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WYKAZ SKRÓTÓW 

 

5-HT  serotonina (5-hydroksytryptamina) 

AC  akamprozat 

ACTH  hormon adrenokortykotropowy (Adrenocorticotropic Hormone) 

AgRP  peptyd Agouti (Agouti-Related Peptide) 

AN  jądro migdałowate (amygdaloid nucleus) 

CART   transkrypty dla CART (Cocaine and Amphetamine Regulated Transcripts) 

CRH  kortykoliberyna (corticotropin-releasing hormone) 

DA  dopamina 

DAI  daidzyna 

GABA  kwas γ-aminomasłowy 

GABA-A receptor jonotropowy dla kwasu γ-aminomasłowego 

GH  hormon wzrostu (growth hormone) 

GHRH  somatoliberyna (growth-hormone-releasing hormone) 

GHRP   peptyd uwalniający GH (growth hormone releasing peptide) 

GHS   związki uwalniające GH (growth hormone secretagogues) 

GHS-R  receptor sierocy dla GH (orphan growth hormone secretagogue receptor) 

GHS-R1a  receptor gelinowy dla GH (ghrelin growth hormone secretagogue receptor 1a) 

GOAT  grelinowa O-acetylotransferaza (ghrelin O-acyltransferase) 

KU  ekstrakt z korzenia ołownika łatkowatego (Pueraria lobata) - kudzu 

MC  metyloceluloza 

NA  noradrenalina  

NAc  jądro półleŜące (nucleus accumbens) 

NAL  naltrekson 

NARC  jądro łukowate hipokampu (nucleus arcuatus) 

NMDA N-metylo-D-asparaginian i receptor dla tego związku 

NO  tlenek azotu (nitric oxide) 

NP  szczury niepreferujące picia alkoholu z wolnego wyboru  

NPY   neuropeptyd Y 

POMC  proopiomelanokortyna 

PR  szczury preferujące picie alkoholu z wolnego wyboru  

PUE  pueraryna  

PVN   jądro przykomorowe hipokampu (paraventricular nucleus) 

SSRI   selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego sertotoniny 

VTA  brzuszne pole nakrywki śródmózgowia (ventral tegmental area)  

WHP   szczury preferujące pochodzące z linii (Warsaw High Preffering)  

WLP   szczury niepreferujące pochodzące z linii (Warsaw Low Preffering) 
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1. Wstęp 

 

Coraz częściej podkreśla się udział peptydów w rozwoju alkoholizmu oraz ich 

moŜliwą rolę jako ewentualnych wskaźników obwodowych związanych z tym uzaleŜnieniem 

[Schneider i wsp. 2007]. Wydaje się, Ŝe do najlepiej rozpoznanych związków moŜemy 

zaliczyć układ alkohol – neuropeptyd Y (NPY) oraz alkohol – leptyna. Ta ostatnia zaleŜność 

wydaje się szczególnie interesująca, bowiem jak wiadomo peptyd ten, jako sygnał sytości, 

powstaje na obwodzie i stąd mógłby słuŜyć jako ewentualny wskaźnik związany z 

alkoholizmem [Mikołajczak i wsp. 2002, Wurst i wsp. 2007]. Wiadomo teŜ, Ŝe leptyna 

wydaje się pozostawać w pewnej funkcjonalnej równowadze z innym obwodowym peptydem 

zaangaŜowanym w sygnał związany z odczuwaniem głodu i sytości, a mianowicie z greliną 

[Gao i Horvath 2007].  

Stosunkowo niedawno pojawiły się prace [Wurst i wsp. 2007, Zimmermann i wsp. 

2007], w których sugerowano, iŜ grelina być moŜe bierze udział w patogenezie choroby 

alkoholowej, a jej poziom jest dodatnio skorelowany z okresem abstynencji u alkoholików, 

choć wiele kwestii związanych z działaniem greliny jest nierozwiązanych, jak choćby wzrost 

czy spadek stęŜenia tego peptydu u alkoholików podczas okresu aktywnego picia  

[Badaoui i wsp. 2008]. 

Z szerokiej gamy przebadanych potencjalnych leków o właściwościach 

zmniejszających picie alkoholu i wydłuŜających okres abstynencji poprzez nieawersyjne 

oddziaływanie, obecnie tylko akamprozat (AC) i naltrekson (NAL) są uwaŜane za leki o 

udowodnionej skuteczności [Lesch i wsp. 2001]. NaleŜy jednak podkreślić, iŜ oba te środki 

nie mogą być stosowane we wszystkich przypadkach. Jest to związane z niejednorodnością 

(heterogennością) etiopatogenezy uzaleŜnienia alkoholowego [Lesch i wsp. 2001], w której 

tak składowe środowiskowe jak i predyspozycje genetyczne mogą grać istotną rolę. Stąd, być 

moŜe, heterogenność alkoholizmu związana z udziałem róŜnych mechanizmów 

neuroprzekaźnikowych w danym momencie choroby jest przyczyną ograniczonej 

skuteczności stosowanej farmakoterapii tego uzaleŜnienia. 

Badania mające na celu znalezienie wskaźnika uzaleŜnienia alkoholowego mogą więc 

być pomocne zarówno do lepszego zdiagnozowania alkoholizmu jak i oceny skuteczności 

leczenia farmakologicznego. Jak dotychczas, nie znaleziono takiego wskaźnika, który 

charakteryzowałby się odpowiednią czułością i specyficznością związaną z tym 

uzaleŜnieniem. Obecnie najczęściej stosowanymi wskaźnikami o udowodnionej wartości 

diagnostycznej są gammaglutamylotransferaza (transpeptydaza GGT), całkowita 
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transaminaza asparaginianowa (AST) i średnia objętość erytrocytu (MCV) [Niemelä  

i Alatalo 2007].  

Niemniej Ŝaden z tych markerów nie jest swoisty, tj. zarówno ich czułość jak i 

specyficzność nie są wystarczające, aby wykluczyć wpływ innych patologicznych czynników 

na otrzymywane wyniki. RównieŜ stosowane coraz częściej zdesjalowana transferyna czy 

kwas sjalowy jako biologicznych markerów nie spełnia wszystkich kryteriów idealnego 

wskaźnika choroby alkoholowej [Chrostek i wsp. 2007]. Stąd poszukiwanie markerów, które 

lepiej pozwoliłby ocenić genetyczne predyspozycje, lub stan pacjenta w czasie naduŜywania 

alkoholu stanowi ciągle przedmiot zainteresowań wielu badaczy [Niemelä i Alatalo 2007, 

Bianchi 2010].  

Badania zaprezentowane w niniejszej pracy pozwolą być moŜe odpowiedzieć na 

pytania czy grelina uczestniczy w ośrodkowym działaniu alkoholu i czy ewentualnie moŜe 

stanowić wskaźnik zmian towarzyszących piciu alkoholu. Pozwolą one takŜe ocenić wpływ 

uznanych leków przeciwalkoholowych działających poprzez układ pobudzających 

aminokwasów (AC), układ opioidowy (NAL) czy środka o spodziewanym działaniu 

przeciwalkoholowym pochodzenia roślinnego - wyciągu z korzenia ołownika łatkowatego 

(Pueraria lobata) (KU) oraz jego izoflawonoidów – pueraryny (PUE) i daidzyny (DAI) na 

efekty picia alkoholu oraz określenia na ile te efekty korespondują z poziomami greliny we 

krwi obwodowej zwierząt.  

 

1.1. Alkoholizm 

 

Termin alkoholizmu obejmuje szereg zmian, zarówno fizycznych, jak i psychicznych, 

związanych z długotrwałym piciem alkoholu, których skutkiem jest nieodparta chęć picia 

alkoholu w celu osiągnięcia euforii i zniesienia nieprzyjemnych objawów abstynencji. 

Prowadzi to do wielu niekorzystnych zmian w funkcjonowaniu organizmu łącznie z 

marskością wątroby, zmianami miaŜdŜycowymi, zmianami w przewodzie pokarmowym, 

zaburzeniami neurologicznymi i psychicznymi, działaniem anorektycznym oraz ogólnym 

wyniszczeniem organizmu. Toksyczne działanie etanolu wynika z działania samego etanolu 

na tkanki organizmu jak i z oddziaływania jego metabolitów: aldehydu octowego i kwasu 

octowego [Seńczuk 2002]. 

Nadmierne spoŜywanie alkoholu i uzaleŜnienie od alkoholu jest powaŜnym 

problemem medycznym, społecznym, i ekonomicznym [Global status report on alcohol and 

health, WHO 2011].  
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Pomimo rozpowszechnienia tego zjawiska oraz jego powaŜnych konsekwencji, nadal 

brak dobrych metod diagnostycznych oraz efektywnych i bezpiecznych metod leczenia. 

Dlatego głównym celem badań i poszukiwań nowych związków o działaniu leczniczym jest 

znalezienie związków selektywnie redukujących symptomy odstawienia, ułatwiających 

osiągnięcie stanu abstynencji, znoszących lub zmniejszających poalkoholową toksyczność 

oraz zapobiegających powrotowi do nałogu [Schuckit 2009]. 

Zaobserwowano, Ŝe istnieją róŜnice między uzaleŜnieniem od alkoholu u kobiet i u 

męŜczyzn [Dawson i Archer 1992, Diehl i wsp. 2007]. U męŜczyzn obserwuje się częściej 

dziedziczenie alkoholizmu, natomiast u kobiet jest to z reguły wpływ środowiskowy [Jang i 

wsp. 1997, Moscato i wsp. 1997, van den Bree i wsp. 1998]. Rozwój uzaleŜnienia od 

alkoholu w duŜej mierze zaleŜy od jego wpływu na układ nagrody w mózgu, omówionego 

szerzej w rozdziale 1.1.4 [Tupala i Tiihonen 2004]. Układ ten decyduje o osobniczym 

wpływie takich czynników jak jedzenie czy substancje uzaleŜniające (alkohol, nikotyna, 

kokaina) [Engel i wsp. 1988, Volkow i wsp. 2002, Di Chiara 2005]. Obserwuje się duŜą 

współzaleŜność uzaleŜnienia od nikotyny i alkoholu - ponad 90% uzaleŜnionych od alkoholu 

pali papierosy [Bin i Burge 1990] jak i między zaburzeniami jedzenia a uzaleŜnieniem od 

tych substancji [Falk i wsp. 2006, Volkow i wsp. 2003].  

ZłoŜoność problemu, jakim jest uzaleŜnienie od alkoholu stwarza powaŜne wyzwanie 

dla poszukiwań wiarygodnych i precyzyjnych markerów dla diagnostyki tego uzaleŜnienia, a 

badania nad związkami skutecznymi w jego leczeniu wymagają poszukiwania innych, być 

moŜe nowych punktów uchwytu dla nowych leków syntetycznych i pochodzenia roślinnego 

[Heilig i Egli 2006, Mikołajczak 2006, Johnson 2008, Soyka i wsp. 2008].  

 
1.1.1. Typologia alkoholizmu 

 

Alkoholicy jako pacjenci stanowią grupę bardzo niejednorodną. Na moŜliwość 

wystąpienia alkoholizmu wpływ ma wiele czynników, takich jak: cechy osobowości z okresu 

przed uzaleŜnieniem, występowanie alkoholizmu i chorób afektywnych w rodzinie, 

współwystępowanie zaburzeń psychicznych, początek uzaleŜnienia (wiek chorego), stopień 

uzaleŜnienia, czynniki genetyczne, płeć i inne. Ze względu na te i inne cechy, alkoholizm był 

dzielony początkowo na dwa typy opracowane przez Cloningera - tzw. typ 1 (Ŝeński) i typ 2 

(męski) [Cloninger 1987, Cloninger i wsp. 1988], a Lesch i wsp. udowodnili istnienie 4 typów 

alkoholizmu [Lesch i wsp. 1990, 1996, 2001]. Według Cloningera typ 1 ma być silniej 

związany ze środowiskiem, występuje zwykle po 25 roku Ŝycia i jest bardziej typowy dla 
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kobiet oraz osób neurotycznych ze skłonnościami do depresji. Natomiast typ 2 według tej 

typologii związany jest raczej z płcią męską, charakteryzuje się wcześniejszym 

występowaniem (przed 25 rokiem Ŝycia), ma wysoki stopień przenoszenia genetycznego z 

ojca na syna oraz niewielki udział wpływu środowiska. Z kolei Lesch i wsp. uwaŜają, Ŝe 

pierwszy typ („alergiczny”) jest związany przede wszystkim z występowaniem silnych, 

fizycznych objawów odstawienia, wraz z pojawieniwm się psychoz alkoholowych i drgawek, 

w drugim typie często pojawiają się lęk, trauma, agresywność (objawy tzw. dyzinhibicji). Z 

kolei w trzecim typie wg Lescha występują silne zmiany afektu o charakterze depresyjnym, a 

picie alkoholu ma być środkiem przeciwdziałającym tym zmianom. Występowanie czwartego 

typu ma być najbardziej skorelowane z udziałem zmian organicznych w mózgu (zwłaszcza 

<14 roku Ŝycia), silną składową genetyczną (występowanie rodzinnego alkoholizmu) oraz 

udziałem innych zaburzeń psychicznych. Niektórzy polscy naukowcy zapropnowali istnienie 

trzech podtypów w ramach tzw. typu 2 (męskiego) [Hauser i Rybakowski 1997]. Stosunkowo 

niedawno na podstawie badań przeprowadzonych przez Cardoso i wsp. pojawiła się jeszcze 

bardziej złoŜona typologia (tzw. NET) zakładająca istnienie 5 głównych grup [Cardoso i wsp. 

2006]. NaleŜy podkreślić, ze w dalszym ciągu sprawa typologii jest przedmiotem ciągłych 

analiz w ramach ww. jak i innych klasyfikacji włączając w to znaczenie tzw. biomarkerów [Li 

i wsp. 2007, Pombo i Lesch 2009]. 

 

 
1.1.2. Tolerancja alkoholowa 

 

Mechanizmy rozwoju tolerancji na alkohol nie są w pełni poznane [Lieber 2005]. 

Generalnie, po mniej lub bardziej długotrwałym zaŜywaniu alkoholu organizm kompensuje 

jego nadmierne ilości na trzy sposoby [Lieber 2005], poprzez:  

1. tolerancję metaboliczną (farmakokinetyczną) pojawiającą się po piciu przez 1-2 

tygodni - szybkość metabolizmu etanolu wzrasta o około 30%,  

2. tolerancję komórkową (farmakodynamiczną) - jako złoŜony proces adaptacyjny 

wpływający na funkcjonowanie błony komórkowej neuronu (przepływ jonów, 

transdukcja sygnału, róŜne zmiany biochemiczne komórki), które po odstawieniu 

etanolu nie wracają do stanu normalnego przez wiele tygodni i są prawdopodobnie 

odpowiedzialne za powstawania zaleŜności fizycznej,  
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3. tolerancję behawioralną - nawet przy duŜym stęŜeniu etanolu oraz długotrwałych 

zmianach adaptacyjnych organizm funkcjonuje lepiej niŜ moŜnaby się tego 

spodziewać. 

Przyjmuje się jednak, Ŝe nadmierne spoŜywanie alkoholu przez dłuŜszy czas jak i 

genetyczne predyspozycje powodują w konsekwencji zmiany w neurochemii mózgu u 

alkoholików [Tambour i Quertemont 2007].  

UwaŜa się, Ŝe zmiany te powodują rozwój tolerancji oraz niepohamowanej chęci picia. 

Tolerancja powoduje zmniejszenie przyjemnościowych skutków działania i prowadzi do 

ciągłego zwiększania dawki alkoholu w celu uniknięcia zespołu odstawienia [Koob 2003]. 

Dla tolerancji alkoholowej charakterystyczny jest wzrost aktywności receptorów 

opioidowych, aktywności kortykoliberyny (CRH), wysokie powinowactwo alkoholu do 

receptorów GABA-A oraz niskie powinowactwo do receptorów NMDA. Natomiast zespół 

odstawienia charakteryzuje się wysoką aktywnością receptorów NMDA i niską receptorów 

GABA-A, co jest zauwaŜalne w symptomach zespołu odstawienia takich jak nadciśnienie, 

czy występowanie drgawek [Kostowski i Herman 2003]. 

 

1.1.3. Zespół abstynencyjny 

 

Zespół abstynencyjny (zespół odstawienia) – jest to zespół objawów 

charakterystycznych dla uzaleŜnienia fizycznego, takich jak: drŜenie mięśni, tiki nerwowe, 

mdłości, bóle głowy, przyspieszona akcja serca. W sferze psychicznej pojawiają się stany 

lękowe, pobudzenie ruchowe, niepokój, depresja, zaburzenia snu, poczucie ogólnego rozbicia. 

[Wasilewski i wsp. 2000, Kostowski i Herman 2003].  

U osoby uzaleŜnionej dalsze spoŜywanie alkoholu słuŜy przede wszystkim uniknięciu 

tych negatywnych objawów. Mechanizm ten moŜna wiązać z oddziaływaniem etanolu na 

układ GABA-ergiczny i glutaminianergiczny, chociaŜ rola wielu innych neurotrnsmiterów, 

np. noradrenaliny (NA), serotoniny (5-HT) czy dopaminy (DA) jest takŜe postulowana w 

wielu pracach [Johnson 2008]. 
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1.1.4. Biologiczne podstawy choroby alkoholowej - rola wybranych 

peptydów 

 

Klinicznym objawem uzaleŜnienia jest zespół objawów somatycznych i psychicznych 

związanych z brakiem kontroli nad stosowaniem danej substancji i uŜywaniem jej mimo 

niekorzystnych następstw. Struktury mózgowe odpowiedzialne za powstawanie uzaleŜnienia, 

związane są z tzw. układem nagrody. Podstawę tego układu stanowi głównie szlak 

dopaminergiczny, który biegnie od brzusznego pola nakrywki śródmózgowia (VTA, ventral 

tegmental area) do kory przedczołowej i jądra półleŜącego (NAc, nucleus accumbens -  

struktury układu limbicznego), co stanowi wspólną drogę końcową działania nagradzającego 

większości substancji uzaleŜniających [Bilikiewicz 2002]. Uwalniane DA z NAc jest 

regulowane przez wiele czynników hamujących i pobudzających. Glutaminergiczne drogi 

pobudzenia zapoczątkowane są w korze i hipokampie. Niosą one informacje o pamięci, a 

takŜe emocjonalnych i psychologicznych wartościach związanych z alkoholem. Neurony 

hamujące jako głównego neuroprzekaźnika uŜywają GABA [Hyman i wsp. 2006].  

W uzaleŜnieniu od alkoholu znaczną rolę wykazują neuropeptydy podwzgórza. 

Szczególne znaczenie zostało udowodnione dla β-endorfin, których niedobór moŜe być 

przyczyną naduŜywania alkoholu [Grahame i wsp. 2000, Zalewska-Kaszubska i wsp. 2008a, 

2008b, Grisel i wsp. 2009]. W ostatnich latach równieŜ inne peptydy, takie jak leptyna, 

grelina, oreksyna czy galanina zyskały znaczenie jako potencjalnie związane z patogenezą 

alkoholizmu [Yildiz i wsp. 2004, Leibowitz i wsp. 2007].  

Alkohol powoduje m.in. aktywację układu opioidowego, co powoduje zwiększenie 

uwalniania DA w NAc, najwaŜniejszej strukturze w mezolimbicznym układzie nagrody, 

odpowiadającej za działanie nagradzające i pełniącej waŜną rolę w rozwoju uzaleŜnień  

[Herz 1997]. W wielu pracach zaznacza się znaczenie zaburzeń mezolimbicznego układu 

nagrody w rozwoju uzaleŜnień oraz zmiany adaptacyjne obserwowane w jego obszarze 

będące skutkiem przewlekłego naduŜywania alkoholu [Rudzińska i wsp. 2009].  

Uwalnianie dopaminy z NAc jest pod silną hamującą kontrolą układu  

GABA-ergicznego. W obszarze brzusznym pola nakrywki (VTA) wydzielanie dopaminy jest 

równieŜ regulowane przez neuroprzekaźniki zarówno hamujące jak i pobudzające. Neurony 

VTA są hamowane przez neuroprzekaźnik GABA, natomiast pobudzenie glutaminergiczne 

przychodzi z róŜnych struktur układu limbicznego [Olsen 2011]. 

DuŜe jednorazowe dawki alkoholu (acute alcohol) powodują zniesienie hamującego 

działania GABA na NAc i wyrzut duŜej ilości dopaminy, co wiąŜe się z silnym pobudzeniem, 
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brakiem kontroli nad własnym zachowaniem, efektem odhamowania, a takŜe  

agresją [Olsen 2011]. 

Podczas długotrwałego spoŜywania alkoholu następuje spadek aktywności receptorów 

GABA-A w VTA, w ten sposób znosi się hamujące działanie GABA na receptory 

dopaminergiczne i tym samym nasila neurotransmisję dopaminy [Swift 2003, Johnson 2004a, 

Kenna i wsp. 2004a, 2004b]. Prowadzi to do silnego pobudzenia po kolejnej duŜej dawce 

spoŜytego alkoholu. Przewlekłe picie prowadzi do nadpobudliwości GABA-A (a więc 

silniejeszego hamowania) oraz hipofunkcji receptorów dopaminergicznych. Aby więc 

utrzymać normalną funkcję układu dopaminergicznego naleŜy ciągle spoŜywać alkohol 

[Johnson 2004a,b,c]. 

W badaniach nad działaniem alkoholu po jego jednorazowym podaniu 

zaobserwowano wzrost poziomu β-endorfin w podwzgórzu [Popp i Erickson 1998], jądrze 

migdałowatym (AN, amygdaloid nucleus) [Lam i wsp. 2008] czy w osoczu krwi [Zalewska-

Kaszubska i wsp. 2005, 2006]. Natomiast długotrwałe podawanie alkoholu prowadzi do 

rozwoju zmian adaptacyjnych, czego skutkiem jest spadek syntezy β-endorfin oraz ich 

prekursora POMC (proopiomelanokortyny) [Wilkinson i wsp. 1986,  

Vescovi i wsp. 1992]. Badania nad szczurami preferującymi picie alkoholu z wolnego wyboru 

(PR) i niepreferującymi (NP) wykazały, Ŝe podanie alkoholu szczurom powoduje znamiennie 

wyŜsze uwalnianie β-endorfin u szczurów PR w porównaniu z NP [Zalewska-Kaszubska i 

wsp. 2005].  

Podobne badania nad szczurami pochodzącymi z tzw. linii, a więc z genetyczną 

predyspozycją picia - WHP (Warsaw High Preffering) i brakiem predyspozycji - WLP 

(Warsaw Low Preffering) wykazały, Ŝe poziom β-endorfin jest wyjściowo niŜszy u WHP, ale 

po podaniu alkoholu wzrasta silniej u WHP, niŜ u WLP [Zalewska-Kaszubska i wsp. 2005]. 

Współgrało to z wynikami innych autorów, którzy stwierdzili, Ŝe u myszy ze zmniejszoną 

genetycznie syntezą β-endorfin spoŜycie alkoholu znacząco wzrastało w stosunku do kontroli 

[Grisel i wsp. 1999].  

W okresie abstynencji, tuŜ po odstawieniu alkoholu, dochodzi do efektów 

anksjogennych i złego samopoczucia, co moŜe mieć związek z psychologiczną potrzebą picia 

i powrotu do nałogu w celu wyrównania niedoboru β-endorfin.  

