcja pierwszego
z nich jest niezbgdna do rozwoju komérek beta. Badania nad zmienionymi genetycz-
nie myszami, ktore nie produkowaty Nkx2 wskazuja, ze jego brak sprzyja rozwojowi
komorek epsilon. W dodatkowych do$wiadczeniach udato si¢ takze wykazaé, ze po-
dobny udziat w rozwoju komorek beta i epsilon odgrywa biatko — Pax4, ktére reguluje
wzrost rozwijajacych si¢ komorek trzustki [38].
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Ghrelina w regulacji wydzielania GH

Wyniki dotychczasowych badan wskazuja, ze ghrelina stymuluje wydzielanie
hormonu wzrostu (GH) z przysadki. W warunkach hodowli in vitro komoérek bydlece;j
i $winskiej przysadki ghrelina powoduje wydzielanie GH [13, 14]. Hashizume i in.
[12] stwierdzili istotny wzrost koncentracji GH w plazmie krwi k6z pozbawionych
jajnikow po dozylnej iniekcji 3pg ghreliny na kg masy ciala, przy czym najwyzszy po-
ziom tego hormonu obserwowano w 15 min po injekcji. Réwniez u buhajkéw dopod-
wzgorzowa infuzja 10 nmol ghreliny istotnie stymulowata wydzielanie GH. Podobne
wyniki uzyskano w badaniach na kurczetach, u ktorych stwierdzono wzrost koncen-
tracji GH we krwi w ciggu 10 min po dozylnym wprowadzeniu ghreliny [2]. U owiec
wzrost poziomu ghreliny we krwi bezposrednio przed karmieniem wywotuje przejs-
ciowy wzrost koncentracji GH [48]. Takiej zaleznosci nie stwierdzono jednak u kréw
1 cielat rasy holsztynskiej [32].

Sit¢ oddzialywania ghreliny zestawiono z aktywnoscia GHRH oraz syntetycz-
nych GHSs (HEX, heksarelina) [1]. Dziatanie ghreliny w stosunku do GHRH jest sy-
nergistyczne i komplementarne, ale jego mechanizm nie jest jasny. Przypuszcza sig,
ze istnieje nieznany jeszcze czynnik (unknown factor — UF), ktoéry uwalnia si¢ pod
wplywem ghreliny 1 dziala synergistycznie z GHRH na komérki somatotropowe. Ta-
mura1in. [49] wykazali obecnos¢ komoérek produkujacych ghreline w jadrze tukowa-
tym podwzgorza. Przypuszcza sig, ze transport droga neurokrynna samej ghreliny, ale
takze GH-RH i UF do przedniego ptata przysadki odbywa si¢ poprzez neurony jadra
lukowatego, ktore koncza si¢ na wyniostosci posrodkowej. Ghrelina moze zatem dziata¢
na uwalnianie GH bezposrednio lub posrednio przez GHRH, NPY 1 UF [7, 27, 30].

Nie jest jednak dokladnie wyjasnione, jaki zakres dziatania w regulacji wydziela-
nia hormonu wzrostu ma ghrelina produkowana w podwzgorzu i przysadce, a jaki
ghrelina wytwarzana w Zotadku. Z drugiej strony ma ona zdolno$¢ uwalniania takze
innych hormonéw, w tym ACTH (czlowiek), prolaktyny (ptazy i ssaki) [21] i kortyko-
steronu (ptaki) [22].

Poza klasycznymi neurohormonami GHRH oraz somatostatyng na uwalnianie
GH wplywa posrednio lub bezposrednio wiele substancji, w tym peptydy opiatowe.
Jest to szczegdlnie interesujace, poniewaz endorfiny i enkefaliny dzialajg poprzez
receptory zwigzane z bialkiem G, podobnie do GHS-R. Pionierskie prace Bowersa
1in. [3] udowodnity, ze syntetyczny analog Met-enkefaliny dzialal poprzez receptor
ghrelinowy. Wyniki prac Koziec i in. potwierdzaj interakcje pomigdzy receptorami
opioidowymi a GHS-R [39]. Regulacja wydzielania ghreliny z tkanek mézgowych
Jest uzalezniona od aktywnosci receptoréw opioidowych. Zastosowanie antagoni-
sty tych receptoréw — naltreksonu wywotato spadek podstawowego wydzielania
ghreliny [40].
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Ghrelina w kontroli pobierania pokarmu