U osób z genetyczną predyspozycją do alkoholizmu zaobserwowano znaczące 

obniŜenie poziomu β-endorfin i ich wzmoŜoną produkcję w odpowiedzi na alkohol 

[Gianoulakis i wsp. 1996]. Stąd teŜ, Froehlich sugerował, Ŝe badanie wpływu alkoholu na 

poziom β-endorfin moŜe być markerem genetycznego ryzyka uzaleŜnienia od alkoholu 
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[Froehlich i wsp. 2000]. RównieŜ w innych badaniach udowodniono udział β-endorfin w 

patogenezie uzaleŜnienia od alkoholu [Zalewska-Kaszubska i wsp. 2005, 2007,  

Kiefer i wsp. 2006]. 

Jest to zgodne z oberwacjami, Ŝe podczas abstynencji alkoholowej obniŜenie poziomu 

β-endorfin jest długotrwałe. Jego obniŜenie u alkoholików stwierdzono nawet po 10 latach 

abstynencji [Del Arbol i wsp. 1995].  

Peptydem budzącym szerokie zainteresowanie i prawdopodobnie mającym związek z 

piciem alkoholu jest leptyna. Badania kliniczne wykazały, Ŝe osoczowe stęŜenie leptyny u 

hospitalizowanych alkoholików jest wyraźnie wyŜsze niŜ u zdrowych ochotników [Kiefer i 

wsp. 2001, Nicolas i wsp. 2001]. Wykazano takŜe, pozytywną korelację między poziomem 

leptyny, a pojawieniem się silnych objawów odstawienia w pierwszych dniach abstynencji. 

RównieŜ późniejsze badania potwierdzają wpływ zwiększonego stęŜenia leptyny 

skorelowanego z objawami odstawienia, głodem alkoholowym oraz przymusem picia u osób 

uzaleŜnionych [Kraus i wsp. 2004, Hillemacher i wsp. 2006]. Ostatnio stwierdzono, Ŝe 

istnieje silny związek pomiędzy poziomami leptyny a wysokimi wartościami na skalach 

mierzących objawy zaburzeń obsesyjno-kompulsywnych u alkoholików [Lenz i wsp. 2010].  

Interesujące są równieŜ badania nad rolą NPY w uzaleŜnieniu od alkoholu. Badania 

przeprowadzone na szczurach preferujących (PR) i niepreferujących (NP) picie alkoholu 

wykazały, Ŝe zwierzęta z linii PR wykazują wyraźnie niŜsze stęŜenie NPY w AN, 

podwzgórzu i korze czołowej [Ehlers i wsp. 1998]. U zwierząt preferujących alkohol 

wykazano polimorfizm genu kodującego NPY, który moŜe być odpowiedzialny za zmieniony 

poziom NPY [Spence i wsp. 2005]. Stwierdzono równieŜ, Ŝe myszy z genetycznym brakiem 

NPY (NPY–/–) przyjmują większe ilości etanolu, niŜ myszy typu dzikiego i są bardziej 

odporne na jego sedatywne działanie. Natomiast myszy z nadekspresją genu NPY, przyjmują 

mniejsze ilości etanolu oraz wykazują większą wraŜliwość na jego działanie sedatywne 

[Thiele i wsp. 1998]. Obserwacje te sugerują istnienie odwrotnej korelacji między 

aktywnością NPY, a konsumpcją etanolu. Potwierdzają to równieŜ badania przeprowadzone 

na dwóch liniach szczurów preferujących alkohol, w których wykazano zmniejszenie 

spoŜycia alkoholu po podaniu NPY do komór mózgu [Badia-Elder i wsp. 2001, 2003]. 

Ponadto u szczurów przewlekle pijących alkohol, w okresie jego odstawienia, 

zaobserwowano obniŜoną ekspresję NPY w korze mózgowej, AN oraz w podwzgórzu  

[Roy i Pandey 2002].  

Do innych peptydów badanych pod kątem udziału w mechanizmach uzaleŜnieniowych 

moŜemy zaliczyć galaninę. Z badań laboratoryjnych wynika, Ŝe spoŜywanie alkoholu wpływa 
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na poziom galaniny w podwzgórzu [Leibowitz i wsp. 2003]. U szczurów obu płci 

otrzymujących etanol dootrzewnowo, jak i u tych, które piły alkohol w warunkach wolnego 

wyboru, zaobserwowano zwiększoną ekspresję mRNA dla galaniny w jądrze grzbietowo-

przyśrodkowym i przykomorowym podwzgórza. Poziom mRNA zmniejszał się natomiast w 

czasie odstawienia alkoholu podtrzymanego przez podawanie naloksonu, antagonisty 

receptorów opioidowych. Iniekcje naloksonu powodowały wyraźny spadek ekspresji mRNA 

galaniny u szczurów pijących alkohol, ale nie u szczurów pijących wodę. Sugeruje to 

jednoczesne zaangaŜowanie galaniny i opioidów w spoŜywanie alkoholu [Leibowitz i wsp. 

2003].  

Ciekawe efekty badań związku pepatydów z działaniem alkoholu dotyczą równieŜ 

oreksyn. Badania doświadczalne wykazały, Ŝe są one zaangaŜowane w behawior 

poszukiwania bodźca nagradzającego przez zwierzęta uzaleŜnione od środków odurzających 

m.in. alkoholu [Lawrence i wsp. 2006]. W badaniach przeprowadzonych na liniach szczurów 

preferujących alkohol stwierdzono, Ŝe po dootrzewnowym podaniu SB334867, antagonisty 

receptora oreksynowego OX1-R, zwierzęta znajdujące się w sytuacji, która poprzednio 

wiązała się z dostępnością alkoholu, nie przejawiały zachowań aktywnego poszukiwania 

alkoholu. Pod wpływem antagonisty receptora oreksynowego nastąpiło zniesienie przymusu 

picia u badanych szczurów. Ponadto u tych zwierząt wykazano zwiększoną ekspresję mRNA 

dla oreksyn w bocznej części podwzgórza [Lawrence i wsp. 2006].  

W innych badaniach, na szczurach preferujących alkohol etylowy zaobserwowano, Ŝe 

w czasie jego przyjmowania stęŜenie CRH w AN zwierząt jest obniŜone [Ehlers i wsp. 1992]. 

Natomiast w okresie abstynencji stęŜenie tego peptydu zwiększa się w okresie do 12 godzin 

po odstawieniu alkoholu [Pich i wsp. 1995]. Zaobserwowano równieŜ, Ŝe obniŜonemu 

stęŜeniu CRH w trakcie spoŜywania alkoholu towarzyszy sensytyzacja receptorów CRH 

[Ehlers i wsp. 1992]. Wyniki tych badań sugerują, Ŝe przeciwlękowe działanie alkoholu moŜe 

być związane z supresją systemu CRH, a zachowania lękowe towarzyszące odstawieniu 

alkoholu są spowodowane nadczynnością tego systemu. Podanie antagonisty receptorów 

CRH-1 znosiło zachowania lękowe wywołane u badanych zwierząt odstawieniem alkoholu. 

Sugeruje to istotną rolę receptora CRH-1 w wystąpieniu zachowań lękowych związanych z 

abstynencją oraz w pośredniczeniu w nadmiernym spoŜywaniu alkoholu przez zwierzęta 

uzaleŜnione [Overstreet i wsp. 2004].  
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1.2. Farmakoterapia alkoholizmu 

 

Stosowane dotychczas leki takie jak disulfiram, bazują na efektach awersyjnych 

związanych z kojarzeniem picia z nieprzyjemnym doświadczeniem i ograniczaniu picia na 

skutek wytworzenia lęku przed jego negatywnymi skutkami. Metody te są jednak obecnie 

uznawane za nieetyczne i niebezpieczne, coraz częściej teŜ podnosi się ich ograniczoną 

skuteczność [Keung 2003, Schuckit 2009].  

Niektórzy autorzy postulują łączenie odpowiedniej typologii lub psychobiologicznych 

modeli konieczności picia alkoholu z odpowiednim leczeniem farmakologicznym 

[Addolorato i wsp. 2005, Soyka i wsp. 2008]. U pacjentów, u których przewaŜa konieczność 

uzyskania przyjemności z picia alkoholu, co łączy się z zaburzeniami układu 

dopaminergicznego i opioidowego, postuluje się leczenie naltreksonem - antagonistą 

receptorów opioidowych. U pacjentów z silną potrzebą osiągnięcia spadku napięcia 

psychicznego (konieczność relaksu), spowodowana zaburzeniami GABA i aktywnością 

układu glutaminianergicznego, postuluje się stosowanie akamprozatu lub baklofenu (agonisty 

GABA-B). Natomiast u chorych z obsesyjnym pragnieniem picia (wywołanym utratą 

samokontroli), prawdopodobnie spowodowanym zbyt niskim stęŜeniem 5-HT, leczenie 

powinno opierać się na stosowaniu SSRI (selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego 

serotoniny – np. fluoksetyna, sertralina), baklofenu czy topiramatu [Addolorato i wsp. 2005, 

Soyka i wsp. 2008]. 

NaleŜy jednak podkreślić, Ŝe jak do tej pory brak jest skutecznego i bezpiecznego leku 

do leczenia alkoholizmu, a poszukiwanie nowych leków przeciwalkoholowych trwa nadal. 

 

1.2.1. Naltrekson (NAL) 

 

W licznych badaniach zaznacza się udział układu opioidowego w nagradzającym 

działaniu alkoholu [Hill i wsp. 2010]. NAL jest antagonistą receptorów opioidowych – w 

przeciwieństwie do naloksonu, który sie nie wchałania z przewodu pokarmowego, NAL moŜe 

być stosowany drogą doustną. Na podstawie wielu klinicznych badań stwierdzono, Ŝe środek 

ten ma zdolność działania “antyalkoholowego” poprzez wydłuŜanie okresu abstynencji u 

ludzi [Mason 2003, McGeary i wsp. 2006, Kiefer i wsp. 2007], choć znane są teŜ zaskakujące 

dane o wręcz przeciwnym działaniu tego związku, za co mógłby odpowiadać polimorfizm 

genów związanych z układem opioidowym [McGeary i wsp. 2006]. 
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W licznych, cytowanych wyŜej badaniach nad działaniem NAL, stwierdzono 

ograniczenie spoŜycie alkoholu przez pacjentów leczonych tym lekiem – równocześnie 

wykazuje on jednak wiele działań ubocznych: widoczne objawy zespołu odstawienia, 

nudności, hepatotoksyczność, zaburzenia nastroju oraz znuŜenie - mogą to być czynniki 

ograniczające jego stosowanie [Mason 2003]. 

NAL, jako antagonista receptorów opioidowych, ma równieŜ wpływ na poziomy 

endogennych opioidów. Podanie NAL znacząco obniŜa picie u zwierząt preferujących, co 

pozostaje w związku z udziałem β-endorfin w uzaleŜnieniu od alkoholu  

[Grahame i wsp. 2000]. Przewlekłe stosowanie NAL powoduje bowiem spadek spoŜycia 

etanolu przy jednoczesnym wzroście endogennych β-endorfin [Zalewska-Kaszubska i wsp. 

2008a, 2008b]. Taki mechanizm moŜe być powiązany z działaniem wyrównującym niedobór 

β-endorfin w abstynencji alkoholowej [Rudzińska i wsp. 2009]. 

 

1.2.2. Akamprozat (AC) 

 

AC naleŜy do nowej generacji leków stosowanych w leczeniu alkoholizmu u ludzi 

[Lesch i wsp. 2001, Mason 2003]. Większość doniesień potwierdza jego skuteczność jako 

środka farmakologicznego pozwalającego utrzymywać abstynencję w dłuŜszym okresie czasu 

oraz zmniejszać ilość spoŜywanego alkoholu przez osoby uzaleŜnione. UwaŜa się obecnie, Ŝe 

jego działanie przede wszystkim związane jest z układem pobudzających aminokwasów, a 

zwłaszcza z oddziaływaniem poprzez receptory glutaminianergiczne typu NMDA czy 

metabotropowe typu 5 (tzw. mGluR5) [Mann i wsp. 2008]. Ponadto, AC wykazuje 

podobieństwo strukturalne do neurotransmitera GABA i prawdopodobnie wchodzi w reakcję 

z GABA-A [Pierrefiche i wsp. 2004]. NaleŜy jednak podkreślić, iŜ dokładny mechanizm 

działania tego leku jest jak dotąd niezbyt jasny i ciągle stanowi przedmiot wielu badań [Chau 

i wsp. 2010].  

RównieŜ, podobnie jak w przypadku NAL, przewlekłe stosowanie AC powoduje 

spadek spoŜycia etanolu przez szczury przy jednoczesnym wzroście poziomu endogennych  

β-endorfin [Zalewska-Kaszubska i wsp. 2008a, 2008b]. Taki mechanizm moŜe mieć związek 

z działaniem wyrównującym niedobór β-endorfin w czasie abstynencji alkoholowej 

[Rudzińska i wsp. 2009].  
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1.3. Środki pochodzenia roślinnego 

 

Jak do tej pory brak skutecznych leków stosowanych w leczeniu alkoholizmu, dlatego 

równolegle poszukuje się leków roślinnych. Wyniki badań przeprowadzonych z uŜyciem 

róŜnych środków pochodzenia roślinnego wykazały pewną ich skuteczność w ograniczeniu 

spoŜycia alkoholu, a takŜe w leczeniu symptomów zespołu odstawienia [Mikołajczak 2006]. 

Niektóre środki roślinne wykazują równieŜ działanie utrzymujące abstynencję u pacjentów 

oraz ograniczają skutki tego odstawienia. Jednym z bardziej obiecujących preparatów 

pochodzenia roślinnego jest wyciąg z ołownika łatkowatego - kudzu (KU) oraz zawarte w 

nim izoflawonoidy pueraryna (PUE) i daidzyna (DAI) [Mikołajczak i wsp. 2009]. 

 

1.3.1. Kudzu (KU) 

 

Pueraria lobata, czyli ołownik łatkowaty naleŜy do rodziny Motylkowatych 

(Fabaceae). Jest to wieloletnia roślina pnąca, występująca we Wschodniej Azji (Chiny, 

Japonia, Korea). W tradycyjnej medycynie chińskiej roślina ta jest uŜywana jako środek 

napotny, przeciwgorączkowy, przeciwwymiotny, przeciwbiegunkowy i mlekopędny. Odwary 

stosowano w przeziębieniach, czerwonce, odrze, w bólach szyi i oczu [Shebek i Rindone 

2000].  

Na podstawie doniesień pochodzących z naturalnej medycyny chińskiej, 

zaproponowano zastosowanie KU jako środka przeciwko zatruciom alkoholowym, w celu 

ograniczenia nadmiernego spoŜycia alkoholu w chronicznym alkoholizmie oraz w znoszeniu 

negatywnych skutków zespołu odstawienia. W badaniach stosowano zarówno ekstrakty z 

korzenia (Radix puerariae) jak i kwiatu (Flos puerariae) [Lin i wsp. 1996,  

Keung i Vallee 1998].  

Za aktywną grupę związków w tej roślinie uwaŜa się izoflawonoidy. Wiele z nich 

występuje w postaci barwników, we wszystkich organach roślinnych. Z rośliny Pueraria 

lobata wyodrębniono i oznaczono następujące izoflawonoidy: PUE (160 mg/g ekstraktu), 

DAI (22 mg/g ekstraktu), genistynę (3,7 mg/g ekstraktu), daidzeinę (2,2 mg/g ekstraktu), 4’,7- 

diglukozyd daidzeiny – (1,2 mg/g), genisteinę – (0,2 mg/g), formonoteinę – (0,16 mg/g) 

[Keung i Vallee 1998].  

Udowodniono, Ŝe za działanie zmniejszające picie alkoholu odpowiedzialne są 

głównie 3 składniki ekstraktu: DAI, daidzeina oraz PUE, przy czym największą skuteczność 

wykazywała DAI [Benlhabib i wsp. 2004]. Redukcję spoŜycia alkoholu oraz ograniczenie 
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negatywnych symptomów zespołu abstynencyjnego wykazano na zwierzęcych modelach 

doświadczalnych [Keung i Vallee 1998, Keung 2003]. 

W badaniach wpływu KU na układ enzymatyczny wątroby wykazano, Ŝe ogranicza on 

hepatotoksyczność etanolu poprzez wpływ na enzymy metabolizujące etanol [Kim i wsp. 

2002]. Udowodniono, Ŝe składniki czynne ekstraktu mogą wpływać ograniczająco na 

spoŜycie etanolu poprzez modulowanie aktywności GABA oraz NMDA, a takŜe przez 

hamowanie aktywności kanałów wapniowych [Overstreet i wsp. 2003]. Jak do tej pory nie 

udało się ustalić mechanizmu tego działania, ani stwierdzić ich działania ośrodkowego. Być 

moŜe mechanizmy działania ekstaktu z KU są związane ze zmianami biochemicznymi na 

obwodzie, na przykład zmianami w składzie białek osoczowych, co powoduje pośrednie 

oddziaływanie na OUN [Bandyopadhyay i wsp. 1998, Poddar i wsp. 2000, Keung 2003]. 

W jednym z pierwszych badań klinicznych na 38 ochotnikach, 21 osobom podawano 

KU. Mimo wcześniejszych obiecujących wyników na zwierzętach, nie udało się udowodnić 

korzystnego działania ekstraktu u pacjentów [Shebek i Rindone 2000]. W innych badaniach 

przeprowadzonych na 14 ochotnikach „heavy drinkers” stwierdzono, Ŝe 7-dniowe podawaniu 

preparatu zawierającego 500 mg KU prowadziło do ok. 40% zmniejszenia ilości wypijanego 

alkoholu (w tym przypadku piwa) przez uczestników badania, nie dając działań ubocznych 

[Lucas i wsp. 2005]. W ostatniej pracy przeprowadzonej na 12 ochotnikach o umiarkowanym 

spoŜyciu alkoholu (7 drinków/tydzień) stwierdzono, Ŝe podawanie przez 9 dni KU  

(750 mg całkowitej ilości izoflawonoidów/dobę) nie powodowało Ŝadnych negatywnych 

skutków krąŜeniowych, czy kognitywnych, co miałoby świadczyć o bezpieczeństwie jego 

stosowania [Penetar i wsp. 2011]. 

 

1.3.2. Daidzyna (DAI) 

 

DAI jest głównym, aktywnym składnikiem KU. Badania potwierdzające jej 

farmakologiczną skuteczność zostały przeprowadzone na modelach zwierzęcych. Podawano 

chomikom rasy syberyjskiej alkoholowy ekstrakt z korzenia w dawce  

1500 mg/kg m.c./dobę i stwierdzono ograniczenie spoŜycia alkoholu przez zwierzęta o 50% 

[Keung 2003]. Badania przeprowadzone na szczurach wykazały skuteczność tego ekstraktu 

juŜ w dawce 500 mg/kg m.c./dobę [Benlhabib i wsp. 2004]. 

DAI działa prawdopodobnie jako selektywny i skuteczny inhibitor dehydrogenazy 

aldehydowej (ALDH-2) obecnej w mitochondriach. W badaniach na chomikach, 

porównujących działanie DAI z działaniem disulfiramu, jako nieodwracalnego inhibitora 
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ALDH wykazano, Ŝe podawanie DAI w dawce powodującej ograniczenie spoŜycia etanolu o 

50% nie ma wpływu na metabolizm etanolu i aldehydu octowego, a więc mechanizm 

działania awersyjnego jest rozbieŜny z działaniem disulfiramu [Keung i wsp. 1995].  

DAI jako inhibitor ALDH-2 moŜe redukować picie etanolu poprzez zaburzanie 

metabolizmu monoamin takich jak 5-HT czy DA. Przypuszcza się, Ŝe DAI hamuje proces 

przemiany aldehydów w kwasy, w mitochondriach wątrobowych [Rezvani i wsp. 2003]. 

Rezultaty szczegółowych badań z uŜyciem syntetycznych analogów amin i ich pochodnych 

pozwoliły stwierdzić, Ŝe miejscem działania DAI jest szlak MAO - ALDH-2 oraz, Ŝe 

biogenny aldehyd powstający w wyniku enzymatycznej aktywności MAO bierze udział w 

regulacji picia etanolu u zwierząt doświadczalnych [Xie i wsp. 1994, Keung 2003]. 

Aktywność tylko na obwodzie prowadzi więc prawdopodobnie do zwiększenia ilości 

metabolitów aldehydowych monoamin, które przechodząc przez barierę krew-mózg łączą się 

tam z aminami tworząc silnie pobudzające kondensaty (np. salsolinol), co ma kompensować 

pewne niedobory tych związków u szczurów preferujących [McBride i wsp. 2002].  

 

1.3.3. Pueraryna (PUE) 

 

Jest to glikozydowy izoflawonoid, występujący w KU w największej ilości i 

stanowiący ok. 90% wszystkich jego izoflawonoidów. Udowodniono, Ŝe działanie 

przeciwalkoholowe PUE jest chwilowe, w przeciwieństwie do działania całego ekstraktu z 

korzenia KU. W badaniach Lina i wsp. wykazano, Ŝe w dawce od 30-300 mg/kg m.c./dobę 

zaobserwowano spadek picia alkoholu o 32% - 65% [Lin i wsp. 1996]. Efektem działania 

PUE jest zmniejszenie negatywnych skutków zespołu odstawienia. Istnieją poglądy, Ŝe 

podobnie jak DAI, PUE nie przenika do mózgu, stąd wykazuje swoje działanie poprzez 

mechanizmy pośrednie [Benlhabib i wsp. 2004].  

W badaniach in vitro stwierdzono, Ŝe PUE wywołuje zmiany w aktywności 

receptorów opioidowych, GABA-A i NMDA w mózgu [Overstreet i wsp. 2003]. Wpływ na 

receptory NMDA i GABA-ergiczne jest róŜny i zaleŜy od dawki. Etanol w duŜych 

jednorazowych dawkach jest słabym antagonistą receptorów NMDA i nasila działanie 

hamujące receptorów GABA. W przypadku przewlekłego picia alkoholu działanie jest 

odmienne: następuje nasilenie działania receptorów NMDA i wzrost ich liczby w hipokampie. 

Jego uszkodzenie odpowiedzialne jest za problemy z pamięcią i uczeniem się. W ten sposób 

moŜna teŜ tłumaczyć wzrost pobudliwości OUN po odstawieniu alkoholu. W przypadku 

oddziaływania na receptory GABA, etanol znosi hamujący wpływ GABA i w ten sposób 
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następuje wzrost pobudliwości układu nerwowego, drgawki i inne objawy zespołu 

odstawienia [Kostowski, Herman 2003].  

Jednym z moŜliwych mechanizmów działania PUE, jest jej działanie znoszące 

negatywne efekty odstawienia oraz działanie przeciwlękowe w zespole odstawienia, 

prawdopodobnie poprzez receptory benzodiazepinowe [Overstreet i wsp. 2003]. PUE moŜe 

takŜe mieć modulujący wpływ na kanały wapniowe. Wiadomo, Ŝe zastosowanie inhibitorów 

kanałów wapniowych moŜe zmniejszać niektóre efekty zespołu odstawienia [Overstreet i 

wsp. 2003]. Etanol bowiem w duŜych, pojedynczych dawkach powoduje skrócenie czasu 

otwarcia kanałów wapniowych zaleŜnych od potencjału typu L, hamując w ten sposób ich 

działanie i powodując w ten sposób działanie depresyjne na OUN. Natomiast długotrwałe 

spoŜywanie etanolu powoduje zwiększenie aktywności oraz liczby kanałów wapniowych typu 

L. Konsekwencją tego jest większe uwalnianie neuroprzekaźników oraz wzrost pobudliwości 

neuronów, wzmoŜone działanie receptorów NMDA, a osłabienie działania receptorów 

GABA-A, co moŜe być przyczyną powstawania drgawek w zespole odstawienia  

[Kostowski i Herman 2003].  

Wydaje się więc, Ŝe PUE działając przeciwko objawom odstawienia wykazuje 

działanie ośrodkowe, wbrew postulatom proponowanym przez Benlhabib i wsp. [Overstreet i 

wsp. 2003, Benlhabib i wsp. 2004].  

 

1.4. Grelina  

 

1.4.1. Stuktura, receptor i geny 

 

W roku 1998 Bowers odkrył syntetyczny heksapeptyd (heksarelinę), silny stymulant 

uwalniania hormon wzrostu (GH). Nazwał go GHRP (growth hormone releasing peptide). 

Dalsze badania doprowadziły do odkrycia kolejnych związków syntetycznych – grupę tę 

nazwano GHS (growth hormone secretagogues). Nieznany jeszcze receptor dla tych 

związków nazwano GHS-R (orphan growth hormone secretagogue receptor) [Smith i wsp. 

1997, Bowersi wsp. 1998, Karydis i wsp. 1998, Dickson i wsp. 1999, Ghigo i wsp. 1999]. 

Udowodniono, Ŝe wszystkie te związki działają przez rodzinę białek G [Howard i wsp. 1996, 

Pong i wsp. 1996, Korbonits i wsp. 1999]. W następstwie tych odkryć, obowiazująca do tej 

pory teoria, Ŝe jedynym czynnikiem uwalniającym GH jest somatoliberyna (GHRH) przestała 

być aktualna (Ryc.1.). 
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Ryc. 1. Receptory dla wydzielania GH oraz róŜne związki je pobudzające [wg Kojima i Kangawa, 2005]. 

 

 

 
Ryc. 2. Grelina jest kodowana przez pierwsze dwa eksony. Unikalne jest, Ŝe w procesie przetwarzania hnRNA 

(pre-mRNA) powstają dwie niezaleŜne cząsteczki mRNA, dając początek formom greliny o róŜnej strukturze 

[wg Cassenueva i wsp. 2004]. 
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PoniewaŜ GHS są grupą związków syntetycznych, a wykazują działanie uwalniające 

GH, rozpoczęto poszukiwania związków endogennych działających w ten sam sposób [Smith 

i wsp. 1996, 1999a, 1999b, Robinson i wsp. 1997].  

W 1999 roku, nowo wyizolowany przez zespół Kojima & Hosoda, 28-aminokwasowy 

peptyd nazwany został greliną i uznano go za endogenny ligand dla GHS-R1a, czyli receptora 

grelinowego (ghrelin growth hormone secretagogue receptor 1a) [Kojima i wsp. 1999, 2001]. 

Strukturalnie, receptor dla greliny jest najbardziej zbliŜony i w 52% identyczny do receptora 

dla motyliny [McKee i wsp. 1997, Feighner i wsp. 1999]. Istnieje równieŜ podobieństwo 

funkcjonalne – oba peptydy są zaangaŜowane w prawidłową pracę Ŝołądka. 

Grelina powstaje z prekursora, 117-aminokwasowej preprogreliny kodowanej przez 

gen GHRL [Castaneda i wsp. 2010, Delzenne i wsp. 2010] (Ryc. 2.). Jej obecność została 

stwierdzona u wszystkich kręgowców. U ludzi gen ten występuje na chromosomie trzecim 

(3p25-26). Proteoliza preprogreliny prowadzi do powstania 23-aminokwasowej sekwencji 

sygnałowej i 94-aminokwasowej progreliny. Następnie prohormon ulega modyfikacji przez 

grelinową O-acetylotransferazę (GOAT), która przyłącza grupę oktanylową do seryny w 

pozycji trzeciej łańcucha peptydowego. Po modyfikacji następuje enzymatyczne cięcie 

prohormonu przez proteazę PC1/3 w pozycji Arg28/Ala29 do 28-aminokwasowej,  

N-końcowej cząsteczki aktywnej greliny [Castaneda i wsp. 2010, Nikolopoulos i wsp. 2010b, 

Polińska i wsp. 2011]. 

Główną formą greliny w ludzkim organizmie jest 28-aminokwasowy peptyd  

z n-oktanoylową modyfikacją na Ser3 (grelina 1-28), ze względu na istnienie róŜnych 

szlaków dla syntezy greliny, powstają równieŜ mniej istotne pochodne, takie jak:  

� dekanoylowa grelina (1-28),  

� decenoylowa grelina (1-28),  

� oktanoylowa grelina (1-27),  

� decanoylowa grelina (1-27).  

Wszystkie te formy występują zarówno we krwi jak i w ścianie Ŝołądka  

[Hosoda i wsp. 2003]. Dalsze badania wykazały istnienie innych izoform greliny, min.  

des-Gln14-greliny, powstającej ze 117-aminokwasowej prepro-des-Gln14-greliny [Hosoda i 

wsp. 2000b]. Powstaje ona w alternatywnym splicingu genu dla greliny i charakteryzuje się 

delecją aminokwasu Glu w pozycji 14 łańcucha polipeptydowego [Polińska i wsp. 2011]. 

Dalsze przemiany dają postać zacylowaną, która podobnie jak podstawowa forma 

zacylowanej greliny działa na receptor GHS-R1a, zwiększając ekspresję genów dla GHS-R1a 

w komórkach Ŝołądka i stęŜenia GH w surowicy [Hosoda i wsp. 2000b]. 
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Receptory dla greliny naleŜą do rodziny białek G i największą ich gęstość obserwuje 

się w osi podwzgórze-przysadka, ale moŜna je znaleźć równieŜ w trzustce, nerkach, tkance 

tłuszczowej, jajnikach, mięśniu sercowym i naczyniach krwionośnych [Rak i Gregoraszczuk 

2009a, Suzuki i wsp. 2009]. UwaŜa się, Ŝe pokrewnym do greliny peptydem jest obestatyna, 

powstająca w tym samym procesie, co grelina i mająca równieŜ hamujący wpływ na apetyt 

[Zhang i wsp. 2005] (Ryc. 3). W ten sposób współdziała z podstawową formą greliny i 

utrzymuje dodatni bilans energetyczny, stymulując pobieranie pokarmu i oszczędzając 

zuŜycie tkanki tłuszczowej [Cummings i wsp. 2006]. 

 

 

 

Ryc. 3. Kolejne etapy powstawania greliny oraz jej pochodnych [wg Soares i wsp. 2008]. 

 

1.4.2. Podstawowe formy greliny 

 

Poprzez analizę struktury chemicznej oraz aktywności biologicznej, wyróŜniono dwie 

podstawowe formy molekularne greliny: zacylowaną (która ma przyłączoną grupę 

oktanylową do seryny w pozycji trzeciej łańcucha peptydowego) oraz desacylowaną grelinę 

(nie posiadającą takiej modyfikacji), stanowiącą ponad 80% całkowitej ilości greliny we krwi 

[Adams i wsp. 2011] (Ryc. 4).  

Unikalna, potranslacyjna modyfikacja, o-acylacja w pozycji Ser-3 jest kluczowa dla 

wiązania się greliny z receptorem GHS-R1a – forma desacylowana nie posiada takiej 

modyfikacji i nie wykazuje aktywności receptorowej wobec GHS-R1a [Hosoda i wsp. 2000b, 

Gutierrez i wsp. 2008, Yang i wsp. 2008b]. Donosi się równieŜ o innych moŜliwych 
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receptorach, gdzie moŜe oddziaływać zarówno grelina w postaci aktywnej jak i nieaktywnej, 

jednak w chwili obecnej brak jednoznacznych danych [Soares i wsp. 2008]. 

 

 

Ryc. 4. Podstawowe formy greliny w organizmie człowieka [wg Castaneda i wsp. 2010]. 

 

Acylowana grelina jest uwalniana z komórek okładzinowych, głównie w dnie Ŝołądka 

(X/A–like cells), w mniejszych ilościach z jelita cienkiego i grubego oraz z innych tkanek 

takich jak trzustka, płuca czy serce. U szczurów jest to około 80%, a u ludzi 65% całkowitej 

produkcji aktywnej greliny. Proporcje pomiędzy formą aktywną a nieaktywną na tym etapie 

wynoszą 1:2 [Hosoda i wsp. 2003]. Poziom greliny w Ŝołądku jest kilkakrotnie wyŜszy niŜ w 

surowicy, lecz gwałtownie spada podczas głodzenia na skutek jej wydzialania do krwi. 

Enzymy acylujące grelinę nie zostały jak do tej pory zidentyfikowane. 

Zaobserwowano udział kwasów tłuszczowych i trigliceroli o średniej długości w acylacji 

greliny [Nishi i wsp. 2005]. Wzrost lipofilności cząsteczki greliny po acylacji tłumaczy, 

dlaczego acylowana grelina krąŜy we krwi w połączeniu z duŜymi cząsteczkami lipoprotein, 

głównie z HDL. Takie wiązanie osłabia jej aktywność biologiczną i zdolność do wiązania się 

z receptorem [Beaumont i wsp. 2003, De Vriese i wsp. 2007]. Forma desacylowana greliny 

krąŜy we krwi w postaci niezwiązanej [Perbani S. i Inui A. 2010].  

Desacylacja greliny odbywa się w surowicy i odpowiada za przerwanie jej działania. 

W procesie tym biorą udział związane z HDL enzymy, a mianowicie:  paraoksonaza obecna 

w surowicy oraz działające w Ŝołądku butyrylocholinoesteraza, lizofosfolipaza I i tioesteraza 
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aktywna wobec palmitoyl-Gsα i palmitoyl-CoA [Bluet-Pajot i wsp. 1998, Asakawa i wsp. 

2001, Beaumont i wsp. 2003].  

Okres półtrwania acylowanej greliny wynosi 9-13 minut, a formy desacylowanej  

27-31 minut [Abizaid i wsp. 2006].  

Forma desacylowana występuje we krwi i w Ŝołądku w ilości ok. 10 razy większej niŜ 

acylowana forma aktywna [Hosoda i wsp. 2000b]. Wykazuje ona równieŜ większą trwałość, 

co przekłada się na mierzalne proporcje między obiema formami greliny w oznaczeniach we 

krwi. Grelina w surowicy, jako jeden z nielicznych peptydów wiąŜe się z HDL. PoniewaŜ 

kwasy tłuszczowe wiąŜą się z greliną wiązaniem estrowym przez Ser-3, stąd paraoksonaza – 

waŜny enzym przemian lipidowych i potencjalna esteraza moŜe być zaangaŜowana w 

desacylację aktywnej greliny.  

W badaniach nad formą „nieaktywną” nie stwierdzono, aby desacylowana grelina 

wypierała z połączeń z receptorem znakowaną acylowaną grelinę w podwzgórzu i przysadce. 

Nie wpływa równieŜ na uwalnianie GH. Nie oznacza to jednak, Ŝe nie posiada ona Ŝadnej 

aktywności – nadal trwają poszukiwania jej znaczenia fizjologicznego i receptora dla tej 

formy.  

Wykazano pewną aktywność biologiczną desacylowanej greliny. Wiadomo, Ŝe duŜe 

stęŜenie acylowanej greliny powoduje szybki wzrost poziomu glukozy i insuliny we krwi 

[Granata i wsp. 2010, Nikolopoulos i wsp. 2010b]. Takiego efektu nie obserwujemy przy 

wzroście greliny całkowitej w osoczu u ludzi - moŜna zatem wnioskować, Ŝe forma 

desacylowana greliny ma działanie antagonistyczne z punktu widzenia metabolicznego, a nie 

receptorowego. RównieŜ, w badaniach na szczurach stwierdzono, Ŝe forma desacylowana 

moŜe mieć pewne antagonistyczne działanie wobec greliny aktywnej, poniewaŜ jej podanie 

dootrzewnowe lub centralne hamowało przyjmowanie pokarmów - działanie to 

prawdopodonie zachodzi przez jądro łukowate (NARC) i jądro przykomorowe (PVN) w 

hipokampie [Chen i wsp. 2005]. U myszy transgenicznych ze zwiększoną produkcją 

desacylowanej greliny stwierdza się słabsze pobieranie pokarmów i niską masę ciała 

[Asakawa i wsp. 2005, Chen i wsp. 2005, Inhoff i wsp. 2008]. Są równieŜ badania 

wykazujące przeciwstawny efekt [Gauna i wsp. 2005, Heijboer i wsp. 2006], lub jego brak 

[Toshinai i wsp. 2006], w związku z tym kwestia ta wymaga dalszych badań. 

Poza tym obecność obu izoform greliny znacząco poprawia wraŜliwość tkanek na 

insulinę [Polińska i wsp. 2011]. Forma desacylowana posiada prawdopodobnie pewne 

działanie kardioprotekcyjne oraz antyproliferacyjne oraz nasila adipogenezę  

[Cassoni i wsp. 2001], jednak jej działanie receptorowe jak do tej pory nie jest znane. 



24 

 

1.4.3. Komórkowy mechanizm działania greliny 

 

Grelina wykazuje dwa pośrednie mechanizmy działania komórkowego, w których 

dochodzi do zwiększenia poziomu Ca2+. Po pierwsze zwiększa jego stęŜenie poprzez cyklazę 

adenylową i kinazę proteinową A (AC-PKA) w komórkach wykazujących ekspresję NPY w 

NAc [Kohno i wsp. 2003]. Drugi mechanizm polega na oddziaływaniu na szlak związany z 

fosfokinazą C i kinazą proteinową C (PLC-PKC) [Chen i wsp. 1996]. Postuluje się obecność 

dwóch róŜnych miejsc wiązania na receptorze dla greliny, co moŜe tłumaczyć równoczesne 

istnienie tych dwóch mechanizmów [Cassoni i wsp. 2001].  

Istnieje teŜ trzeci mechanizm działania, związany bezpośrednio ze zwiększeniem 

pobierania pokarmu na skutek głodzenia, związany z pobudzeniem aktywowanej przez AMP 

kinazy proteinowej (AMPK) i acetylo CoA karboksylazy (ACC) oraz hamowaniem 

aktywności syntazy kwasów tłuszczowych (FAS) w jądrze podwzgórza brzuszno-bocznym, 

uznawanym za ośrodek odczuwania sytości [Lopez i wsp. 2008].  

Grelina hamuje równieŜ zapalenie naczyń poprzez aktywację zaleŜnej od kalmoduliny 

kinazy (CaMKK), aktywowanej przez AMP kinazy proteinowej (AMPK), i śródbłonkowej 

syntazy NO (eNOS) [Xu i wsp. 2008].  

Udało się sklonować równieŜ receptor GHSR-1b, ale jego rola jak do tej pory nie jest 

znana, nie wiąŜą się teŜ do niego Ŝadne znane peptydy [Howard i wsp. 1996, Smith i wsp. 

1999, Gnanapavan i wsp. 2002]. 

 

1.4.4. Rola greliny w organizmie 

 

Komórki uwalniające grelinę znajdują się przede wszystkim w Ŝołądku i jelitach, ale 

zostały znalezione równieŜ w trzustce [Volante i wsp. 2002a, Prado i wsp. 2004, Ueberberg i 

wsp. 2009], płucach [Volante i wsp. 2002b, Ueberberg i wsp. 2009], w ścianie naczyń 

krwionośnych i komorach serca, nerkach (skorelowana z poziomem kreatyniny) [Mori i wsp. 

2000, Ueberberg i wsp. 2009], limfocytach [Hattori i wsp. 2001], łoŜysku [Gualillo i wsp. 

2001, Ueberberg i wsp. 2009], jądrach [Tena-Sempere i wsp. 2002, Ueberberg i wsp. 2009], 

jajnikach [Gaytan i wsp. 2003, Ueberberg i wsp. 2009] i mózgu (podwzgórze i kora) [Hosoda 

i wsp. 2000a, Cowley i wsp. 2003, Hou i wsp. 2006, Ueberberg i wsp. 2009]. 

Grelina posiada działanie wielokierunkowe. Przede wszystkim zwiększa wydzielanie 

GH i nasila apetyt [Shiiya i wsp. 2002]. Poza tym reguluje proces proliferacji komórek 
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[Yoshihara i wsp. 2002], stymuluje równieŜ wydzielanie prolaktyny i hormonów 

adrenokortykotropowych [Kojima i wsp. 2004], nasila sen wolnofalowy [Weikel i wsp. 2003] 

i proces uczenia się [Carlini i wsp. 2002], a w Ŝołądku wpływa na proces wydzielania kwasu 

Ŝołądkowego i procesy ochronne ściany [Brzozowski i wsp. 2004]. Odgrywa równieŜ waŜną 

rolę w układzie immunologicznym - receptory dla greliny stwierdzono na limfocytach T i B 

[Yada i wsp. 2006]. Zaobserwowano teŜ działanie przeciwzapalne i antyoksydacyjne, 

hamowanie ekspresji IL-1β, IL-6 i TNFα przez limfocyty i monocyty [Li i wsp. 2004, El Eter 

i wsp. 2007]. Podanie greliny powoduje zmniejszenie poziomu TNFα w surowicy [Konturek i 

wsp. 2006]. Podczas infekcji Helicobacter pylori stwierdzono natomiast obniŜenie poziomu 

greliny [Isomoto i wsp. 2005, Zhang i wsp. 2005]. Prawdopodobnie wynika to z 

wywoływania przez infekcję stanu zapalnego. W stanie zapalnym stwierdzono bowiem 

obniŜenie poziomu greliny [Otero i wsp. 2004, Koca i wsp. 2008], co moŜe tłumaczyć utratę 

masy ciała. Podobnie długotrwały stan zapalny występujący w reumatoidalnym zapaleniu 

stawów, który wiąŜe się ze znaczną utratą masy ciała, moŜe być skorelowany z poziomem 

greliny [Koca i wsp. 2008].  

Grelina wykazuje równieŜ działanie kardioprotekcyjne - podana doŜylnie powoduje 

spadek ciśnienia krwi poprzez zmniejszenie oporu obwodowego, jednocześnie nie wpływając 

na częstość skurczy serca [Nagaya i wsp. 2001], Skutkuje to wzrostem frakcji wyrzutowej, co 

zwiększa wydolność mięśnia sercowego [Nikolopoulos i wsp. 2010b]. Grelina powoduje 

równieŜ wzrost stęŜenia tlenku azotu (NO) w komórkach śródbłonka, regulując napięcie 

naczyń krwionośnych, hamując agregację płytek krwi i leukocytów w obwodowym układzie 

krwionośnym [Polińska i wsp. 2011]. 

NajwaŜniejszą jednak funkcją greliny jest kontrola apetytu. Poziom greliny rośnie na 

skutek głodzenia - najwyŜszy jej poziom obserwuje się tuŜ przed posiłkiem i spada do 

minimum około godziny po posiłku [Cummings i wsp. 2001, Tschop i wsp. 2001a]. Grelina 

więc wyraźnie koreluje z posiłkami – jej poziom jest największy około 90 minut przed 

posiłkiem, natomiast po posiłku gwałtownie spada [Cummings i wsp. 2001, Suzuki i wsp. 

2009, Toshinai i wsp. 2001] (Ryc. 5). 

Przyjęcie pokarmu, ale równieŜ podanie egzogennej greliny powoduje spadek 

poziomu greliny we krwi [Korbonits i wsp. 2004]. Jej poziom równie gwałtownie spada po 

podaniu doŜołądkowym tłuszczów, białek lub węglowodanów, natomiast podanie wody nie 

wpływa na poziom greliny [Gomez i wsp. 2004]. Stwierdzono teŜ, Ŝe wydzielanie greliny nie 

ma związku z kalorycznością poŜywienia [Nedvikova i wsp. 2003].  
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Ryc. 5. Dobowe poziomy greliny. Przerwywaną linią zostały zaznaczone posiłki. Czarne punkty to poziom 

greliny u osób szczupłych, białe punkty u osób otyłych. Na dole poziomy greliny u osób po bypassie Ŝołądka. 

[wg Cummings i wsp. 2006]. 

 

Grelina w organizmie ulega wahaniom dobowym, skorelowanym z porami 

przyjmowania pokarmów i ze snem [Spiegel i wsp. 2011] (Ryc. 6). To potwierdza hipotezę, 

Ŝe grelina jest sygnałem inicjującym rozpoczęcie posiłku. Takie działanie greliny zostało 

zaobserwowane w badaniach u ludzi, którzy nie mieli wyznaczonych godzin posiłku i 

rozpoczynali jedzenie, kiedy odczuwali taką potrzebę [Cummings i wsp. 2004]. 

Poziom greliny wzrasta w nocy [Dzaja i wsp. 2004, Yildiz i wsp. 2004]. Jest on niŜszy 

u osób otyłych i wyŜszy u osób szczupłych [Tschop i wsp. 2001b, Bellone i wsp. 2002, 

Cummings i wsp. 2002b, Shiiya i wsp. 2002]. Poziom greliny jest równieŜ bardzo 

podniesiony u osób z anoreksją i bulimią [Otto i wsp. 2001] i ulega wyrównaniu po 

odzyskaniu właściwej masy ciała [Ariyasu i wsp. 2001, Otto i wsp. 2001, Cuntz i wsp. 2002, 

Tanaka i wsp. 2003a, 2003b]. RównieŜ kacheksja, która towarzyszy wielu wyniszczającym 

chorobom powoduje wzrost poziomu greliny [Nagaya i wsp. 2001, Yoshimoto 2002, Shimizu 

i wsp. 2003]. Jest to prawdopodobnie mechanizm kompensacyjny, w którym organizm 

zmierza do wyrównania niedoborów energetycznych.  
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Ryc. 6. 24-godzinny profil poziomu greliny całkowitej, greliny acylowanej (aktywnej), glukozy  

i insuliny u zdrowych męŜczyzn. Na wykresie zaznaczony jest czas snu (czarna linia pozioma) oraz godziny 

posiłków (przerywana linia pionowa) [wg Spiegel i wsp. 2011]. 

 

U osób otyłych – zarówno u dzieci jak i u dorosłych, poziom greliny jest obniŜony w 

stosunku do osób o prawidłowej masie ciała [Tschop i wsp. 2001, Reinehr i wsp. 2007, 

Vicennati i wsp. 2007]. SpostrzeŜenie powyŜsze wskazuje na to, Ŝe grelina sama z siebie nie 

jest przyczyną otyłości i jej poziom obniŜa się w związku z mniejszym zapotrzebowaniem na 

energię u osób z nadwagą, co moŜe wynikać z mechanizmu kompensacyjnego, tak jak to ma 

miejsce u osób z niedowagą. Potwierdzają tę teorię badania poziomu greliny u osób z 

syndromem Pradera-Willi’ego. W syndromie tym pacjenci charakteryzują się niskim 

wzrostem i opóźnieniem umysłowym z powodu deficytu GH, a takŜe wzmoŜonym apetytem. 

Zaburzenie to moŜe być spowodowane słabą aktywnością układu przywspółczulnego. 

Nadmierny apetyt prowadzi do rozwoju otyłości, co skutkuje zwiększoną śmiertelnością w 

wyniku cukrzycy i powikłań krąŜeniowych. Obserwuje się u tych pacjentów równieŜ 3-4 razy 

wyŜszy poziom obu form greliny niŜ u osób zdrowych [Cummings i wsp. 2002a, Del Parigi i 
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wsp. 2002]. Jest to prawdopodobnie spowodowane uszkodzeniem struktur podwzgórza u tych 

osób i jest to odwrotna korelacja niŜ u osób z niedowagą. Wcześniejsze badania dowodzą, Ŝe 

otyłość u ludzi cierpiących na ten syndrom nie wynika z wzmoŜonego apetytu, tylko z 

zaburzenia odczuwania sytości - a jak wiadomo sygnał sytości jest informacją, która 

gwałtownie obniŜa poziom greliny. RównieŜ niedobór GH moŜe być powodem utrzymywania 

się wysokiego poziomu greliny [Del Parigi i wsp. 2002].  

Stwierdzono równieŜ zmiany w poziomie greliny zaleŜne od wieku – poziom greliny 

wzrasta w okresie od narodzin do osiągnięcia dorosłości i utrzymuje się na stałym poziomie 

[Cummings i wsp. 2001] natomiast spada w wieku podeszłym, gdzie obserwuje się równieŜ 

utratę masy ciała i zmniejszenie zapotrzebowania na pokarm [Rigamonti i wsp. 2002]. 