Pobieraniem pokarmu steruje rozlegta sie¢ nerwowa, w sktad ktérej wchodza dwa
podwzgorzowe osrodki: osrodek glodu— odpowiedzialny za uruchamianie mechaniz-
mow szukania, pobierania pokarmu (cz¢s¢ boczna podwzgorza) oraz osrodek sytosci
— hamujacy apetyt (Jadro brzuszno-przysrodkowe). Osrodek glodu pozostaje pod
kontrolg ukfadu limbicznego, ktéry hamuje jego dziatanie oraz pod kontrolg kory
mozgowej 1 osrodkow podkorowych, ktére zaréwno hamuja jak i pobudzaja ten osro-
dek. Wystepujacy w podwzgoérzu neuropeptyd Y (NPY) pobudza osrodek glodu.
W regulacji kontroli pobierania pokarmu uczestnicza takze inne struktury mézgowia,
takie jak: jadro tukowate, jadro przykomorowe, jadro grzbietowo-przysrodkowe. Sy-
gnaty z przewodu pokarmowego dochodza nerwami btgdnymi do jadra samotnego,
a stad do osrodkow podwzgorza [25].

Odkryta w 1994 roku leptyna [54] jest wydzielanym przez adipocyty biatkowym
hormonem, dziatajacym bezposrednio lub posrednio poprzez insuling z wysp trzust-
kowych na osrodki pokarmowe w podwzgorzu, hamujac pobieranie pokarmu.

Badania potwierdzaja takze istotna rolg, jaka petni ghrelina w procesie zachowa-
nia rOwnowagi energetycznej w organizmie. Dziatanie ghreliny polega na stymulacji
pobierania pokarmu [52]. Jednym z wazniejszych czynnikéw w regulacji rOwnowagi
energetycznej jest rownowaga pomigdzy anabolicznymi neuropeptydami, takimi jak
NPY czy AGRP (Agouti —related protein), ktére stymuluja magazynowanie energii,
a katabolicznymi neuropeptydami, takimi jak POMC (pro-opiomelanokortyna), ktére
uwalniaja energig [47]. Receptory GHS-R sg obecne w neuronach NPY/AGRP pod-
wzgorza 1 jest to prawdopodobnie droga dzialania ghreliny na réwnowage energe-
tyczna w organizmie.

Wydaje si¢ zatem, ze ghrelina jest czynnikiem zawiadamiajacym osrodki pod-
wzgorza o koniecznos$ci pobierania pokarmu. Potwierdzaja to do§wiadczenia na gry-
zoniach, ktore znacznie zwigkszaty pobieranie paszy po podaniu im tego hormonu.
Jednoczesnie odnotowano spadek intensywnosci spalania tkanki tluszczowej, co
w konsekwencji prowadzilo do zwigkszenia masy ciata [51]. Zaburzenia w wydziela-
niu ghreliny moga wigc prowadzi¢ do otylosci [36, 51]. Dodatni wptyw ghreliny na
pobieranie pokarmu stwierdzono u owiec [16, 48] 1Swin [43]. Interesujacy jest fakt, ze
u mtodych kurczat ghrelina ma hamujacy wplyw na pobieranie pokarmu. Nieliczne
prace w tym zakresie sugeruja, Ze ptasia ghrelina hamuje synteze AGRP, jednoczesnie
stymulujac wydzielanie kortykoliberyny (CRH), ale mechanizm jej dziatania ciagle
pozostaje nieznany [9, 41]. W do$wiadczeniach na przepidrkach japonskich wykaza-
no, ze iniekcja niewielkich ilosci ghreliny dootrzewnowo stymuluje pobieranie po-
karmu, podobnie jak u szczuréw, natomiast podanie dokomorowe tego hormonu
dawato efekt przeciwny. Podanie ptakom ghreliny w duzym stezeniu, zaréwno do-

ptrze?wnowo jak 1 dokomorowo, powodowato pobieranie mniejszych ilosci paszy
1 zwigkszalo temperature ciata [45]
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Poziom ghreliny w plazmie krwi podlega rytmice dobowej, zwiazanej z harmono-
gramem zywienia. Miura i in. [32] wykazali, ze koncentracja tego hormonu u kréw
obniza si¢ w 40 do 60 min po nakarmieniu, a nastgpnie stopniowo wzrasta. Takiej za-
leznosci nie obserwowano jednak u cielat w wieku 3 miesigcy, co wg wymienionych
autorow jest wynikiem niedojrzatosci systemu wydzielniczego w pierwszych mie-
sigcach zycia.