Grelina zwiększa teŜ wydzielanie kwasu solnego w Ŝołądku, uwalnianie gastryny, 

reguluje motorykę jelit poprzez nerw błędny i receptory w Ŝołądku przyspieszając jego 

opróŜnianie po posiłku [Dornonville de la Cour i wsp. 2004, Delzenne i wsp. 2010, Perboni i 

Inui 2010]. U pacjentów po gastrektomii obserwuje się utratę masy ciała i spadek poziomu 

greliny o ok. 10-50%, jednak po krótkim czasie ilość ta wzrasta do ok. 70%, prawdopodobnie 

przez mechanizmy kompensacyjne, czyli produkcję z jelit i trzustki [Cummings i wsp. 2002b, 

Geloneze i wsp. 2003, Leonetti i wsp. 2003].  

U pacjentów po gastrektomii obserwuje się teŜ osteopenię, czyli znaczący spadek 

gęstości mineralnej kości. Podawanie syntetycznej greliny hamuje ten proces. To moŜe 

sugerować udział tego peptydu w mechanizmach kontrolujących formowanie się kości 

[Tovey i wsp. 1992, Svensson i wsp. 2001, Lehto-Axtelius i wsp. 2002]. Nikolopoulos i 

współpracownicy stwierdzili, Ŝe uczestnictwo greliny w procesach metabolicznych w obrębie 

kości jest związane z uwalnianiem GH, wpływem na oś podwzgórze-przysadka-nadnercza i 

działaniem kortykotropowym oraz na wydzielanie cytokin [Nikolopoulos i wsp. 2010a]. 

W badaniach u ludzi wykazano, Ŝe wywołanie stresu zwiększało stęŜenie zarówno 

kortyzolu, jak i greliny [Rouach i wsp. 2007]. Jak stwierdzono, jej poziom wzrasta w okresie 

głodzenia, szczególnie postać acylowana, w związku z czym uznaje się, Ŝe głównie to ona 

odpowiada za odczuwanie apetytu, natomiast forma desacylowana wykazuje tutaj działanie 

antagonistyczne, [Yang i wsp. 2008a, Adams i wsp. 2011] być moŜe funkcjonalnie, a nie 

receptorowo. W badaniach u myszy stwierdzono, Ŝe wywołanie stresu przez głodzenie lub 

przykre bodźce mechaniczne zwiększa tak samo mocno poziom greliny we krwi [Asakawa i 

wsp. 2001]. Wzrost poziomu greliny obserwujemy równieŜ w odpowiedzi na ostry i 

przewlekły stres zarówno u zwierząt [Kristenssson i wsp. 2006, Lutter i wsp. 2008,  
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Ochi i wsp. 2008] jak i u ludzi [Rouach i wsp. 2007], stąd moŜliwe jest, Ŝe zmiany w 

poziomie greliny wpływają na nastrój, lęk i emocje. 

Ekspresję receptora GHS-R1a wykazano równieŜ w komórkach pęcherzyka 

jajnikowego, ciałka Ŝółtego i w łoŜysku [Rak i wsp. 2009b, Castaneda i wsp. 2010, 

Nikolopoulos i wsp. 2010b]. U kobiet, stęŜenie mRNA dla greliny jest zaleŜne od fazy cyklu i 

jest najwyŜsze w fazie lutealnej [Rak i Gregoraszczuk 2009a]. 

Jednak u myszy pozbawionych genu kodującego grelinę nie zaobserwowano 

znaczących zaburzeń. Myszy te miały prawidłową masę, wielkość, budowę ciała, behawior i 

zdolności reprodukcyjne. Zaobserwowano jedynie zmniejszenie ilości tkanki tłuszczowej. To 

wskazuje, Ŝe grelina nie jest kluczowym peptydem dla przeŜycia i jego niedobór jest 

kompensowany innymi mechanizmami [Wortley i wsp. 2004a, 2004b]. 

 

1.4.5. Działanie ośrodkowe greliny 

 

Grelina zasadniczo nie powinna przenikać przez barierę krew-mózg, pozostaje więc 

pytanie, w jaki sposób dociera ona do receptorów w mózgu, skoro jest wytwarzana w 

Ŝołądku. Niektórzy badacze sądzą, Ŝe grelina moŜe działać bezpośrednio na NARC oraz NAc, 

które są miejscem działania wielu hormonów - ze względu na nieszczelną w tym miejscu 

barierę krew-mózg, umoŜliwiającą przechodzenie przez nią peptydów, w tym równieŜ greliny 

[Norsted i wsp. 2008]. Znaleziono tam receptory dla większości hormonów związanych z 

równowagą energetyczną, łącznie z receptorem dla greliny, GHS-R1a [Abizaid i wsp. 2006a]. 

Inne teorie zakładają, Ŝe struktury w NARC mogą częściowo istnieć poza barierą krew-mózg 

i tam grelina moŜe się przyłączać [Cone i wsp. 2001]. UwaŜa się jednak, Ŝe acylowana grelina 

moŜe przekraczać barierę krew-mózg w obu kierunkach poprzez transport aktywny (saturable 

transport system), który moŜe zachodzić tylko dla formy acylowanej [Horvath i wsp. 2001]. 

Natomiast forma desacylowana podlega tylko transportowi biernemu w jednym kierunku, do 

mózgu [Banks i wsp. 2002]. Transport greliny przez barierę krew-mózg jest nasilony przy 

duŜym stęŜeniu trigliceryrów, podczas głodzenia i w otyłości, co wyraźnie pokazuje 

zaleŜność pomiędzy siłą jej działania i poziomem, a stanem energetycznym, a więc i 

przyjmowaniem pokarmów [Banks i wsp. 2002, 2008]. Forma desacylowana przenika łatwiej 

przez barierę krew-mózg, sądzono więc, Ŝe po przeniknięciu moŜe ulegać ponownej 

„aktywacji” jednak jak do tej pory nie stwierdzono obecności GOAT w mózgu  

[Yang i wsp. 2008b]. 
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PoniewaŜ GHRH jest wydzielany w podwzgórzu i działa na receptory w przysadce, 

zastanawiano się, czy równieŜ grelina moŜe być tam wydzielana. Badania dowiodły, Ŝe 

stęŜenie greliny w mózgu jest bardzo małe [Kojima i wsp. 1999, Hosoda i wsp. 2000a]. 

Znaleziono ją głównie w NARC, waŜnym regionie kontrolującym apetyt [Kojima i wsp. 

1999, Lu i wsp. 2002]. Stwierdzono równieŜ obecność greliny w sąsiedztwie neuronów 

łączących podwzgórze z III komorą pomiędzy jądrem podwzgórza brzuszno-bocznym, PVN i 

NARC. W obszarach tych znajdują się neurony związane z wydzielaniem NPY i peptydem 

AgRP, mogące stymulować uwalnianie peptydów zaangaŜowanych w odczuwanie głodu.  

Grelina działa na przysadkę mózgową bezpośrednio i pośrednio, synergistycznie z 

GHRH. Wpływa równieŜ na stymulację czynnika transkrypcyjnego Pit-1, który jest 

transkrybowany w przednim płacie przysadki mózgowej i prowadzi do ekspresji genu 

kodującego GH w komórkach somatotropowych [Nikolopoulos i wsp. 2010b]. Jest to więc 

jedyny obwodowy hormon stymulujący apetyt i pobieranie pokarmów oraz regulujący 

wydatek energetyczny poprzez wpływ na poziom GH, insuliny i glukozy oraz stymulację 

komórek wydzielających NPY [Willesen i wsp. 1999], peptydem AgRP, POMC oraz 

transkryptami dla CART  w NARC [Castaneda i wsp. 2010]. 

GH jest wielofunkcyjnym hormonem somatotropowym wydzielanym z przedniego 

płata przysadki. Reguluje wzrost komórek, metabolizm lipidów i równowagę  

wodno-elektrolitową [Argetsinger i wsp. 1996, Carter-Su i wsp. 1996]. Produkcja i 

uwalnianie hormonu wzrostu są ściśle kontrolowane, nadmierna produkcja GH prowadzi do 

akromegalii i gigantyzmu, natomiast jego niedobór u dzieci powoduje zaburzenia wzrostu. 

Uwalnianie GH zaleŜy od wielu czynników, w szczególności od dwóch neuropeptydów 

podwzgórza - wydzielanie hormonu wzrostu jest stymulowane przez podwzgórzową 

somatoliberynę GH (GHRH) i hamowane przez somatostatynę [Muller i wsp. 1999, Anderson 

i wsp. 2004].  

Receptory dla wydzielania GH (GHS-R), na które oddziałuje grelina są równieŜ 

zaangaŜowane w układ nagrody oraz odpowiedzialne za zachowania związane z aktywnością 

i poszukiwaniem nagrody [Guan i wsp. 1997, Mitchell i wsp. 2001, Zigman i wsp. 2006]. 

Grelina podana myszom w obszarze VTA powoduje wzrost stęŜenia DA w NAc i wzrost 

aktywności ruchowej [Abizaid i wsp. 2006b, Jerlhag i wsp. 2006, 2007]. Nieselektywny 

antagonista receptora nikotynowego - mekamylamina, blokuje zarówno uwalnianie DA jak i 

działanie stymulujące greliny. Daje to podstawy do przypuszczeń, Ŝe równieŜ układ 

cholinergiczny jest zaangaŜowany w uwalnianie greliny [Jerlhag i wsp. 2006, Landgren i wsp. 

2008]. Zaobserwowano bowiem wcześniej, Ŝe u szczurów preferujących picie duŜych ilości 
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alkoholu, preferencja picia moŜe być odwrócona przez blokery receptora nikotynowego 

[Ericson i wsp. 1998].  

Obecność greliny i jej receptora w podwzgórzu [Bennett i wsp. 1997, Guan i wsp. 

1997], regionie, który jest związany z nauką i pamięcią, sugeruje, Ŝe moŜe ona brać udział w 

procesie uczenia się. Zdolność do szukania pokarmu i zdolności ponownego odnalezienia 

jego źródła jest kluczowa dla przeŜycia. ZaangaŜowane w ten proces są mechanizmy 

związane z aktywnością i pamięcią oraz układ nagrody, który stymuluje do poszukiwań. W 

badaniach doświadczalnych z wykorzystaniem testu otwartego pola, testu krzyŜa, i testu 

biernego uniku po podaniu dokomorowym greliny obserwowano wzrost zastygania w teście 

otwartego pola, i spadek wejść i spędzanego czasu na polach jasnych w teście krzyŜa, co 

sugeruje, Ŝe grelina ma działanie anksjogenne [Carlini i wsp. 2002]. Co więcej, grelina 

zwiększała opóźnienie wejścia w teście biernym, co sugeruje, Ŝe moŜe równieŜ mieć działanie 

poprawiające przypominanie [Carlini i wsp. 2002, 2010a]. RównieŜ w badaniach 

przeprowadzonych w Katedrze i Zakładzie Farmakologii UM w Poznaniu zauwaŜono po 

jednorazowym podaniu greliny aktywnej działanie poprawiające pamięć w teście biernego 

unikania, chociaŜ w tych badaniach grelina wykazywała raczej aktywność anksjolityczną 

[Szulc i wsp. 2007]. 

Zostały równieŜ przeprowadzone pierwsze badania nad działaniem syntetycznych, 

selektywnych agonistów dla receptora grelinowego, które wykazały m.in. poprawę pamięci w 

teście object recognition oraz poprawę zdolności do uczenia się, jednak związki te posiadają 

jednocześnie działanie anksjogenne [Atcha i wsp. 2009]. UwaŜa się, Ŝe dalsze poszukiwania 

agonoistów powinny zmierzać w kierunku uzyskania substancji o jednoznacznym 

wybiórczym działaniu na pamięć lub procesy związane z odczuwaniem lęku [Castaneda i 

wsp. 2010] . 

Inne badania pokazują, Ŝe grelina powoduje równieŜ zwiększenie gęstości synaps w 

hipokampie [Diano i wsp. 2006], co zdaje się potwierdzać hipotezę, Ŝe moŜe być 

zaangaŜowana w róŜne mechanizmy przyjemnościowe oraz motywacyjne [Abizaid i wsp. 

2006b, Zigman i wsp. 2006]. W badaniach z wykorzystaniem rezonansu magnetycznego, u 

ludzi którym pokazywano obrazki związane z jedzeniem stwierdzono, Ŝe grelina powoduje 

silniejszą aktywność w obszarach mózgu odpowiedzialnych za odczuwanie przyjemności 

[Malik i wsp. 2008].  

Grelina zwiększa równieŜ stęŜenie endogennych kanabinoidów w podwzgórzu, a one 

z kolei powodują wzrost jej stęŜenia. Kanabinoidy te działając przez receptory CB1 i CB2 

umiejscowione w OUN oraz przewodzie pokarmowym i tkance tłuszczowej i powodują 
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wzrost łaknienia, działanie przeciwbólowe i poprawę samopoczucia. Zaobserwowano 

zwiększoną aktywność tego układu u osób otyłych [Engeli i wsp. 2005] oraz w okresie głodu, 

przy jednoczesnym wysokim stęŜeniu greliny [Kirkham i wsp. 2002].  

Po podaniu centralnym, grelina poprawia funkcję przypominania [Carlini i wsp. 2002] 

niezaleŜnie od wpływu na pobieranie pokarmu i lęk [Carlini i wsp. 2004]. W innych 

badaniach stwierdzono równieŜ, Ŝe po podaniu centralnym grelina poprawiała uczenie się i 

pamięć w sytuacjach, które były dla zwierząt nieprzyjemne (aversive situations) [Toth i wsp. 

2009]. Mechanizm ten jest związany prawdopodobnie z 5-HT, poniewaŜ obwodowe podanie 

fluoksetyny, naleŜącego do SSRI leku przeciwdepresyjnego, znosiło stymulujące efekty 

podanej do struktur mózgu greliny na pobór poŜywienia i przypominanie [Brunetti i wsp. 

2002, Carlini i wsp. 2007]. RównieŜ ogólnoustrojowe podanie fluoksetyny moŜe powodować 

spadek masy ciała, prawdopodobnie przez ten sam mechanizm. MoŜliwe, Ŝe wszystkie 

działania greliny takie jak wpływ na pobieranie pokarmu, pamięć, lęk, depresję mogą 

zachodzić przy pewnym pośrednictwie 5-HT [Zigman i wsp. 2006, Harrold i wsp. 2008]. 

Poza mechanizmami związanymi z pamięcią, grelina jest równieŜ zaangaŜowana w 

odczuwanie lęku i powstawanie depresji [Asakawa i wsp. 2001, Carlini i wsp. 2002, 2004, 

2008, Kineman i wsp. 2007]. Przypuszcza się, Ŝe mechanizm ten moŜe być związany z 

działaniem poprzez CRH i hormon adrenokortykotropowy (ACTH) [Asakawa i wsp. 2001].  

DoŜylne podanie greliny zwiększa poziom GH około 10 razy [Kojima i wsp. 1999]. 

Podobny efekt obserwujemy po podaniu dokomorowym. Jest to działanie bezpośrenio na 

przysadkę, jednak rola podwzgórza teŜ jest waŜna. U pacjentów z uszkodzonym 

podwzgórzem wzorst uwalniania GH jest tylko trzykrotnie większy. 

Istotny udział w centralnym działaniu greliny odgrywa nerw błędny. Jest on 

zaangaŜowany zarówno w regulację poziomu greliny [Lee i wsp. 2002] jak i w jej działanie 

[Masuda i wsp. 2000]. Przecięcie nerwu błędnego podnosi znacząco poziom greliny oraz 

obserwuje się znaczący spadek uwalniania GH [Date i wsp. 2002, Lee i wsp. 2002, Williams i 

wsp. 2003], natomiast elektryczna stymulacja nerwu błędnego obniŜa poziom greliny u 

szczurów [Murakami i wsp. 2002]. MoŜe to sugerować, Ŝe udział transmisji z nerwu błędnego 

jest konieczny do silnego uwalniania GH przez grelinę. Analiza immunohistochemiczna 

wykazała, Ŝe neurony zawierające grelinę znajdują się głównie w NARC, obszarze 

zaangaŜowanym w regulację apetytu [Kojima i wsp. 1999, Lu i wsp. 2002]. 

Podanie greliny bezpośrednio do komór mózgu powoduje gwałtowny wzrost ilości 

spoŜywanego pokarmu [Tschop i wsp. 2000, Kamegai i wsp. 2001, Nicholls i wsp. 2001, 

Shintani i wsp. 2001, Wren i wsp. 2001b]. Ze wszystkich znanych peptydów grelina po 



33 

podaniu domózgowym wykazuje najsilniejsze działanie zwiększające apetyt, a długotrwałe 

podawanie greliny w ten sposób prowadzi do znacznej otyłości. Oprócz działania centralnego, 

udowodniono, Ŝe równieŜ podanie doŜylne i podskórne powoduje wzorst apetytu [Tschop i 

wsp. 2000, Nakazato i wsp. 2001, Wren i wsp. 2001a]. PoniewaŜ peptydy podane obwodowo 

z reguły nie przechodzą przez barierę krew-mózg jak juŜ wyŜej wspomniano, poszukiwano 

innego sposobu, w jaki obwodowa grelina oddziałuje na podwzgórze. Odkrycie receptorów 

dla greliny na neuronach wstępujących nerwu błędnego u szczura sugruje, Ŝe sygnał greliny z 

Ŝołądka jest transmitowany właśnie przez ten nerw [Date i wsp. 2002, Sakata i wsp. 2003, 

Zhang i wsp. 2004]. Co więcej, dokomorowe podanie greliny indukuje c-Fos w niektórych 

obszarach nerwu błędnego i stymuluje wydzielanie kwasu Ŝołądkowego wskazując, Ŝe grelina 

aktywuje szlaki tego nerwu [Date i wsp. 2001]. Wykonanie wagotomii blokuje moŜliwość 

stymulowania przez grelinę apetytu i wydzialania GH nie wpływając na jej poziom w 

surowicy [Andrews i wsp. 2002, Date i wsp. 2002]. Wzrost poziomu greliny poprzez 

głodzenie jest teŜ całkowicie zniesiony przez podanie atropiny, co moŜe mieć równieŜ 

związek z działaniem przez układ przywspółczulny [Williams i wsp. 2003]. 

Zarówno teoria o działaniu ośrodkowym związanym prawdopodobnie z nieszczelną 

barierą krew-mózg, jak i działanie przez nerw błędny, nie wykluczają się, lecz zrozumienie 

tych zaleŜności wymaga dalszych badań.  

 

1.4.6. Grelina w badaniach klinicznych 

 

Niektórzy badacze uwaŜają, Ŝe zastosowanie kliniczne greliny moŜe dotyczyć 

diagnozowania i suplementacji niedoboru GH [Thorner et al 1997, Baldelli i wsp. 2001, 

Deghenghi i wsp. 2003] oraz leczenia zaburzeń Ŝywienia takich jak anoreksja [Muccioli i 

wsp. 2002]. PoniewaŜ grelina znacząco poprawia kinetykę i zdolności wydzielnicze Ŝołądka 

oraz przyspiesza jego opróŜnianie - moŜe być stosowana u pacjentów z pooperacyjną 

niedroŜnością Ŝołądka [Trudel i wsp. 2002]. 

Wykazano równieŜ, Ŝe intensywne ćwiczenia fizyczne obniŜają poziom aktywnej 

greliny do 9 godzin po wysiłku [Marzullo i wsp. 2008], natomiast stosowanie samej diety 

podnosi ilość acylowanej greliny, co ma kompensować niedobór pokarmu, co moŜe 

tłumaczyć fakt, Ŝe lepsze efekty w utracie masy ciała daje połączenie diety z uprawianiem 

sportu [Polińska i wsp. 2011]. 
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1.4.7. Grelina a alkohol 

 

1.4.7.1. Grelina a alkohol u zwierząt doświadczalnych  

 

Etanol jest substancją silnie wywołującą owrzodzenia Ŝołądka [Sibilia i wsp. 2003, 

Konturek i wsp. 2004]. Okazuje się, Ŝe etanol upośledza wydzielanie greliny w Ŝołądku, 

prawdopodobnie poprzez mechanizm toksycznego działania na śluzówkę. Badania u 

szczurów dowodzą jednak, Ŝe grelina wykazuje w takiej sytuacji działanie gastroprotekcyjne 

[Konturek i wsp. 2004]. Podanie greliny zmniejsza wywołane etanolem owrzodzenia Ŝołądka 

w sposób dawkozaleŜny [Sibilia i wsp. 2003, Konturek i wsp. 2004]. Działanie ochronne jest 

obserwowane równieŜ po centralnym podaniu greliny i pośredniczą w nim szlaki dla NO. 

Zahamowanie syntezy NO przez L-NAME, całkowicie znosi działanie ochronne greliny na 

śluzówkę Ŝołądka [Sibilia i wsp. 2003]. Działanie to jest utrzymane nawet po wagotomii, co 

moŜe świadczyć, iŜ jest to inny mechanizm niŜ przy działaniu stymulującym greliny na 

sekrecję kwasu Ŝołądkowego, które to działanie jest przerywane po przecięciu nerwu 

błędnego [Date i wsp. 2001]. 

W kolejnych badaniach stwierdzono, Ŝe grelina podana w okolice hipokampu 

zwiększa aktywność syntazy NO w tych okolicach, powodując zmianę poziomu NO, co moŜe 

wiązać się z modyfikującym wpływem greliny na pamięć i konsolidację [Carlini i wsp. 

2010b]. 

UwaŜa się, Ŝe grelina moŜe oddziaływać na części mózgowia włączone w 

mechanizmy leŜące u podstaw powstawania uzaleŜnień [Olszewski i wsp. 2008]. Jest to 

prawdopodobne tym bardziej, Ŝe grelina moŜe działać pobudzająco na aktywność zwierząt, co 

pozostaje w związku z jej wpływem na pobudzenie mezolimbicznego układu DA w NAc 

zarówno u szczurów jak i u myszy [Jerlhag i wsp. 2008a, 2008b]. 

Związek greliny z etanolem na podstawie dotychczasowych badań na zwierzętach nie 

jest jednoznaczny. Wiadomo, Ŝe u szczurów, którym podano do PVN i do podwzgórza grelinę 

zaobserwowano nasilenie pobierania pokarmów i wody (u szczurów NP i PR) natomiast nie 

zaobserwowano nasilenia picia alkoholu u PR [Eve i wsp. 2007]. Natomiast podanie 

domózgowe greliny (icv) wzmaga konsumpcję alkoholu u myszy, co pozostaje równieŜ w 

silnej korelacji z działaniem pobudzającym alkoholu i greliny poprzez cholinergiczne 

receptory nikotynowe w VTA [Jerlhag i wsp. 2006]. Zaobserwowano równieŜ, Ŝe grelina 

nasila zachowania hiperaktywne po kokainie oraz jest konieczna do nagradzającego działania 

alkoholu [Wellman i wsp. 2005, Davis i wsp. 2007, Jerlhag i wsp. 2008b, 2009]. Z kolei u 
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myszy, którym podano antagonistę GHS-R1a oraz tzw. knockouts nieposiadające tego 

receptora miały obniŜoną preferencję dla pokarmów o działaniu nagradzającym 

zawierających cukry oraz dla alkoholu. Uwalnianie DA w NAc indukowane przez pokarmy 

nagradzające lub alkohol jest równieŜ obniŜone u myszy typu knockout wobec genu 

kodującego GHS-R1a [Egecioglu i wsp. 2010]. 

 

1.4.7.2. Grelina a alkohol w badaniach klinicznych  

 

Pierwsze doniesienia o moŜliwym związku hormonów regulujących apetyt i picie 

alkoholu pojawiły się w roku 2003 [Thiele i wsp. 2003, Kalra i Kalra 2004]. Poźniejsze 

badania wskazywały na moŜliwość ich udziału równieŜ w patofizjologii alkoholizmu [Kim i 

wsp. 2005] gdzie zaobserwowano wzrost poziomu greliny podczas abstynencji (powyŜej 30 

dni) u 47 męŜczyzn w stosunku do kontroli (n=50). RównieŜ w innych badaniach u 

uzaleŜnionych od alkoholu 21 kobiet i 97 męŜczyzn stwierdzono wzrost poziomów greliny 

zarówno w okresie aktywnego picia, jak i w okresie detoksyfikacji w stosunku do kontroli 

(n=24) i nie stwierdzono związku greliny z przymusem picia [Kraus i wsp. 2005]. Natomiast 

w innych badaniach, jednorazowe podanie alkoholu zdrowym ochotnikom powodowało 

spadek poziomu greliny całkowitej (Ryc. 7) [Calissendorf i wsp. 2005, 2006, Addolorato i 

wsp. 2006, Zimmermann i wsp. 2007] i znaczącą, dodatnią korelację greliny z chęcią picia 

[Addolorato i wsp. 2006]. W kolejnych badaniach Wurst i wsp. zaobserwowali spadek greliny 

po okresie abstynencji [Wurst i wsp. 2007]. 

Wiadomo, Ŝe średnie ilości wypijanego alkoholu obniŜają wydzielanie greliny 

[Calissendorff i wsp. 2005]. Efekt pojawia się po kilku minutach osiągając minimum po 75 

minutach i trwa kilka godzin. Spadek poziomu greliny spowodowany alkoholem nie 

odpowiada jego wartości kalorycznej, więc nie moŜe być tłumaczony tym faktem 

[Zimmermann i wsp. 2007].  

W badaniach Badaoui i wsp. stwierdzono, Ŝe poziom aktywnej greliny u osób 

aktywnie pijących jest obniŜony [Badaoui i wsp. 2008]. W innych badaniach stwierdzono 

jednak tendencję odwrotną, mianowicie, Ŝe poziom greliny we krwi wzrasta u osób aktywnie 

pijących dwukrotnie, a po odstawieniu trzykrotnie w stosunku do kontroli [Kraus i wsp. 

2005]. W badaniach tych nie stwierdzono równieŜ wpływu greliny na przymus picia, 

natomiast późniejsze badania pokazują taką korelację [Badaoui i wsp. 2008]. 
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Ryc. 7. Poziomy aktywnej (góra) i całkiwitej (dół) greliny w czasie po podaniu alkoholu (czarne punknty) i 

wody (białe punkty) u 12 zdrowych osób. [wg Calissendorff i wsp. 2006]. 

 

W badaniach u ludzi, stwierdzono równieŜ pozytywną korelację między poziomem 

greliny w surowicy, a spoŜyciem alkoholu. Efekt ten jest najbardziej widoczny u kobiet 

szkodliwie pijących duŜe ilości alkoholu (heavy-drinkers) wskazując na nieliniową zaleŜność 

pomiędzy ilością spoŜywanego alkoholu, a poziomem greliny [Makovey i wsp. 2007,  

Landgren i wsp. 2010].  

W innych badaniach takŜe stwierdzono podwyŜszony poziom greliny u pacjentów 

uzaleŜnionych od alkoholu po dłuŜszym okresie abstynencji [Kim i wsp. 2005]. 

Zaobserwowano teŜ, Ŝe poziom greliny po odstawieniu alkoholu u kobiet jest wyŜszy niŜ u 

męŜczyzn [Wurst i wsp. 2007]. PoniewaŜ udowodniono takŜe zmienność w poziomach 

greliny w związku z przyjmowaniem pokarmu, stresem, alkoholem, sposobem picia, płcią, 

wiekiem, BMI, czy porą dnia, być moŜe róŜnice te wynikają z rozbieŜności w stosowanych 

schematach doświadczeń. Ponadto w niektórych cytowanych pracach pacjenci utrzymywali 

abstyncję całkowicie, a w niektórych nie moŜna było wykluczyć picia przez nich alkoholu 

[Calissendorff i wsp. 2005, Kim i wsp. 2005, Wurst i wsp. 2007, Badaoui i wsp. 2008].  

Picie alkoholu zwiększa spoŜycie pokarmów, zarówno u osób z otyłością jak i u osób 

z normalną masą [Poppit i wsp. 1999, Westerterp-Plantenga i Verwgen 2009]. Mechanizm 
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tego działania jest nieznany, ale obserwuje się hamowanie oksydacji kwasów tłuszczowych i 

zmiany poziomów niektórych hormonów oraz wpływ na niektóre układy neuroprzekaźnikowe 

[Wilding 2002, Druce i Bloom 2003, Yeomans i wsp. 2003].  

Zarówno uzaleŜnienie od alkoholu jak i odstawienie są sytuacjami stresującymi, które 

mogą działać anksjogennie. Stres jest waŜnym czynnikiem przyczyniającym się do rozwoju 

alkoholizmu i powrotu do nałogu po przerwaniu picia. Na skutek stresu dochodzi do 

obniŜenia apetytu, wpływ greliny na ten efekt nie jest znany [Zimmermann i wsp. 2007]. 

Na podstawie analizy dotychczasowych badań przeprowadzonych w modelach 

doświadczalnych jak i w badaniach klinicznych, moŜna stwierdzić, Ŝe istnieje związek 

między greliną, w tym równieŜ jej stęŜeniem we krwi, a działaniem alkoholu. Badania te nie 

dały jednak jednoznacznej odpowiedzi, jaki jest kierunek tych zmian, innymi słowy czy 

alkohol wpływa na podniesienie czy obniŜenie poziomu greliny we krwi. Niewątpliwie na 

taki obraz otrzymanych wyników miały wpływ róŜne układy doświadczeń, róŜne modele czy 

narzędzia badawcze oraz nie zawsze jednoznaczne kontrolowanie zespołu odstawienia. 
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2. CEL BADAŃ 

 

Znane są dane skłaniające do hipotezy, Ŝe grelina mogłaby uczestniczyć w 

ośrodkowym działaniu alkoholu, jak i ewentualnie stanowić obwodowy wskaźnik zmian 

towarzyszących długotrwałemu piciu alkoholu [Calissendorff i wsp. 2005]. Wiadomo, Ŝe 

istnieje związek między działaniem niektórych leków antypsychotycznych czy środków o 

działaniu stymulującym, a stęŜeniami greliny we krwi obwodowej [Palik i wsp. 2005, 

Murashita i wsp. 2007].  

Stąd, postanowiono określić udział greliny w aktywności leków przeciwalkoholowych 

w modelu doświadczalnym uzaleŜnienia alkoholowego. W tym celu zaplanowano wykonanie 

następujących badań: 

1. Określenie związku pomiędzy stęŜeniem alkoholu, a stęŜeniem greliny po podaniu 

jednorazowym alkoholu jak i podczas długotrwałego picia alkoholu przez zwierzęta 

doświadczalne. 

2. Poszukiwanie odpowiedzi na pytanie, czy grelina moŜe być wskaźnikiem 

róŜnicującym preferencję do picia alkoholu pomiędzy heterozygotycznymi 

szczurami (tzw. środowiskowy model indukcyjny), a szczurami pochodzącymi z linii 

(model genetyczny). 

3. Poszukiwanie związku pomiędzy działaniem przeciwalkoholowym wybranych 

środków, a stęŜeniem greliny w surowicy u szczurów poddanych długotrwałemu 

działaniu alkoholu z zastosowaniem: 

a. leków o działaniu przeciwalkoholowym (akamprozat, naltrekson), 

b. środków o spodziewanym działaniu przeciwalkoholowym pochodzenia 

roślinnego - wyciągu z korzenia ołownika łatkowatego - kudzu  

(Pueraria lobata, Willd Ohwi) i jego głównych izoflawonoidów - pueraryny 

i daidzyny. 
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3. CZĘŚĆ DOŚWIADCZALNA 

 

3.1. Materiały i metody 

 

3.1.1. Odczynniki i leki 

 

• alkohol etylowy – spirytus rektyfikowany 95% „Polmos”; roztwór 10% [g/g] 

• metyloceluloza (MC) – Methyl cellulose, roztwór 0,5%; Sigma-chemical CO., Japonia 

• akamprozat (AC) (Campral) – Merck Sante, 333 mg tabletki powlekane 

• naltrekson (NAL) – substancja (98%) Sigma-Aldrich 

• Pueraria lobata - wyciąg etanolowy z korzenia ołownika łatkowatego (KU) - 

extractum siccum (zawartość ogólna izoflawonoidów - 41,1%, w tym: 32,5% PUE, 

6,9% DAI, 1,6% daidzeiny oraz 0,02% genisteiny). P.L. Thomas and Co., Inc., USA. z 

którego przyrządzano zawiesinę wodną w 0,5% MC, (1 g/10 ml) 

• daidzyna (DAI) (98%) – Glycine mas. (L.) Merr. „Shanxisciphar Biotechnology CO.”, 

Chiny, proszek z którego przyrządzano zawiesinę w 0,5% MC (10 mg/1 ml) 

• pueraryna (PUE) (98%) – Glycine mas. (L.) Merr. „Shanxisciphar Biotechnology 

CO.”, Chiny, proszek z którego przyrządzano zawiesinę w 0,5% MC (10 mg/1 ml) 

• EDTA – roztwór 0,5% 

• PHMB – benzoesan p-hydroksyrtęciowy (98%) Sigma-Aldrich, proszek  

do sporządzenia roztworu 1% 

• HCl – roztwór 1N 

 

3.1.2. Zwierzęta 

 

Uzyskano zgodę na wykonanie przeprowadzonych doświadczeń na zwierzętach  

w Katedrze i Zakładzie Farmakologii Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu (Numer zgody 

Lokalnej Komisji Etycznej Do Spraw Doświadczeń Na Zwierzętach: 03/2008). 
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3.1.2.1. Szczury Wistar 

 

Część badań przeprowadzono na szczurach, samcach szczepu Wistar. Zwierzęta 

przebywały w osobnych klatkach, z tworzywa sztucznego, w pomieszczeniu, w którym 

temperatura wynosiła 20±2oC, wilgotność 65-75%. 

Przez cały okres doświadczenia szczury miały swobodny dostęp do wody (za 

wyjątkiem okresów indukcji) i standardowej paszy laboratoryjnej (peletki, Labofeed BLSM) 

(za wyjątkiem 12 godzin przed dekapitacją) oraz w odpowiednich okresach badań do 10% 

alkoholu etylowego. 

Przed rozpoczęciem doświadczeń szczurom odwrócono cykl dobowy (światło od 

godziny 1900 do godziny 700). 

 

3.1.2.2. Szczury WHP i WLP 

 

Pozostała części badań została przeprowadzona na szczurach, samcach szczepu 

Wistar, wyprowadzonych z linii o wysokiej preferencji picia tzw. WHP (Warsaw High 

Preffering, pokolenie 42-48) i o niskiej preferencji picia, tzw. WLP (Warsaw Low Preffering, 

pokolenie 45-51), otrzymanych z Zakładu Farmakologii i Fizjologii Układu Nerwowego, 

Instytutu Psychiatrii i Neurologii w Warszawie, dzięki uprzejmości Pani doc. dr hab. Wandy 

Dyr.  

Warunki utrzymania hodowli oraz Ŝywienia i picia były identyczne jak w przypadku 

szczurów Wistar. 

 

3.1.3. Pomiar masy ciała zwierząt 

 

Dla doświadczeń z podaniem danej substancji jednorazowo, zwierzęta były waŜone w 

dniu podania substancji w celu doboru właściwej dawki. Dla doświadczeń z długotrwałym 

piciem alkoholu przez szczury i podawaniem substancji lub leków, pomiaru dokonywano na 

początku kaŜdego kolejnego cyklu. Przeprowadzone pomiary masy ciała zwierząt umoŜliwiły 

prawidłowe wyliczenie ilości wypijanego etanolu i wody/kg m.c. oraz korektę dawki 

podawanych związków. 
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3.1.4. Proces wyodrębniania zwierząt PR i NP 

 

W przypadku zwierząt szczepu Wistar dla przeprowadzenia zaplanowanych badań 

konieczne było uzyskanie zwierząt preferujących picie alkoholu z wolnego wyboru (PR) jak i 

zwierząt pozbawionych takiej preferencji (NP). Doświadczenia rozpoczynano na grupie 

liczącej 100 osobników. W trakcie trwania doświadczenia zwierzęta miały zapewniony stały 

dostęp do pokarmu. 

W celu wyłonienia z grupy zwierząt NP i PR zastosowano model stosowany uprzednio 

w Katedrze [Daoust i wsp. 1987, Mikołajczak i wsp. 1999] z pewnymi modyfikacjami  

(Ryc. 8.). 

 W pierwszym etapie doświadczeń stosowano indukcję, czyli dwutygodniowe 

podawanie szczurom 10% alkoholu, jako jedynego płynu do picia. Po tym okresie przez  

2 tygodnie umoŜliwiano zwierzętom swobodny dostęp do wody i alkoholu (okres wyboru). W 

drugim tygodniu wyboru dokonywano pierwszego pomiaru ilości wypijanych płynów. Przez 

7 dni, codziennie, notowano ilość wypijanej wody i alkoholu przez poszczególne szczury. W 

kolejnym etapie wprowadzono 2 tygodniowe odstawienie alkoholu – w tym okresie szczury 

miały zapewniony dostęp jedynie do wody.  

Następnie przez okres 4 tygodni zwierzęta miały swobodny dostęp do roztworu 

etanolu oraz wody. W ostatnim tygodniu tego okresu ponownie, codziennie mierzono ilość 

wypijanej wody i alkoholu przez szczury. Na podstawie otrzymanych danych wyodrębniano 

grupy szczurów NP (pijące <1 g/kg m.c. etanolu na dobę) i PR (>3 g/kg m.c. etanolu na 

dobę). Ponownie zastosowano dwutygodniowy okres odstawienia. Następnie w zaleŜności od 

doświadczenia dzielono zwierzęta na odpowiednie grupy otrzymujące daną substancję/lek i 

odpowiednie vehiculum (MC lub H2O). 

W przypadku zwierząt pochodzących z linii w schemacie uzaleŜniania pomijano etap 

indukcji. W kolejnych cyklach mierzono kontrolnie ilość wypijanego alkoholu, wody oraz 

masę ciała zwierząt i weryfikowano odruch picia u zwierząt WHP i WLP według tych 

samych kryteriów jak dla zwierząt NP i PR.  

 
 



42 

 

„indukcja” 

2 tygodnie tylko 10% alkohol 

↓ 

Wybór 1 

2 tygodnie alkohol/woda + 1 pomiar* 

picia 
↓ 

Odstawienie 1 

2 tygodnie tylko woda 

↓ 

Wybór 2 

4 tygodnie alkohol/woda + 2 pomiar* 

↓ 

Podział na grupy 

↓ 

Odstawienie 2 

2 tygodnie tylko woda 

↓ 

LEK 

28 dni podanie leku  

+ wybór alkohol/woda + 3 pomiar* 

 

 

Ryc. 8. Schemat uzaleŜniania zwierząt. 

* 1,2,3 pomiar – mierzenie objętości wypijanych płynów oraz masy ciała zwierząt przez ostatni tydzień. 

 

 

3.1.5. Jednorazowe dootrzewnowe podanie etanolu 

 

W badaniach nad wpływem jednorazowego podania etanolu na poziomy greliny, 

zwierzętom podawano jednorazowo dootrzewnowo etanol w roztworze 30%, w dawkach  

1,0; 2,0 i 4,0 g/kg m.c. oraz odpowiednią objętość H2O grupie kontrolnej. Po 120 min. od 
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podania zwierzęta dekapitowano i krew do dalszych oznaczeń pobierano według schematu  

z rozdziału 3.1.7. 

 

3.1.6. Badanie rozwoju tolerancji 

 

W doświadczeniu dotyczącym rozwoju tolerancji na działanie etanolu zwierzęta WHP 

otrzymywały dootrzewnowo 20% etanol, w dawce 3 g/kg m.c., według modelu stosowanego 

uprzednio w Katedrze Farmakologii [Crabbe i wsp. 1982, Okulicz-Kozaryn i wsp. 1992] oraz 

doŜołądkowo KU w dawce 500 mg/kg m.c. Zwierzęta podzielono na 4 grupy: woda+MC 

(H2O+MC), woda+KU (H2O+KU), etanol+MC (Et+MC), etanol+KU (Et+KU). 

Przez 8 dni trwania doświadczenia zwierzęta raz dziennie otrzymywały doŜołądkowo 

KU lub MC. Po godzinie od podania KU lub MC szczury otrzymywały dootrzewnowo etanol 

lub odpowiednio wodę do wstrzyknięć w tej samej objętości. Następnie w 1,3,5 i 8 dobie (po 

30, 60 i 90 minutach od podania etanolu) mierzono temperaturę ciała zwierząt w odbycie 

termometrem cyfrowym (TTK-3011, Temed Zabrze). 

W ostatnim, 8 dniu doświadczenia po pomiarze temperatury zwierzęta dekapitowano i 

pobierano krew do dalszych oznaczeń według procedury opisanej w rozdziale 3.1.7. 

  

 

3.1.7. Pobieranie i zabezpieczanie surowicy do oznaczeń poziomów greliny 

 

Zwierzęta, u których mierzono poziom fizjologicznej greliny, greliny po badaniach 

tolerancji etanolowej oraz greliny po okresie preferencji głodzono 12 godzin przed 

dekapitacją w celu uniknięcia wpływu pokarmu na poziomy greliny we krwi. U zwierząt 

otrzymujących substancje (lub leki), podawano je 1 godzinę przed badaniem (w przypadku 

podania dootrzewnowo) lub 2 godziny przed badaniem (w przypadku podania doŜołądkowo). 

Zwierzęta dekapitowano i próbki krwi (5 ml) pobierano na 0,5% EDTA (0,5 ml) w celu 

zapobiegania powstawania skrzepów oraz dodawano 100 µl 1% PHMB (benzoesan p-

hydroksyrtęciowy) w celu przeciwdziałaniu degradacji białek. Następnie krew 

odwirowywano przez 15 min (4500 obr/min) w temp. 4ºC. Otrzymaną surowicę w ilości 1,0 

ml zabezpieczano dodając 100 µl 1N HCl w celu stabilizacji próbki i zamraŜano w 

temperaturze -80ºC do późniejszych oznaczeń.  

W badaniu poziomów NAL, krew pobierano wielokrotnie przyŜyciowo z ogona i 

postępowano z nią dalej według schematu opisanego powyŜej. 
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3.1.8. Oznaczanie poziomu etanolu we krwi obwodowej  

 

Do oznaczeń stęŜenia etanolu we krwi obwodowej szczurów pobierano krew 

natychmiast po dekapitacji i postępowano według procedur z rozdziału 3.1.7. Do oznaczeń 

pobierano 0,1 ml krwi pełnej dodając 0,5 ml propionitrylu jako wzorca wewnętrznego i 

zabezpieczano całość w szczelnej fiolce.  

Badanie wykonano przy pomocy metody chromatografii gazowej (GLC)  

z wykorzystaniem techniki head-space na urządzeniu AutoSytem XL z przystawką Headspace 

Autosampler Tubomatrix 40 (Perkin Elmer) z oprogamowaniem Totalchrom Worksation  

ver. 6.2.0. stosując kolumnę kapilarną Elite BAC-2 (dł. 30 m, średnica 0,532, grubość filmu  

2 µm) [Wachowiak i wsp. 1990, Wójciak i wsp. 1990, Mikołajczak i wsp. 1994]. 

Oznaczenia wykonano w Pracowni Analiz Chemicznych i Związków Toksycznych i 

Dopingowych, Katedry i Zakładu Medycyny Sądowej UM w Poznaniu. 

 

 

3.1.9. Oznaczanie poziomu greliny aktywnej i całkowitej 

 

Oznaczeń stęŜeń całkowitej greliny (total) w surowicy dokonano metodą ELISA z 

zastosowaniem zestawu (kitu) firmy Phoenix Pharmaceuticals, Inc. USA o granicy 

oznaczalności 10 pg/ml. 

Oznaczeń stęŜeń greliny aktywnej (acylowanej) w surowicy dokonano stosując 

metodę ELISA z zastosowaniem zestawu (kitu) firmy SPI-Bio o granicy  

oznaczalności 1 pg/ml. 

Oznaczeń dokonywano przy pomocy urządzenia SUNRISE-BASIC firmy Tecan z 

oprogramowaniem Magellan ver. 1.1 do odczytu absorbancji, dopasowaniem krzywej stęŜeń 

wg wartości wzorcowych oraz wyliczenia bezwzględnych poziomów greliny w próbce. 

Pomiaru dokonywano przy długości fali 450 nm. 
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3.2. Analiza statystyczna  

 

Wartości uzyskane przedstawiono jako średnie arytmetyczne ± SEM. Obliczenia 

statystyczne wykonano stosując analizę wariancji ANOVA jednoczynnikową, lub 

odpowiednio analizę ANOVA dla układów z powtarzanymi pomiarami. Dalszą analizę 

statystyczną przprowadzono z zastosowaniem tzw. testu post-hoc LSD (test najmniejszej 

róŜnicy Fishera) w celu zanalizowania efektów w poszczególnych grupach. Ocenie 

statystycznej poddano wszystkie wyniki przy minimalnym załoŜeniu istotności statystycznej 

na poziomie α=0,05. 
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4. WYNIKI 

 

4.1. Fizjologiczne poziomy greliny u szczurów Wistar, WLP i WHP 

 

Część doświadczeń przeprowadzono na szczurach wywodzących się z linii  

o utrwalonym odruchu picia alkoholu z wolnego wyboru, stąd postanowiono określić, jakie 

wartości fizjologiczne stęŜenia greliny występują u tych zwierząt (nie poddanych działaniu 

alkoholu) w porównaniu ze szczurami szczepu Wistar. Stwierdzono występowanie istotnej 

zmienności między badanymi grupami, tak dla greliny aktywnej (ANOVA: F(2, 43)=5,79; 

p=0,005) jak i całkowitej (ANOVA: F(2, 52)=4,36; p=0,018). Zwierzęta niepreferujące picia 

alkoholu (WLP) wykazywały poziomy obu form greliny zbliŜone do wartości 

obserwowanych u szczurów Wistar (Ryc. 9). Niewielkie róŜnice nie były istotne 

statystycznie. Natomiast u zwierząt WHP poziom greliny zarówno aktywnej jak i całkowitej 

był obniŜony w sposób istotny w stosunku do odpowiedniej grupy Wistar i WLP (p< 0,001) 

(Ryc. 9.). Jednocześnie stwierdzono brak zmienności masy ciała uŜytych zwierząt (ANOVA: 

F(2, 49)=0,539; p=0,586) jak i ilości wypijanych przez nie wody (ANOVA: F(2, 40)=0,113; 

p=0,893) (Tab. 1.). 
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Ryc. 9. Fizjologiczne poziomy greliny aktywnej i całkowitej u szczurów Wistar, WLP i WHP. 

n= 13-19; średnia±SEM; aa - względem grupy Wistar i WLP, p<0,001 
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Tab. 1. Zmiany masy oraz ilości wypijanej wody u szczurów Wistar, (pozbawionych dostępu do alkoholu) oraz 

szczurów WLP i WHP (równieŜ pozbawionych dostępu do alkoholu). 