Udowodniono, ze podanie ghreliny wptywa hamujaco na wydzielanie insuliny,
czego efektem moze by¢ jednoczesny wzrost poziomu glukozy we krwi. Iniekcja syn-
tetycznych GHSs, konkretnie za$ heksareliny, nie zmieniata poziomu insuliny i glu-
kozy we krwi [5].

Praktyczne zastosowanie ghreliny

Dotychczasowe prace wskazuja na liczne mozliwosci wykorzystania badan nad
ghreling w praktyce. Zastosowania te mogg dotyczy¢ zarowno samej ghreliny jak i jej
analogow oraz GHSs. Szczegdlne nadzieje wiazane sa z mozliwoscia zastosowania
tego hormonu w walce z otytoscia czy anoreksja. Shiiyaiin. [44] wykazali, ze stezenie
ghreliny we krwi ludzi otylych jest nizsze niz u 0s6b zdrowych. Pacjenci chorzy na
anoreksj¢ maja z kolei wyzsze stezenie tego hormonu we krwi w poréwnaniu z osoba-
mi zdrowymi. Obserwacje te wskazuja na mozliwos$é wykorzystania agonistow i an-
tagonistow receptora ghreliny w walce z tymi schorzeniami. Zesp6l Halema [11] ze
Stanow Zjednoczonych wykazal, ze zwiazek o nazwie BIM28163 ma wysokie powi-
nowactwo do receptora GHS-R i jako jego antagonista hamuje wydzielanie GH w wa-
runkach in vivo.

Uwaza sig, ze ghrelina moze okazac¢ sie skuteczna w walce z chorobami uktadu
krgzenia, udowodniono bowiem jej bezposredni wplyw na migsien sercowy i naczy-
nia wieicowe [35]. Wyniki uzyskane przez Otero i in. [37] sugeruja udziat tego hor-
monu w stanach zapalnych. Dembinski i in. [8] wykazali protekcyjny charakter ghre-
liny w przebiegu ostrego zapalenia trzustki, manifestujacy si¢ wzrostem syntezy DNA
komorek trzustki [8]. Prace Konturka i in. [24-26] potwierdzaja ochronne dzialanie
ghreliny w zotadku po wezesniejszej ekspozycji na alkohol etylowy [24]. Jednoczes-
nie udowodniono, ze podanie egzogennej ghreliny wzmaga sekrecj¢ kwasu zotadko-
wego [5] oraz moduluje czynno$é wydzielnicza trzustki [31].

Dalszy postep w badaniach doswiadczalnych nad ghreling oraz wyniki kolejnych
prob klinicznych z pewnoscig zwigksza mozliwosci zastosowaia tego hormonu
W przysziosci.
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Podsumowanie

Pod koniec lat 70 ubieglego stulecia rozpoczg¢to badania nad syntetycznymi
zwigzkami uwalniajgcymi hormon wzrostu— GHS. W roku 1996 wykryto 1 sklonowa-
no receptor dla GHS, trzy lata pdZniej oczyszczono z wyciagdw zotadka szczura, a na-
stepnie sklonowano endogenny ligand dla tego receptora. Byl to peptyd ztozony z 28
reszt aminokwasowych ze zmodyfikowana seryng w pozycji trzeciej — ghrelina. Ten
peptydowy hormon zostat takze zidentyfikowany i wyizolowany u ptakéw, ptazow
1 ryb. ghrelina dziala stymulujaco na uwalnianie GH z przysadki, a mechanizm jej
dziatania jest odmienny niz GH-RH. Ghrelina dziata takze stymulujaco (ssaki, ryby)
lub hamujaco (ptaki) na pobieranie pokarmu.
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Summary

Growth hormone secretagouges are synthetic unnatural peptides and non-peptide
molecules that stimulate GH secretion by acting on the GHS-R. Ghrelin is a natural
ligand of the orphan receptor GHS-R. It is a peptide hormone in which the third amino
acid, usually a serine but in some species a threonine, is modified by a fatty acid; this
modification is essential for ghrelin’s activity. The majority of ghrelin is produced in
the stomach, but it 1s also expressed in the hypothalamus, pituitary gland, intestine,
kidney, heart, and pancreas. Ghrelin stimulates growth hormone secretion via growth
hormone secretagogue receptors and also stimulates the appetite by acting on the
hypothalamic arcuate nucleus, the region known to controlling the food intake.