 

Grupa n 
Masa 

[g] 
Ilość wypijanej wody 

[ml/kg m.c./d] 
Wistar 25 422,4±11,2 54,0±1,6 
WLP 19 442,1±24,9 55,0±3,7 
WHP 8 448,7±5,1 55,8±4,4 

średnia±SEM 

 

4.2. Wpływ jednorazowego podania etanolu na poziomy greliny w 

surowicy szczurów Wistar 

 

W doświadczeniu określono wpływ jednorazowego dootrzewnowego podania etanolu 

w 3 dawkach (1,0; 2,0 i 4,0 g/kg m.c., i.p.) szczurom Wistar na poziomy greliny aktywnej 

(Ryc. 10.) oraz całkowitej (Ryc. 11.). Zwierzęta kontrolne otrzymały odpwiednią objętość 

wody do wstrzyknięć.  

Stwierdzono dawkozaleŜną zmienność, odwrotnie proporcjonalną pomiędzy dawką 

etanolu, a poziomem greliny aktywnej (ANOVA: F(3, 28)=27,4; p=0,0000) jak i całkowitej 

(ANOVA: F(3, 28)=22,5; p=0,0000). Nie zauwaŜono istotnych róŜnic w masach zwierząt 

uŜytych w tym doświadczeniu (ANOVA: F(3, 28)=1,75; p=0,178) (Tab. 2.).  

Jednocześnie zmierzono poziom etanolu we krwi u tych samych zwierząt (Ryc. 12.). 

Zaobserwowano dawkozaleŜną, wprost proporcjonalą, statystycznie istotną zaleŜność między 

poziomem alkoholu we krwi, a podaną dawką etanolu (ANOVA: F(3, 25)=96,90; p=0,0000). 

 

Tab. 2. Analiza masy szczurów Wistar po jednorazowym podaniu etanolu. 

 

Grupa n 
Masa 

[g] 
kontrola 8 341,2±4,4 

1,0 8 323,7±8,0 

2,0 8 340,0±3,8 

4,0 8 331,2±7,4 

średnia±SEM 
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Ryc. 10. Poziomy greliny aktywnej u szczurów Wistar po jednorazowym dootrzewnowym podaniu etanolu. 

n= 8; średnia±SEM; aa - względem grupy kontronej, p<0,001 
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Ryc. 11. Poziomy greliny całkowitej u szczurów Wistar po jednorazowym dootrzewnowym podaniu etanolu. 

n= 8; średnia±SEM; aa - względem grupy kontrolnej, p<0,001 
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Ryc. 12. Poziomy etanolu we krwi u szczurów Wistar po jego jednorazowym dootrzewnowym podaniu. 

n= 8; średnia±SEM 

 

4.3. Wpływ jednorazowego podania etanolu na poziomy greliny w 

surowicy szczurów WLP i WHP 

 

Określono równieŜ wpływ jednorazowego dootrzewnowego podania szczurom WHP i 

WLP etanolu w 3 dawkach (1,0; 2,0 i 4,0 g/kg m.c., i.p.) na poziomy greliny aktywnej (Ryc. 

13.) oraz całkowitej (Ryc. 14.). Zwierzęta kontrolne otrzymały odpowiednią objętość wody 

do wstrzyknięć.  

U szczurów WLP analogicznie jak w poprzednim doświadczeniu na szczurach Wistar 

(rozdział 4.3) stwierdzono dawkozaleŜną zmienność, odwrotnie proporcjonalną pomiędzy 

dawką etanolu, a poziomem greliny aktywnej (ANOVA: F(3, 17)=23,2; p=0,0000) jak i 

całkowitej (ANOVA: F(3, 17)=20,8; p=0,0000) (Ryc. 13., Ryc. 14.). Natomiast u szczurów 

WHP zaobserwowano odwrotnie niŜ dla zwierząt WHP, wprost proporcjonalną zaleŜność 

pomiędzy dawką etanolu, a poziomem greliny aktywnej (ANOVA: F(3, 19)=17,9; p=0,0000) 

jak i całkowitej (ANOVA: F(3, 17)=17,2; p=0,0000). 

Zmierzono równieŜ poziom etanolu we krwi zwierząt po jego podaniu w 

wymienionych dawkach (Ryc. 15.). Zaobserwowano dawkozaleŜny, wprost porporcjonalny i 

statystycznie istotny związek pomiędzy poziomem alkoholu we krwi, a podaną dawką etanolu 
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tak u zwierząt WLP (ANOVA: F(3, 17)=255,5; p=0,0000) jak i u WHP (ANOVA: F(3, 

19)=56,8; p=0,0000). 

Nie stwierdzono natomiast istotnych róŜnic w masach zwierząt tak WLP (ANOVA: 

F(3, 19)=2,86; p=0,038) jak i WHP (ANOVA: F(3, 19)=11,8; p=0,014) (Tab. 3.).  

 

Tab. 3. Analiza masy szczurów WLP i WHP po jednorazowym podaniu etanolu. 

Grupa n 
Dawka etanolu 
[g/kg m.c.; i.p.] 

Masa 
[g] 

8 kontrola 362,5±6,7 
5 1,0 358,0±9,2 
5 2,0 368,0±28,3 

WLP 

5 4,0 364,0±10,2 
5 kontrola 356,0±11,7 
6 1,0 351,0±18,6 
6 2,0 353,3±8,3 

WHP 

6 4,0 353,0±25,8 
średnia±SEM 
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Ryc. 13. Poziomy greliny aktywnej w surowicy u szczurów WLP i WHP po jednorazowym dootrzewnowym 

podaniu etanolu. 

n=6-8; średnia±SEM; aa – wzgl. grupy kontrolnej WLP, p<0,001; bb – wzgl. grupy kontrolnej WHP, p<0,001 
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Ryc. 14. Poziomy greliny całkowitej w surowicy u szczurów WLP i WHP po jednorazowym dootrzewnowym 

podaniu etanolu. 

n=6-8; średnia±SEM; aa – wzgl. grupy kontrolnej WLP, p<0,001; bb – wzgl. grupy kontrolnej WHP, p<0,001 
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Ryc. 15. Poziomy etanolu we krwi u szczurów WLP i WHP po jednorazowym dootrzewnowym podaniu etanolu. 

n=6-8; średnia±SEM; aa - względem grupy WLP dla dawki 4,0 g/kg m.c., p<0,001 
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4.4. Wpływ etanolu na rozwój tolerancji u szczurów WHP 

 

W kolejnym doświadczeniu badano rozwój tolerancji etanolowej u szczurów WHP po 

wielokrotnym (8x) podaniu etanolu w dawce 3,0 g/kg m.c. i.p. Zaobserwowano, co następuje: 

1. W 30 minucie od podania etanolu występuje spadek temperatury ciała zwierząt w 

stosunku do grupy kontrolnej otrzymującej wodę do wstrzyknięć (Ryc. 16.) (efekt 

główny – zmiana temperatury, ANOVA z powtórzeniami: F(1, 12)=6,31; p=0,027); 

efekt kolejnego podawania (doby) (ANOVA z powtórzeniami: F(3, 36)=19,7; 

p=0,0000), interakcja między efektem głównym, a efektem kolejnego podawania 

(ANOVA z powtórzeniami: F(3, 36)=11,7; p=0,0000). 

2. W 60 minucie od podania etanolu występuje spadek temperatury ciała zwierząt w 

stosunku do grupy kontrolnej otrzymującej wodę do wstrzyknięć (Ryc. 17.) (efekt 

główny– zmiana temperatury, ANOVA z powtórzeniami: F(1, 12)=49,5; p=0,0000); 

efekt kolejnego podawania (doby) (ANOVA z powtórzeniami: F(3, 36)=14,0; 

p=0,0000), interakcja między efektem głównym, a efektem kolejnego podawania 

(ANOVA z powtórzeniami: F(3, 36)=17,3; p=0,0000). 

3. W 90 minucie od podania etanolu występuje spadek temperatury ciała zwierząt w 

stosunku do grupy kontrolnej otrzymującej wodę do wstrzyknięć (Ryc. 18.) (efekt 

główny– zmiana temperatury, ANOVA z powtórzeniami: F(1, 12)=14,5; p=0,0024); 

efekt kolejnego podawania (doby) (ANOVA z powtórzeniami: F(3, 36)=9,30, 

p=0,0001), interakcja między efektem głównym, a efektem kolejnego podawania 

(ANOVA z powtórzeniami: F(3, 36)=10,7; p=0,0000). 

Dalsza analiza przy pomocy testu post-hoc wykazała, Ŝe za zaobserwowaną zmienność 

odpowiedzialna była znamienna róŜnica dla podania etanolu i.p. zmierzona po 30, 60 i 90 

minutach od podania w pierwszej dobie (Ryc. 16., Ryc. 17., Ryc. 18.). Ponadto w 3 dobie 

podawania stwierdzono równieŜ istotną róŜnicę w stosunku do kontroli dla 60 minuty 

pomiaru (Ryc. 17.). W pozostałych punktach doświadczalnych, tj. w 5 i 8 dobie dla 

wszystkich punktów pomiarowych oraz dla 3 doby po 30 i 90 minutach od podania zmierzone 

róŜnice temperatur pomiedzy grupami otrzymującymi etanol i wodę nie osiągneły 

znamienności statystycznej (Ryc. 16., Ryc. 17., Ryc. 18.). 

W tym doświadczeniu zmierzono równieŜ poziomy greliny po okresie podawania 

etanolu (8x). Stwierdzono niewielkie, nieistotne statystycznie obniŜenie poziomu greliny 

aktywnej (ANOVA: F(1, 10)=3,64; p=0,0853) i istotny spadek poziomu greliny całkowitej 

(ANOVA: F(1, 11)=30,4; p=0,0001) w stosunku do zwierząt kontrolnych (Ryc. 19.).  
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Przeprowadzone doświadczenie nie wpłynęło znamiennie na zmiany masy ciała 

uŜytych zwierząt (ANOVA: F(1, 13)=0,11; p=0,738) (Tab. 4.). 
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Ryc. 16. Zmiany temperatury ciała u szczurów WHP po 30 minuach od podania etanolu (3,0 g/kg m.c., i.p.) w 

pierwszej i w kolejnych dobach doświadczenia. 

n=7-8; średnia±SEM; aa - względem grupy H2O, p<0,0001 
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Ryc. 17. Zmiany temperatury ciała u szczurów WHP po 60 minuach od podania etanolu (3,0 g/kg m.c., i.p.) w 

pierwszej i w kolejnych dobach doświadczenia. 

n=7-8; średnia±SEM; aa – względem odpowiedniej grupy H2O, p<0,0001 
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Ryc. 18. Zmiany temperatury ciała u szczurów WHP po 90 minuach od podania etanolu (3,0 g/kg m.c., i.p.) w 

pierwszej i w kolejnych dobach doświadczenia. 

n=7-8; średnia±SEM; aa – względem grupy H2O, p<0,0001 
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Ryc. 19. Poziomy greliny aktywnej i całkowitej w surowicy u szczurów WHP po wielokrotnym (8x) podaniu 

etanolu (3,0 g/kg m.c, i.p.). 

n=6-8; średnia±SEM; aa - względem grupy H2O, p<0,0001 
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Tab. 4. Zmiany masy ciała uŜytych szczurów WHP w badaniu rozwoju tolerancji na działanie etanolu. 

Grupa n 
Masa 

[g] 

H20 7 262,9±7,8 

Etanol 8 281,3±6,7 

    średnia±SEM 

 

4.5. Wpływ preferencji na poziomy greliny 

 

4.5.1. Poziomy greliny u szczurów Wistar, NP i PR 

 

We wstępnych badaniach określono wartości fizjologiczne oraz wpływ preferencji 

alkoholu lub jej brak u szczurów szczepu Wistar na poziomy greliny aktywnej i całkowitej. 

Zwierzęta NP PR wyprowadzono ze szczurów Wistar według modelu indukcji 

przedstawionego w rozdziale 3.1.4. Przeprowadzone doświadczenie pozwoliło 

zaobserwować, Ŝe alkohol przyczynia się do istotnej zmienności zmian wartości 

fizjologicznych stęŜeń greliny aktywnej (ANOVA: F(2, 72)=11,4; p=0,0000) jak i całkowitej 

(ANOVA: F(2, 67)=7,84; p=0,0009). Stwierdzono, Ŝe zarówno u zwierząt NP pijących 

niewielkie ilości alkoholu, jak i u zwierząt PR pijących znamiennie więcej w stosunku do 

zwierząt NP (ANOVA: F(1, 60)=122,7; p=0,0000) (Tab. 5.) obniŜenie wartości greliny 

aktywnej i całkowitej było znamienne w porównaniu do szczurów kontrolnych (Ryc. 20.). 

ZauwaŜono, Ŝe ilość wypijanego alkoholu wyraźnie wpływała na obniŜenie obu form greliny 

tak u szczurów NP jak i PR. Wszystkie zmiany poziomów greliny aktywnej korelowały ze 

zmianami poziomów greliny całkowitej (Ryc. 20.). 

W doświadczeniu wykazano równieŜ, Ŝe zastosowana procedura alkoholizowaniania 

nie wpłynęła istotnie ani na zmiany mas ciała badanych zwierząt (ANOVA: F(2, 91)=0,308; 

p=0,736) (Tab. 5.) ani na ilości wypijanych przez nie płynów (ANOVA: F(2, 90)=2,74; 

p=0,0702) (Tab. 5.). 

 

Tab. 5. Zmiany masy, ilości wypijanego etanolu oraz sumy wypijanych płynów u szczurów Wistar, 

(pozbawionych dostępu do alkoholu), niepreferujących (NP) i preferujących (PR) picie alkoholu. 

Grupa n 
Masa 

[g] 
Etanol 

[g/kg m.c./dobę] 

suma 
płynów 

[ml/kg/d] 
Wistar 28 417,1±12,2 - 57,0±2,1 

NP 38 423,2±11,5 0,74±0,11 66,4±2,5 
PR 24 411,2±8,0 3,11±1,03x 62,2±3,8 

       średnia±SEM; x - względem grupy NP, p<0,0001 
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Ryc. 20. Poziomy greliny aktywnej i całkowitej u szczurów Wistar, (pozbawionych dostępu do alkoholu), 

niepreferujących (NP) i preferujących (PR) picie alkoholu. 

n= 16-34; średnia±SEM; a – wzgl. odpowiedniej grupy Wistar, p<0,05; aa – wzgl. grupy Wistar, p<0,001 

 

4.5.2. Poziomy greliny u szczurów Wistar, WLP i WHP 

 

W tym doświadczeniu szczurom WLP i WHP umoŜliwiono dostęp do alkoholu  

(wg wcześniej opisanego modelu doświadczenia, rozdział 3.1.4). Zaobserwowano istotne 

zmiany poziomu greliny aktywnej (ANOVA: F(2, 35)=8,66; p=0,0009) jak i całkowitej 

(ANOVA: F(2, 42)=7,86; p=0,0013) u badanych szczurów (Ryc. 21.). ZauwaŜono, Ŝe szczury 

WHP miały znamiennie statystycznie obniŜone poziomy greliny całkowitej jak i aktywnej tak 

w stosunku do grupy WLP jak i grupy Wistar (p<0,001). Ponadto szczury WLP miały 

równieŜ znamiennie statystycznie obniŜone stęŜenia greliny aktywnej w stosunku do grupy 

Wistar (p<0,001), podczas gdy dla greliny całkowitej nie zauwaŜono takiej istotności.  

W analizowanym układzie doświadczalnym nie stwierdzono istotnych róŜnic w 

masach ciała zwierząt (ANOVA: F(2, 45)=0,406; p=0,669) oraz w całkowitej ilości 

wypijanych przez nie płynów (ANOVA: F(2, 41)=0,088; p=0,915).  

ZauwaŜono natomiast istotną róŜnicę w ilości wypijanego etanolu przez zwierzęta 

WHP i WLP (ANOVA: F(1, 15)=28,7; p=0,0001) (Tab. 6.). 
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Ryc. 21. Poziomy greliny aktywnej i całkowitej u szczurów Wistar (pozbawionych dostępu do alkoholu), WLP i 

WHP (po okresie preferencji). 

n= 13-19; średnia±SEM; aa - względem grupy Wistar i/lub WLP, p<0,001 

 

Tab. 6. Zmiany masy, ilości wypijanego etanolu oraz sumy wypijanych płynów u szczurów Wistar, 

(pozbawionych dostępu do alkoholu) oraz szczurów WLP i WHP (po okresie preferencji). 

Grupa n 
Masa 

[g] 
Etanol 

[g/kg m.c./dobę] 
suma płynów 

[ml/kg m.c./dobę] 
Wistar 25 422,4±11,2 - 54,0±1,6 
WLP 15 430,3±27,4 0,97±0,24 55,5±4,9 
WHP 8 428,3±3,2 4,32±0,33x 56,2±3,3 

 średnia±SEM; x - względem grupy WLP, p<0,001 

 

4.5.3. Wpływ picia alkoholu na poziomy greliny u szczurów WLP i WHP 

 

W tej części porównano otrzymane wartości stęŜeń greliny aktywnej i całkowitej u 

szczurów WHP i WLP nie poddanych działaniu alkoholu (WHP_H2O i WLP_H2O; dane z 

rozdziału 4.1, Ryc. 9.) oraz szczurów tego samego typu poddanych działaniu alkoholu - po 

okresie preferencji (WHP_Et i WLP_Et; dane z rozdziału 4.5.2, Ryc. 21.).  

Otrzymane dane przedstawiono w tabeli (Tab. 7.). Stwierdzono, Ŝe okres preferencji 

wpłynął znamiennie statystycznie na obniŜenie stęŜenia greliny aktywnej w obu grupach 

szczurów (ANOVA: F(3, 48)=7,05; p=0,0005). Podobną zmienność zaobserwowano dla 

zmian stęŜeń greliny całkowitej (ANOVA: F(3, 40)=10,1; p=0,0000). Dalsza szczegółowa 
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analiza pozwoliła stwierdzić, Ŝe picie alkoholu przez szczury WHP znamiennie obniŜyło 

poziomy greliny aktywnej i całkowitej (p<0,05). Ponadto alkohol w tym układzie wpłynął 

równieŜ na znamienne zmniejszenie stęŜenia greliny aktywnej u szczurów WLP. Podobny 

trend choć nieistotny statystycznie stwierdzono dla zwierząt WLP podczas pomiaru greliny 

całkowitej. 

  

Tab. 7. Wpływ picia alkoholu na zmiany stęŜęnia greliny u szczurów WHP i WLP. 

Grupa n 
grelina aktywna 

[pg/ml] 
grelina całkowita 

[pg/ml] 
WLP_H2O 19 181,7±22,6 1314,6±151,3 

WLP_Et 13 130,9±19,1x 1261,4±129,4 
WHP_H2O 11 89,5±9,1x 690,7±13,1x 

WHP_Et 9 64,6±5,4y 419,6±80,6y 

średnia±SEM; x - względem grupy WLP_H2O, p<0,05; y-względem grupy WHP_H2O 

 

4.5.4. Porównanie poziomów greliny u szczurów NP, PR, WLP i WHP 

 

W kolejnym doświadczeniu porównano poziomy greliny u szczurów NP, PR, WLP i 

WHP po okresie preferencji (Ryc. 22., Ryc. 23.). Dane te zebrano w oparciu o wcześniesze 

wyniki przedstawione w rozdziale 4.5.1 (Ryc. 20.), i rozdziale 4.5.2 (Ryc. 21.). 

Zaobserwowano istotną zmienność zarówno dla greliny aktywnej (ANOVA: F(3, 94)=28,4; 

p=0,0000) jak i całkowitej (ANOVA: F(3, 71)=37,0; p=0,0000). Zarówno dla zwierząt PR jak 

i WHP zaobserwowano znamienne obniŜenie wartości greliny aktywnej i całkowitej w 

stosunku do odpowiednich zwierząt (NP i WLP, p<0,0001) pijących niewielkie ilości etanolu 

(Ryc. 22., Ryc. 23.). Nie zaobserwowano znamiennych róŜnic między grupami PR i WHP dla 

obu form greliny. Natomiast u szczurów WLP stwierdzono niŜsze steŜenia greliny aktywnej 

w stosunku do grupy NP (p<0,01) (Ryc. 22.), podczas gdy dla greliny całkowitej nastąpił 

wzrost stęŜenia u szczurów WLP względem NP (p<0,01) (Ryc. 23.). 

Wielotygodniowy dostęp z wolnego wyboru do alkoholu zarówno przez szczury 

Wistar jak i pochodzące z linii wpłynęło znamiennie na zróŜnicowanie ilości wypijanego 

alkoholu przez wszystkie zwierzęta (ANOVA: F(3, 96)=57,6; p=0,000) (Ryc. 24.). Szczury 

PR wypijały znamiennie więcej roztworu 10% etanolu w stosunku do zwierząt NP (p<0,001) 

oraz analogicznie WHP do WLP (p<0,001). Wprowadzenie jednak procedury 

alkoholizowania poprzez indukcję zwierząt Wistar i uzyskanie zwierząt NP i PR (rozdział 

3.1.4) oraz brak indukcji u zwierząt WHP i WLP nie miało znamiennego wpływu na 

skuteczność otrzymania zwierząt preferujących i niepreferujących w obu modelach (Ryc. 
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24.). Stwierdzono bowiem, Ŝe zwierzęta WHP wypijały podobne ilości alkoholu w 

porównaniu do zwierząt PR (p>0,05) jak i zwierzęta WLP do NP (p>0,05). 

Zastosowane procedury alkoholizowania zwierząt nie wpłynęły na ich kondycję (Tab. 

8.), bowiem nie stwierdzono istotnej zmienności w masach zwierząt (ANOVA: F(3, 

108)=0,927; p=0,4292) oraz nie zaobserwowano róŜnic w ilości wypijanych przez nie płynów 

(ANOVA: F(3, 123)=1,107; p=0,3488). 

 

Tab. 8. Zmiany masy szczurów oraz sumy wypijanych płynów przez zwierzęta NP, PR, WLP i WHP po okresie 

preferencji. 

Grupa n 
Masa 

[g] 
Suma płynów 

[ml/kg m.c./dobę] 
NP 37 529,9±11,4 52,4±2,1 
PR 42 502,7±11,4 54,4±4,3 

WLP 18 516,3±18,1 52,8±3,4 
WHP 21 516,9±24,0 53,0±2,5 

     średnia±SEM 
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Ryc. 22. Poziomy greliny aktywnej u szczurów NP, PR, WLP i WHP po okresie preferencji picia alkoholu.  

n=13-41; średnia±SEM; aa – względem odp. grupy NP, p<0,0001; bb – względem odp. grupy WLP, p<0,0001 
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Ryc. 23. Poziomy greliny całkowitej u szczurów NP, PR, WLP i WHP po okresie preferencji picia alkoholu.  

n=13-41; średnia±SEM; aa – względem odp. grupy NP, p<0,0001; bb – względem odp grupy WLP, p<0,0001 
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Ryc. 24. Ilość wypitego etanolu u szczurów NP, PR, WLP i WHP po okresie preferencji picia alkoholu.  

n=14-42; średnia±SEM; aa – względem grupy NP, p<0,0001; bb – względem grupy WLP, p<0,0001 
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4.6. Wpływ wielokrotnego podania akamprozatu na poziomy greliny  

 

W kolejnym doświadczeniu szczurom szczepu Wistar podawano wielokrotnie (28x) 

AC doŜołądkowo w dawce 500 mg/kg m.c., po okresie preferencji i wynikającym z niego 

podziale na grupy NP i PR. Stwierdzono, Ŝe podawanie AC wpłynęło znamiennie na 

zmienność otrzymanych wyników dla greliny aktywnej (ANOVA: F(3, 25)=8,051; p=0,0006) 

jak i całkowitej (ANOVA: F(3, 31)=6,87; p=0,0011) (Ryc. 25., Ryc. 26.). ZauwaŜono, Ŝe 

poziom greliny aktywnej obniŜony przez picie alkoholu u szczurów PR uległ znamiennemu 

podwyŜszeniu do wartości kontrolnej pod wpływem podawania AC (p<0,001). Podobnie AC 

wpłynął na normalizację stęŜenia greliny całkowitej u zwierząt PR (p<0,001). Takiego efektu 

nie zauwaŜono u szczurów NP.  

Efekty te korespondowały z wpływem badanego leku na ilość wypijanego etanolu 

przez zwierzęta PR. Zaobserwowano bowiem, Ŝe AC wpłynął istotnie na zmienność ilości 

wypijango etanolu (ANOVA: F(3, 28)=10,8; p=0,0001). Podawanie AC w istotny sposób 

zmniejszyło ilość wypijanego etanolu przez zwierzęta PR_AC w stosunku do grupy PR_MC 

(p<0,001) (Ryc. 27.). 

Jednocześnie stwierdzono, Ŝe podawanie AC nie wpłynęło na kondycję zwierząt w 

tym doświadczeniu (Tab. 9.), bowiem nie stwierdzono zmienności w masach zwierząt 

(ANOVA: F(3, 29)=0,316; p=0,8196) oraz sumarycznej ilości wypijanych płynów (ANOVA: 

F(3, 29)=0,226; p=0,8773).  

 

 

Tab. 9. Wpływ akamprozatu na zmian masy oraz sumaryczne ilości wypijanych płynów przez szczury PR i NP. 

Grupa n 
Masa 

[g] 
suma płynów 

[ml/kg m.c./dobę] 
NP_MC 10 590,5±28,9 86,6±5,7 
NP_AC 8 594,4±22,9 80,7±4,6 
PR_MC 8 619,4±17,1 80,6±7,2 
PR_AC 7 597,1±14,0 83,1±7,4 

średnia±SEM 
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Ryc. 25. Poziom greliny aktywnej w surowicy u szczurów NP i PR po wielokrotnym (28x) podaniu akamprozatu 

(500 mg/kg m.c., p.o.). 

n=7-10; średnia±SEM; aa - względem NPMC p<0,001; bb - względem PRMC p<0,001 
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Ryc. 26. Poziom greliny całkowitej w surowicy u szczurów NP i PR po wielokrotnym (28x) podaniu 

akamprozatu (500 mg/kg m.c., p.o.). 

n=7-10; średnia±SEM; aa - względem NPMC p<0,001; bb - względem PRMC p<0,001 
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Ryc. 27. Wpływ akamprozatu (500 mg/kg m.c. p.o.) na ilość wypijanego etanolu przez szczury NP i PR. 

n=7-10; średnia±SEM; aa - względem grupy NP_MC, p<0,001; bb - względem PR_MC, p<0,001 

 

W kolejnym doświadczeniu podawano wielokrotnie (28x) AC w dawce  

500 mg/kg m.c. p.o. szczurom WLP i WHP. Stwierdzono, Ŝe podawanie AC wpłynęło 

znamiennie na zmienność otrzymanych wyników dla greliny aktywnej (ANOVA: F(3, 

25)=27,5; p=0,0000) jak i całkowitej (ANOVA: F(3, 27)=8,41; p=0,0004) (Ryc. 28.). Szczury 

WHP miały obniŜone stęŜenia obu form greliny w stosunku do zwierząt WLP (p<0,001) 

(Ryc. 28.). U zwierząt WHP, którym podawano AC stwierdzono wzrost zarówno dla greliny 

aktywnej jak i całkowitej do poziomu obserwowanego u zwierząt kontrolnych (WLP_MC 

p>0,05) (Ryc. 28.). Takiego efektu AC nie zaobserwowano u szczurów WLP. 

Zaobserwowano, Ŝe AC wpłynął istotnie na zmienność ilości wypijango etanolu 

(ANOVA: F(3, 27)=23,8; p=0,0000) (Ryc. 29.). Jednocześnie podawanie AC w istotny 

sposób zmniejszyło ilość wypijanego etanolu przez zwierzęta WHP_AC w stosunku do grupy 

WHP_MC (p<0,05) (Ryc. 29.). 

Podobnie jak poprzednio, stwierdzono, Ŝe podawanie AC nie wpłynęło na kondycję 

zwierząt w doświadczeniu (Tab. 10.), bowiem nie stwierdzono zmienności w masach zwierząt 

(ANOVA: F(3, 30)=1,87; p=0,1562) oraz sumarycznej ilości wypijanych płynów płynów 

(ANOVA: F(3, 29)=1,36; p=0,2740). 
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Ryc. 28. Poziom greliny aktywnej i całkowitej w surowicy u szczurów WLP i WHP po wielokrotnym (28x) 

podaniu akamprozatu (500 mg/kg m.c. p.o.). 

n=6-8; średnia±SEM; aa - względem WLP_MC, p<0,001; bb - względem WHP_MC, p<0,001 

 

0,00

1,00

2,00

3,00

4,00

5,00

6,00

7,00

WLP_MC WLP_AC WHP_MC WHP_AC

il
o

ś
ć

 w
y

p
ij
a

n
e

g
o

 e
ta

n
o

lu
 [

g
/k

g
/d

]

bb

aa

 
Ryc. 29. Wpływ akamprozatu (500 mg/kg m.c. p.o.) na ilość wypijanego etanolu przez szczury WLP i WHP. 

n=6-8; średnia±SEM; aa - względem WLP_MC, p<0,001; bb - względem WHP_MC, p<0,05 
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Tab. 10. Wpływ akamprozatu na zmian masy oraz sumaryczne ilości wypijanych płynów przez szczury  

WLP i WHP. 

Grupa n 
Masa 

[g] 
Suma płynów 

[ml/kg m.c./dobę] 
WLP_MC 8 417,5±12,4 88,8±6,5 
WLP_AC 9 417,8±16,7 95,2±7,1 
WHP_MC 8 428,7±5,1 79,6±3,7 
WHP_AC 9 430,0±12,8 85,2±4,2 

średnia±SEM 

 

4.7. Wpływ wielokrotnego podania naltreksonu na poziomy greliny  

 

W kolejnym doświadczeniu podawano wielokrotnie (28x) NAL w dawce  

0,1 mg/kg m.c. i.p. szczurom szczepu Wistar. Krew do badań pobierano trzykrotnie (wg 

metody opisanej w rozdziale 3.1.7) i uzyskano następujące wyniki. Analizie poddano 

wszystkie zwierzęta, z których później utworzono zwierzęta NP i PR uwzględniając ich 

podział na otrzymujące lek jak i placebo. Oznaczając wyjściowe wartości u wszystkich 

zwierząt biorących udział w doświaczeniu nie stwierdzono zmienności między wydzielonymi 

grupami, zarówno ze względu na stęŜenia greliny aktywnej (ANOVA: F(3, 20)=0,439; 

p=0,7276) jak i całkowitej (ANOVA: F(3, 17)=1,52; p=0,2447) (Ryc. 30., Ryc. 31.). W 

kolejnym badaniu u szczurów, którym pobrano krew po okresie preferencji zaobserwowano 

istotną zmienność zarówno dla greliny aktywnej (ANOVA: F(3, 22)=43,2; p=0,0000) jak i 

całkowitej (ANOVA: F(3, 18)=16,7; p=0,0000). Szczury PR miały znamiennie obniŜone 

poziomy obu form greliny w stosunku do zwierząt NP (p<0,0001) (Ryc. 30., Ryc. 31.). Po 

ostatnim pomiarze zauwaŜono, Ŝe podawanie NAL istotnie wpłynęło na zmiany greliny 

aktywnej (ANOVA: F(3, 22)=22,1; p=0,0000), podczas gdy zmienność pomiędzy wszystkimi 

grupami dla greliny całkowitej była słabiej zaznaczona (ANOVA: F(3, 17)=2,26; p=0,1182) 

(Ryc. 30., Ryc. 31.). 

Dalsza analiza pozwoliła wykazać, Ŝe NAL istotnie wpłynął na poziom obu form 

greliny u zwierząt PR (względem grupy otrzymującej placebo PR_H2O, p<0,001), prowadząc 

do wartości nieco wyŜszych od stęŜeń obserwowanych u zwierząt nie poddanych działaniu 

alkoholu (p<0,05) (Ryc. 30., Ryc. 31.). Takiego efektu nie zaobserwowano u zwierząt NP.  

Efekty te korespondowały z wpływem badanego leku na ilość wypijanego etanolu 

przez zwierzęta PR (Ryc. 32.). Zaobserwowano bowiem, Ŝe NAL wpłynął istotnie na 

zmienność ilości wypijango etanolu (ANOVA: F(3, 24)=13,3; p=0,0000). Podawanie NAL w 
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istotny sposób zmniejszyło ilość wypijanego etanolu przez zwierzęta PR_NAL w stosunku do 

grupy PR_H2O (p<0,001, Ryc. 32.). 

Jednocześnie stwierdzono, Ŝe podawanie NAL nie wpłynęło na kondycję zwierząt w 

tym doświadczeniu (Tab. 11.), bowiem nie stwierdzono zmienności w masach zwierząt 

(ANOVA: F(3, 24)=0,601; p=0,6208) oraz sumarycznej ilości wypijanych płynów (ANOVA: 

F(3, 24)=1,07; p=0,3789). 

 

Tab. 11. Wpływ naltreksonu na zmiany masy oraz sumaryczne ilości wypijanych płynów przez szczury NP i PR. 

Grupa n 
Masa 

[g] 
suma płynów 

[ml/kg m.c./dobę] 
NP_H2O 7 470,7±27,0 64,8±8,8 
NP_NAL 7 494,3±14,6 73,3±2,4 
PR_H2O 7 469,3±17,6 59,1±4,1 
PR_NAL 7 458,6±15,9 68,0±5,8 

średnia±SEM 
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Ryc. 30. Poziom greliny aktywnej w surowicy u szczurów NP i PR po wielokrotnym (28x) podaniu nalteksonu 

(0,1 mg/kg m.c. i.p.); przed rozpoczęciem picia (wyjściowa), po okresie picia bez leku (po preferencji), po 

okresie picia i po leku (po leku). 

n=6-8; średnia±SEM; 

a – wzgl. odpowiedniej warości wyjściowej p<0,05 aa – wzgl. odpowiedniej wartości wyjściowej p<0,001;  

bb - względem odpowiedniej grupy NP p<0,001; cc – względem grupy PR_H2O p<0,001 
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Ryc. 31. Poziom greliny całkowitej w surowicy u szczurów NP i PR po wielokrotnym (28x) podaniu nalteksonu 

(0,1 mg/kg m.c. i.p.); przed rozpoczęciem picia (wyjściowa), po okresie picia bez leku (po preferencji), po 

okresie picia i po leku (po leku). 

n=6-8; średnia±SEM;  

a – wzgl. odpowiedniej warości wyjściowej p<0,05 aa – wzgl. odpowiedniej wartości wyjściowej p<0,001;  

bb - względem odpowiedniej grupy NP p<0,001; cc – względem grupy PR_H2O p<0,001 
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Ryc. 32. Wpływ naltreksonu (0,1 mg/kg m.c. i.p.). na ilość wypijanego etanolu przez szczury NP i PR. 

n=6-8; średnia±SEM; bb - względem NP_H2O p<0,001; cc - względem PR_H2O p<0,001 
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4.8. Wpływ wielokrotnego podania kudzu na rozwój tolerancji i poziomy 

greliny  

 

W kolejnym doświadczeniu badano wpływ doŜołądkowego podawania KU w dawce 

500 mg/kg m.c./dobę na rozwój tolerancji etanolowej u szczurów WHP po wielokrotnym 

(8x), dootrzewnowym podaniu etanolu w dawce 3,0 g/kg m.c. W omawianych wynikach 

wykorzystano dane pochodzące z rozdziału 4.4. Zaobserwowano co następuje: 

1. W 30 minucie od podania etanolu występuje obniŜenie temperatury ciała zwierząt 

poddanych działaniu etanolu (Et_MC) w stosunku do grupy kontrolnej otrzymującej 

wodę do wstrzyknięć (H2O_MC), w przypadku grupy otrzymującej tylko KU 

(H2O_KU) nie zaobserwowano wpływu samego KU na temperaturę (w stosunku do 

H20_MC), natomiast efekt w grupie Et_KU jest wyraźnie zaznaczony (Ryc. 33.) 

(efekt główny– zmiana temperatury: etanol i KU, ANOVA z powtórzeniami: F(3, 

22)=40,0; p=0,0000); efekt kolejnego podawania (doby) (ANOVA z powtórzeniami: 

F(3, 66)=19,2; p=0,0000), interakcja między efektem głównym, a efektem kolejnego 

podawania (ANOVA z powtórzeniami: F(9, 66)=5,03; p=0,0004).  

2. W 60 minucie od podania etanolu nadal występuje obniŜenie temperatury ciała 

zwierząt Et_MC w stosunku do grupy kontrolnej otrzymującej wodę do wstrzyknięć, 

dla grupy Et_KU efekt spadku temperatury nadal pozostaje silnie zaznaczony (Ryc. 

34.) (efekt główny– zmiana temperatury: etanol i KU, ANOVA z powtórzeniami: F(3, 

22)=57,4; p=0,0000); efekt kolejnego podawania (doby) (ANOVA z powtórzeniami: 

F(3, 66)=12,41; p=0,0000), interakcja między efektem głównym, a efektem kolejnego 

podawania (ANOVA z powtórzeniami: F(9, 66)=7,73; p=0,0000). 

3. W 90 minucie od podania etanolu takŜe widać utrzymującą się niŜszą temperaturę 

ciała zwierząt w stosunku do grupy kontrolnej otrzymującej wodę do wstrzyknięć, a 

wartości dla grupy Et_KU podobnie jak w poprzednich przedziałach czasowych nadal 

pozostają najniŜsze (Ryc. 35.) (efekt główny– zmiana temperatury: etanol i KU, 

ANOVA z powtórzeniami: F(3, 22)=15,7; p=0,0000); efekt kolejnego podawania 

(doby) (ANOVA z powtórzeniami: F(3, 66)=12,1; p=0,0000), interakcja między 

efektem głównym, a efektem kolejnego podawania (ANOVA z powtórzeniami: F(9, 

66)=5,29; p=0,0000). 

Dalsza analiza statystyczna przy pomocy testu post-hoc wykazała, Ŝe za 

zaobserwowaną zmienność odpowiedzialna była znamienna róŜnica (p<0,001) pomiędzy 
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grupami Et_MC i H2O_MC zmierzona po 30, 60 i 90 minuach od podania w pierwszej dobie 

(Ryc. 33., Ryc. 34., Ryc. 35.). Ponadto w 3 dobie podawania stwierdzono równieŜ istotną 

róŜnicę Et_MC w stosunku do H2O_MC dla 60 minuty pomiaru (p<0,001) (Ryc. 17.).  

W pozostałych punktach doświadczalnych, tj. 5 i 8 dobie dla wszystkich punktów 

pomiarowych oraz dla 3 doby po 30 i 90 minutach od podania zmierzone róŜnice temperatur 

pomiedzy grupami otrzymującymi etanol i wodę nie osiągneły znamienności statystycznej 

(Ryc. 33., Ryc. 34., Ryc. 35.). 

Badając efekt podawania KU, stwierdzono, Ŝe u zwierząt z grupy Et_KU w 30 minucie 

w 3, 5 i 8 dobie temperatura ciała u tych zwierząt była znamiennie niŜsza względem grupy 

Et_MC (p<0,0001) (Ryc. 33.). Analogiczny efekt obserwowano dla pomiaru w 60 minucie, 

gdzie istotną statystycznie róŜnicę uchwycono juŜ w 1 dobie pomiarów względem grupy 

Et_MC (p<0,0001) (Ryc. 34.). W 90 minucie efekt działania KU słabnie i jest widoczny 

jedynie w 3 i 5 dobie względem grupy Et_MC (p<0,0001) (Ryc. 35.). 

W tym doświadczeniu zaobserwowano teŜ istotną zmienność w grupach dla wartości 

greliny aktywnej (ANOVA: F(3, 21)=5,36; p=0,007) (Ryc. 36.) jak i całkowitej (ANOVA: 

F(3, 22)=20,5; p=0,0000) (Ryc. 37.).  

Analiza post-hoc pozwoliła stwierdzić, Ŝe po 8 dniach podawania etanolu w grupie 

Et_MC moŜna zaobserwować istotny spadek wartości greliny aktywnej (p<0,05) oraz 

całkowitej (p<0,001) w stosunku do grupy H2O_MC. W grupie zwierząt otrzymujących 

zarówno etanol jak i KU (Et_KU) zaobserwowano silny, statystycznie istotny spadek 

poziomu greliny aktywnej jak i całkowitej w stosunku do zwierząt kontrolnych z grupy 

Et_MC (p<0,001) (Ryc. 36.). 

Jednocześnie zauwaŜono, Ŝe przeprowadzone doświadczenie nie wpłynęło znamiennie 

na zmiany masy ciała uŜytych zwierząt (ANOVA: F(3, 27)=1,46; p=0,248) (Tab. 12.). 

 

Tab. 12. Zmiany masy ciała uŜytych szczurów WHP w badaniu wpływu kudzu na rozwój tolerancji etanolowej. 

Grupa n 
Masa 

[g] 

H20+MC 7 262,9±7,8 

Et+MC 8 281,3±6,7 

H20+KU 8 267,5±8,2 

Et+KU 8 273,8±1,8 

  średnia±SEM 
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Ryc. 33. Zmiany temperatury ciała u szczurów WHP po 30 minuach od podania etanolu (3,0 g/kg m.c., i.p.) i 

kudzu (500 mg/kg m.c., p.o.) w pierwszej i w kolejnych dobach doświadczenia. 

n=7-8; średnia±SEM; aa - względem grupy H2O_MC, p<0,0001; bb - względem grupy Et_MC, p<0,0001 
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Ryc. 34. Zmiany temperatury ciała u szczurów WHP po 60 minuach od podania etanolu (3,0 g/kg m.c., i.p.) i 

kudzu (500 mg/kg m.c., p.o.) w pierwszej i w kolejnych dobach doświadczenia. 

n=7-8; średnia±SEM; aa - względem grupy H2O_MC, p<0,0001; bb - względem grupy Et_MC, p<0,0001 
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Ryc. 35. Zmiany temperatury ciała u szczurów WHP po 90 minuach od podania etanolu (3,0 g/kg m.c., i.p.) i 

kudzu (500 mg/kg m.c., p.o.) w pierwszej i w kolejnych dobach doświadczenia. 

n=7-8; średnia±SEM; aa - względem grupy H2O_MC, p<0,0001; bb - względem grupy Et_MC, p<0,0001 
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Ryc. 36. Poziomy greliny aktywnej w surowicy u szczurów WHP po wielokrotnym (8x) podaniu etanolu  

(3,0 g/kg m.c., i.p.) i kudzu (500 mg/kg m.c., p.o.). 

n= 6-8; średnia±SEM; aa - względem grupy H2O_MC, p<0,05; bb - względem grupy Et_MC, p<0,001 
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Ryc. 37. Poziomy greliny całkowitej w surowicy u szczurów WHP po wielokrotnym (8x) podaniu etanolu (3,0 

g/kg m.c., i.p.) i kudzu (500 mg/kg m.c., p.o.). 

n= 6-8; średnia±SEM; a - względem grupy H2O+MC, p<0,001; bb - względem grupy Et_MC, p<0,001 

 

4.9. Wpływ wielokrotnego podania kudzu na poziomy greliny  

 

W innym doświadczeniu badano wpływ wielokrotnego podania KU (28x) w dawce 

500 mg/kg m.c. p.o. szczurom szczepu Wistar po okresie preferencji i podziale ich na grupy 

NP i PR. Stwierdzono występowanie istotnej zmienności między grupami dla stęŜeń greliny 

aktywnej (ANOVA: F(3, 28)=5,11; p=0,0060) (Ryc. 38.). Greliny całkowitej nie oznaczono. 

Dalsza analiza statystyczna wykazała, Ŝe u zwierząt preferujących picie etanolu poziom 

greliny aktywnej był istotnie obniŜony (PR_MC względem NP_MC, p<0,05). Natomiast u 

zwierząt preferujących, którym podawano KU zaobserwowano jeszcze niŜsze stęŜenia greliny 

aktywnej (PR_KU względem PR_MC, p<0,05) (Ryc. 38.). Takiego efektu nie stwierdzono u 

szczurów NP. 

W tym doświadczeniu zbadano równieŜ wpływ KU na ilość wypijanego etanolu przez 

zwierzęta PR i NP. Na podstawie otrzymanych danych stwierdzono występowanie istotnej 

zmienności między grupami (ANOVA: F(3, 28)=86,0; p=0,0000) (Ryc. 39.). Dalsza analiza 

statystyczna wykazała, Ŝe zwierzęta PR_MC piły istotnie więcej alkoholu w stosunku do 

zwierząt NP_MC (p<0,001). Podawanie KU w istotny sposób zmniejszyło ilość wypijanego 
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etanolu przez zwierzęta PR_KU w stosunku do grupy PR_MC, jak i przez zwierzęta NP_KU 

w stosunku do NP_MC (p<0,001) (Ryc. 39.).  

Przeprowadzone doświadczenie nie wpłynęło znamiennie na kondycję zwierząt (Tab. 

13.), bowiem nie stwierdzono istotnej zmienności w masach zwierząt (ANOVA: F(3, 

33)=0,92; p=0,4414) oraz nie zaobserwowano róŜnic w ilości wypijanych przez nie płynów 

(ANOVA: F(3, 30)=0,65; p=0,5857). 

 

Tab. 13. Zmiany masy ciała oraz suma wypijanych płynów przez szczury NP i PR po wielokrotnym podaniu 

kudzu. 

Grupa n 
Masa 

[g] 

Suma płynów 

[ml/kg m.c./dobę] 

NP_MC 8 540,0±18,6 85,8±3,3 

NP_KU 11 546,4±17,8 88,8±3,6 

PR_MC 9 568,9±25,0 81,7±5,2 

PR_KU 9 583,3±20,5 88,7±4,0 

średnia±SEM 
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Ryc. 38. Poziom greliny aktywnej w surowicy u szczurów NP i PR po wielokrotnym (28x) podaniu kudzu  

(500 mg/kg m.c. p.o.). 

n=7-11; średnia±SEM; a - względem grupy NP_MC, p<0,05; b - względem grupy PR_MC, p<0,05 
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Ryc. 39. Ilość wypijanego etanolu/kg m.c./dobę przez szczury NP i PR po wielokrotnym (28x) podaniu kudzu  

(500 mg/kg m.c., p.o.). 

n=7-11; średnia±SEM; aa - względem NP_MC p<0,001; bb - względem PR_MC p>0,001  

 

4.10. Wpływ wielokrotnego podania daidzyny na poziomy greliny  

 

Zbadano równieŜ wpływ wielokrotnego (28x), doŜołądkowego podawania DAI (40 

mg/kg m.c.) na poziomy greliny u szczurów NP i PR. Stwierdzono, Ŝe przeprowadzone 

doświadczenie miało istotny wpływ na zmienność w poziomach, zarówno greliny aktywnej 

(ANOVA: F(3, 31)=6,49; p=0,0015) (Ryc. 40.) jak i całkowitej (ANOVA: F(3, 30)=9,41; 

p=0,0001) (Ryc. 41.).  

Dalsza analiza statystyczna wykazała, Ŝe szczury PR miały znamiennie niŜsze stęŜenia 

(p<0,001) zarówno greliny aktywnej (Ryc. 40.) jak i całkowitej (Ryc. 41.) w stosunku do 

zwierząt NP. Podawanie DAI szczurom PR wpłynęło w istotny sposób na podwyŜszenie 

stęŜeń obu form greliny (p<0,001) prowadząc do wartości obserwowanych u szczurów 

NP_MC (Ryc. 40., Ryc. 41.). Natomiast zastosowany izoflawonoid nie zmienił wartości 

stęŜenia tak greliny całkowitej jak i aktywnej u zwierząt NP. 

Zbadano równieŜ wpływ DAI na ilość wypijanego etanolu przez zwierzęta NP i PR w 

tym samym doświadczeniu (Ryc. 42.). Na podstawie otrzymanych wyników zaobserwowano 

występowanie statystycznie istotnej zmienność między grupami (ANOVA: F(3, 33)=9,81; 

p=0,0000).  
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Ryc. 40. Poziom greliny aktywnej w surowicy u szczurów NP i PR po wielokrotnym (28x) podawaniu daidzyny  

(40 mg/kg m.c. p.o.). 

n=8-11; średnia±SEM; aa - względem NP_MC p<0,001; bb - względem PR_MC p<0,001 
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Ryc. 41. Poziom greliny całkowitej w surowicy u szczurów NP i PR po wielokrotnym (28x) podaniu daidzyny  

(40 mg/kg m.c. p.o.). 

n=8-11; średnia±SEM; aa - względem NP_MC p<0,001; bb - względem PR_MC p<0,001 
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Ryc. 42. Ilość wypitego etanolu/kg m.c./dobę u szczurów NP i PR po wielokrotnym (28x) podaniu daidzyny  

(40 mg/kg m.c. p.o.). 

n=8-11; średnia±SEM; aa - względem pomiaru NP_MC, p<0,001; bb - względem PR_MC, p<0,001 
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Ryc. 43. Poziomy alkoholu we krwi u szczurów NP i PR po wielokrotnym (28x) podaniu daidzyny  

(40 mg/kg m.c. p.o.). 

n=8-11; średnia±SEM; aa - względem NP_MC p<0,001; bb - względem PR_MC p<0,001 
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Dalsza analiza wykazała, Ŝe zwierzęta PR_MC piły znamiennie więcej alkoholu w 

porównaniu do zwierząt NP_MC (p<0,001). Podawanie DAI szczurom PR (PR_DAI) 

spowodowało istotne zmniejszenie ilości wypijanego etanolu w stosunku do grupy PR_MC 

(p<0,001) (Ryc. 42). Nie stwierdzono natomiast wpływu DAI na picie alkoholu przez 

zwierzęta NP. 

Po zakończonym doświadczeniu zmierzono poziomy etanolu we krwi wszystkich 

badanych grup zwierząt (Ryc. 43.). Na podstawie otrzymanych wyników zaobserwowano 

występowanie istotnej zmienności między grupami (ANOVA: F(3, 20)=10,63; p=0,0002). 

Dalsza analiza wykazała, ze szczury PR_MC miały znamiennie wyŜsze stęŜenia etanolu w 

stosunku do zwierząt NP_MC (p<0,001) (Ryc. 43.). Zaobserwowano równieŜ, Ŝe DAI w 

istotny sposób zmniejszała poziomy etanolu u zwierząt PR w stosunku do zwierząt PR_MC 

(p<0,001). Nie stwierdzono takiego efektu DAI u szczurów NP. 

Przeprowadzone doświadczenie nie wpłynęło znamiennie na kondycję zwierząt (Tab. 

14.), bowiem nie stwierdzono istotnej zmienności w masach zwierząt (ANOVA: 

F(3,34)=1,6465; p=0,19692) oraz nie zaobserwowano róŜnic w ilości wypijanych przez nie 

płynów (ANOVA: F(3, 33)=1,1460; p=0,34501). 

 

Tab. 14. Zmiany masy ciała oraz suma wypijanych płynów przez szczury Wistar po wielokrotnym podawaniu 

daidzyny. 

Grupa n 
Masa 

[g] 
Suma płynów 

[ml/kg m.c./dobę] 
NP_MC 9 596,7±16,3 67,6±4,2 
NP_DAI 8 578,2±21,6 68,0±3,5 
PR_MC 10 552,5±21,7 61,5±3,1 
PR_DAI 11 545,4±14,6 61,4±2,7 

średnia±SEM 

 

4.11. Wpływ wielokrotnego podania pueraryny na poziomy greliny  

 

Zbadano równieŜ wpływ wielokrotnego podawania PUE w dawce 150 mg/kg m.c. p.o. 

na poziomy greliny aktywnej i całkowitej u szczurów NP i PR (Ryc. 44.). Na podstawie 

otrzymanych wyników zaobserwowano występowanie statystycznie istotnej zmienności 

między grupami tak dla greliny aktywnej (ANOVA: F(3, 37)=6,96; p=0,0007) jak i całkowitej 

(ANOVA: F(3, 34)=4,82; p=0,0066). Dalsza analiza statystyczna ujawniła, Ŝe zwierzęta 

PR_MC posiadały istotnie statystycznie niŜsze poziomy greliny aktywnej jak i całkowitej 

(p<0,001) względem odpowiedniej grupy kontrolnej NP_MC (Ryc. 44.). Podawanie PUE 
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zwierzętom PR powoduje wzrost stęŜenia obu form greliny w stosunku do zwierząt PR_MC 

(p<0,001) (Ryc. 44.) a otrzymane wartości są zbliŜone do zmierzonych u zwierząt typu 

NP_MC (p>0,05). Takiego efektu zastosowanego izoflawonoidu nie zaobserwowano u 

szczurów NP_PUE w stosunku do zwierząt NP_MC (p>0,05). 

Zbadano równieŜ wpływ PUE na ilość wypijanego etanolu przez zwierzęta NP i PR w 

tym samym doświadczeniu (Ryc. 45.). Na podstawie otrzymanych wyników zaobserwowano 

występowanie statystycznie istotnej zmienność między grupami (ANOVA:  

F(3, 40)=25,1; p=0,0000).  

Dalsza analiza wykazała, Ŝe zwierzęta PR_MC piły znamiennie więcej alkoholu w 

porównaniu do zwierząt NP_MC (p<0,001) (Ryc. 45.). Podawanie PUE szczurom PR 

(PR_PUE) spowodowało istotne zmniejszenie ilości wypijanego etanolu w stosunku do grupy 

PR_MC (p<0,001) (Ryc. 45.). Nie stwierdzono natomiast wpływu PUE na picie alkoholu 

przez zwierzęta NP. 

Przeprowadzone doświadczenie nie wpłynęło znamiennie na kondycję zwierząt  

(Tab. 15.), bowiem nie stwierdzono istotnej zmienności w masach zwierząt  

(ANOVA: F(3, 40)=0,69; p=0,5589) oraz nie zaobserwowano róŜnic w ilości wypijanych 

przez nie płynów (ANOVA: F(3, 40)=1,11; p=0,3573). 
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Ryc. 44. Poziom greliny aktywnej i całkowitej w surowicy u szczurów NP i PR po wielokrotnym (28x) podaniu 

pueraryny (150 mg/kg m.c. p.o.). 

n=9-12; średnia±SEM; aa – względem odpowiedniej grupy NP_MC, p<0,001;  

bb - względem odpowiedniej grupy PR_MC, p<0,001 
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Ryc. 45. Ilość wypitego etanolu/kg m.c. masy ciała u szczurów NP i PR po wielokrotnym (28x) podaniu 

pueraryny (150 mg/kg m.c. p.o.). 

n=9-12; średnia±SEM; aa - względem NP_MC, p<0,001; bb - względem PR_MC, p<0,001  

 

 

Tab. 15. Zmiany masy ciała oraz suma wypijanych płynów przez szczury NP i PR po wielokrotnym podawaniu 

pueraryny. 

Grupa n 
Masa 

[g] 
Suma płynów 

[ml/kg m.c./dobę] 

NP_MC 12 550,4±23,4 90,4±5,3 

NP_PUE 11 530,9±14,9 82,3±3,2 

PR_MC 11 546,4±10,9 84,6±5,3 

PR_PUE 10 520,0±11,9 94,3±5,8 

średnia±SEM  
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5.  OMÓWIENIE WYNIKÓW I DYSKUSJA  

 

Przeprowadzenie doświadczeń w tej pracy opierało się na załoŜeniu, Ŝe zostaną w nich 

wykorzystane modele zwiększonego picia alkoholu z wolnego wyboru zarówno uzyskane u 

zwierząt szczepu Wistar przy uŜyciu zmodyfikowanego przez nas modelu indukcyjnego, jak i 

u zwierząt pochodzących z linii o uwarunkowanym genetycznie piciu, wyizolowanych za 

pomocą selekcji pod tym kątem z kolejnych pokoleń zwierząt. Wprowadzenie procedury 

wolnego wyboru, a przede wszystkim indukcji i zespołu odstawienia trwającego 14 dni, 

wpłynęło na pojawienie się wyraźnego odruchu preferencji oraz doprowadziło do wyłonienia 

dwóch skrajnych grup pod względem preferencji etanolu – szczurów niepreferującyh (NP) i 

preferujących (PR) picie alkoholu z wolnego wyboru, o istotnie zaznaczonych róŜnicach w 

ilościach wypijanego etanolu. Jest to zgodne z wnioskami innych autorów, którzy podkreślali, 

iŜ zastosowanie takiej procedury, a zwłaszcza interwału 14-dniowego odstawienia pozwala 

uzyskać szczury NP i PR [Koob 2000, Samson 2000, Spanagel i Kiefer 2008].  

Zastosowany w doświadczeniach okres odstawienia (2 przerwy, w czasie których 

szczury piją tylko wodę), naśladuje wg niektórych opinii „ludzki” schemat picia alkoholu, 

jednocześnie zwiększając odsetek zwierząt preferujących, pijących znaczne ilości alkoholu 

[Heyser i wsp. 1997, Spanagel 2003]. 

W modelu tym udało się wyłonić około 20% zwierząt pijących duŜe ilości etanolu z 

wolnego wyboru oraz 20% o niskiej preferencji. Pozostaje to w zgodzie z licznymi pracami w 

których stwierdzono, iŜ szczury raczej niechętnie uzaleŜniają się od alkoholu [Mikołajczak i 

wsp. 2000, Spanagel 2003, McGregor i Gallate 2004]. Z kolei w grupie zwierząt 

pochodzących z linii (z preferencją uwarunkowaną selekcją) - odmiennie jak w poprzednim 

modelu, zwierzęta WHP w przewaŜającej mierze naleŜały do preferujących etanol - 

dokonywano pomiarów kontrolnych, które potwierdziły duŜe ilości wypijanego etanolu przez 

te zwierzęta. W grupie zwierząt WLP natomiast, potwierdzono pomiarami niewielką 

preferencję etanolu. Dodatkowo zaobserwowano wyraźne zmiany zachowania szczurów w 

okresie odstawienia, zwłaszcza w grupie WHP, takie jak piloerekcja, sztywność mięśniowa, 

nadwraŜliwość na światło i dzwięki oraz agresja. Pozostaje to w zgodzie z obserwacjami 

autorów linii [Dyr i wsp. 1999] i wskazuje na moŜliwość powstania zespołu abstynencyjnego. 

Tak więc, wyraźnie zaobserwowane zmiany w zachowaniu zwierząt mogą stanowić dowód 

pośredni, Ŝe szczury te moŜna uznać za zwierzęta uzaleŜnione [Dyr i wsp. 1999]. 

Zastosowanie w niniejszej pracy zwierząt WHP i WLP jako modelu alkoholizmu 
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doświadczanego jest zgodne z kryteriami charakteryzującymi zwierzęta uŜywane w badaniach 

eksperymentalnych nad uzaleŜnieniem alkoholowym, a do których naleŜy m.in. rozwijanie 

linii zwierząt z utrwalonym odruchem samopodawania i wybierania alkoholu (preferencja) 

spośród innych roztworów [Hammoumi i wsp. 1997, Koob 2000, Sanchis-Segura i Spanagel 

2006].  

Wiadomo, Ŝe poziomy greliny korelują równieŜ z masą ciała i spadają wraz z jej 

wzrostem [Tschop i wsp. 2001b, Bellone i wsp. 2002, Cummings i wsp. 2002b, Shiiya i wsp. 

2002]. Dlatego, podczas kaŜdego badania kontrolowano masy ciała zwierząt we wszystkich 

fazach doświadczenia, co jest waŜne dla otrzymania wiarygodnych wyników, na jednolitej 

pod względem kondycji grupie zwierząt. Stwierdzono, Ŝe przebieg doświadczeń i stosowane 

procedury nie wpłynęły na kondycję zwierząt, poniewaŜ nie stwierdzono istotnych róŜnic w 

masach ciała zwierząt między grupami. PoniewaŜ w licznych badaniach stwierdzono silną 

korelację pomiędzy apetytem, spoŜywanymi posiłkami i głodem, a poziomem greliny we krwi 

[Cummings i wsp. 2001, Toshinai i wsp. 2001, Suzuki i wsp. 2009], stąd w celu normalizacji 

poziomu greliny pomiędzy róŜnymi osobnikami (tj. wykluczenia wpływu ww. czynników) 

szczury były głodzone 12 godzin przed pobieraniem krwi. 

Podczas doświadczeń z piciem alkoholu, mierzono równieŜ ilość wypijanych płynów, 

tak systematycznie w trakcie trwania badań (dane niezamieszczone), jak i na końcu kaŜdego 

doświaczenia. W przebiegu wszystkich doświadczeń nie stwierdzono istotnych róŜnic między 

grupami w sumarycznej ilości wypijanych płynów, co świadczyłoby, Ŝe stosowana w 

doświadczeniach procedura nie wpłynęła na stan gospodarki wodnej szczurów, a tym samym, 

Ŝe zwierzęta nie były odwodnione. Taki stan pozostaje w zgodzie z danymi uzyskiwanymi w 

innych badaniach przeprowadzonych w Katedrze i Zakładzie Farmakologii UM w Poznaniu 

w podobnym układzie doświadczalnym [Mikołajczak i wsp. 2003], czy teŜ postulowanymi 

przez innych autorów [Lin i wsp. 1996].  

Badania Gomeza i wsp. wykazały, Ŝe picie wody nie wpływa na poziomy greliny 

[Gomez i wsp. 2004], stąd, w zastosowanym modelu zwierzęta miały swobodny dostęp do 

wody do końca doświadczeń. Na podstawie wyników własnych równieŜ nie zaobserwowano 

korelacji pomiędzy ilością wypijanej wody (u zwierząt kontrolnych) a poziomami greliny. 

Wykluczenie z badań zmiennych takich jak swobodny i róŜny dostęp do paszy przed 

pobieraniem krwi, róŜna masa ciała zwierząt, godzina pobrania, lub brak znaczenia takich 

zmiennych jak wpływ picia wody, umoŜliwił przeprowadzenie badań w sposób maksymalnie 

zoptymalizowany i pozbawiony wpływu czynników zewnętrznych, innych niŜ alkohol i/lub 
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stosowane leki. Realizacja tych załoŜeń pozwoliła zmniejszyć ryzyko powstania błędów i 

rozbieŜności w otrzymanych wynikach. 

W badaniach nad działaniem leków u zwierząt pijących alkohol zastosowano między 

innymi akamprozat (AC) w dawce 500 mg/kg m.c. p.o., podobnie jak w poprzednich 

badaniach przeprowadzonych w Katedrze i Zakładzie Farmakologii UM [Okulicz-Kozaryn i 

wsp. 2001, Mikołajczak i wsp. 2002, Pioruńska-Mikołajczak i wsp. 2004]. AC jest lekiem o 

uznanym działaniu przeciwalkoholowym [Whitworth 1996, Mason i wsp. 2003, 2006, Mann i 

wsp. 2009, Diehl i wsp. 2010], chociaŜ dokładny mechanizm jego działania pozostaje ciągle 

przedmiotem badań [Mann i wsp. 2008].  

Zaobserwowany efekt badanego leku to zmniejszenie picia alkoholu z wolnego 

wyboru o ok. 30% przez zwierzęta PR i WHP w stosunku do odpowiednich zwierząt 

kontrolnych, nieotrzymujących leku. Tym samym potwierdzono skuteczność AC w 

warunkach modelowych, co pozostaje w zgodności z innymi badaniami [Gewiss i wsp. 1991, 

Szulc i wsp. 2002, Pioruńska-Mikołajczak i wsp. 2004]. 

W kolejnych badaniach podawano wielokrotnie (28x) naltrekson (NAL) w dawce  

0,1 mg/kg m.c. i.p. szczurom NP i PR, podobnie jak w poprzednich badaniach [Okulicz-

Kozaryn i wsp. 2004]. Badano wpływ tego leku na odruch picia i zaobserwowano, Ŝe w 

grupie zwierząt PR ilość wypijanego etanolu spadła trzykrotnie względem grupy otrzymującej 

placebo, co pozostaje w zgodzie z innymi badaniami i obserwacjami u ludzi [Wiliams i 

Woods 1999, Heinälä i wsp. 2001, Sinclair 2001]. 

W kolejnym badaniu podawano ekstrakt z korzenia ołownika łatkowatego – kudzu (KU) w 

dawce 500 mg/kg m.c. p.o. przez 28 dni według danych z innych badań [Mikołajczak i wsp. 

2006]. Zastosowanie KU jako substancji pochodzenia roślinnego było poparte opisami na 

temat jego działania i wykorzystania w medycynie tradycyjnej oraz nowszymi badaniami 

[Wing i Vallee 1998, Keung 2003, Mikołajczak i wsp. 2009].  

Wyniki picia alkoholu z wolnego wyboru przez zwierzęta otrzymujące KU wykazały, 

wyraźne zmiany, wyraŜone 6-krotnym zmniejszeniem ilości wypijanego alkoholu przez 

zwierzęta naleŜące do grupy PR w porównaniu do zwierząt otrzymujących vehiculum. Jest to 

dowód na to, Ŝe w przedstawionym modelu doświadczalnym KU wykazywało działanie 

zmniejszające picie etanolu z wolnego wyboru. Było to zgodne z wynikami badań innych 

autorów, w których KU miał zdolność do hamowania odruchu picia przez zwierzęta 

doświadczalne [Keung i wsp. 1995, Overstreet i wsp. 1996, Keung i Valle 1998, 

Overstreet i wsp. 1998, Keung 2003].  
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Wiadomo, Ŝe KU jako surowiec pochodzenia roślinnego, stosowany w niniejszych 

badaniach jako ekstrakt, ze swej natury stanowi mieszaninę róŜnych związków chemicznych. 

Za związki decydujące o przeciwalkoholowej aktywności farmakologicznej KU uznaje się 

przede wszystkim izoflawonoidy. Znając skład ekstraktu (rozdział 3.1.1) postanowiono 

sprawdzić, czy efekty zaobserwowane po podaniu samego KU na picie alkoholu z wolnego 

wyboru będą podobne dla działania wyizolowanych związków – daidzyny (DAI)  

i pueraryny (PUE).  

 Do badań wpływu DAI na odruch picia alkoholu zastosowano dawkę 40 mg/kg m.c. 

p.o., podobnie jak we wcześniejszych badanich [Mikołajczak i wsp. 2009]. PoniewaŜ wiadomo, 

Ŝe zawartość DAI w KU (tj. ekstrakcie z korzenia Pueraria lobata) wynosi 6,91% (Rozdział 3.1.1)  

a silny efekt antyalkoholowy (tak w poprzednich badaniach prowadzonych w Katedrze jak i 

prezentowanych w niniejszej pracy) obserwowano po zastosowaniu dawki KU 500 mg/kg m.c., p.o., 

stąd postanowiono przeprowadzić dalsze badania wykorzystując DAI w dawce 40 mg/kg m.c. p.o., co 

proporcjonalnie odpowiada przybliŜonej zawartości tego izoflawonoidu w 500 mg/kg m.c KU. Na 

podstawie otrzymanych wyników, stwierdzono, Ŝe wielokrotne (28x) podawanie DAI (40 

mg/kg m.c. p.o.) wpłynęło na zmniejszenie ilości wypijanego alkoholu o około 20% przez 

zwierzęta naleŜące do grupy PR, co sugeruje, Ŝe DAI posiada działanie hamujące picie 

etanolu z wolnego wyboru. NaleŜy jednak zaznaczyć, Ŝe czynnikiem ograniczającym aktywne 

działanie DAI jest jej biodostępność przy podaniu doŜołądkowym. Wiadomo bowiem, jak 

sugerują niektórzy autorzy, iŜ DAI podana w ten sam sposób co KU, wywołuje efekty 

antyalkoholowe 10 razy słabsze niŜ po podaniu tej samej ilości tego izoflawonoidu ale 

zawartego w KU [Keung i wsp. 1996, Keung 2003]. RóŜnice te mogą mieć znaczenie 

zarówno w działaniu obwodowym jak i ośrodkowym DAI. Ponadto w niektórych pracach 

podawano DAI (30 mg/kg m.c., p.o.) w peletkach razem z dietą, stąd procedura ta mogłaby 

zwiększać biodostępność zawartego w nich izoflawonoidu [Lin i wsp. 1996]. Niemniej, znane 

są teŜ sugestie o braku wpływu diety na działanie DAI jako substancji zmniejszającej picie 

etanolu przez zwierzęta doświadczalne [Heyman i wsp. 1996]. 

Drugim izoflawonoidem, którego wpływ na picie etanolu z wolnego wyboru zbadano, 

była PUE. Dawka tego związku (150 mg/kg m.c., p.o.) została wybrana na podstawie danych 

z piśmiennictwa [Lin i wsp. 1996, Overstreet i wsp. 1996] oraz na podstawie dawki  

KU (500 mg/kg m.c., p.o.)stosowanego uprzednio do badań w Katedrze, uwzględniając 

typowy skład procentowy izoflawonoidów w korzeniu tego surowca [Matkowski i wsp. 2003] 

jak i w ekstrakcie (Rozdział 3.1.1). 
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Związek ten podawano przez 28 dni, według tego samego schematu jak pozostałe 

substancje uŜyte w doświadczeniach. Z otrzymanych danych wynika, Ŝe wielokrotne 

podawanie PUE wywołało zmianę wyraŜoną spadkiem ilości wypijanego alkoholu o połowę 

przez zwierzęta naleŜące do grupy PR, co jest zgodne z wynikami innych autorów [Lin i wsp. 

1996,Overstreet i wsp. 1996].  

Analiza wyników badań z wykorzystaniem KU, DAI i PUE jako potencjalnych 

związków o działaniu zmniejszającym picie pokazała, Ŝe najsilniejszy efekt wywiera KU 

obniŜając picie etanolu 6-krotnie, natomiast DAI i PUE wykazują taki efekt tylko w 20% i 

50%. Taka obserwacja moŜe sugerować, Ŝe za działanie zmniejszające picie odpowiadają nie 

tylko zawarte w KU aktywne izoflawonoidy, co wcześniej zostało udowodnione [Lin i wsp. 

1996, Overstreet i wsp. 1996], ale równieŜ inne substancje zawarte w wyciągu, które mogą 

m.in. ułatwiać wchłanianie DAI i PUE jako związków aktywnych, bądź wpływać na 

właściwości w ekstrakcie poprzez inne mechanizmy. 

W przeprowadzonych badaniach postanowiono równieŜ sprawdzić, jakie poziomy 

etanolu we krwi będą obserwowane po jego jednorazowym podaniu. Zgodnie z 

oczekiwaniami, stwierdzono występowanie dawkozaleŜnej i wprost proporcjonalnej 

zaleŜności pomiędzy ilością podanego etanolu i.p., a jego poziomem obserwowanym we krwi. 

Na uwagę zasługuje fakt, Ŝe w grupie zwierząt pochodzących z linii, podanie etanolu w 

najwyŜszej dawce (4,0 g/kg m.c.) powoduje istotnie niŜsze stęŜenia u zwierząt WHP niŜ w 

grupie WLP. Obserwacja ta pozostaje w zgodzie z obserwacjami autorów linii, którzy 

stwierdzili, Ŝe w doświadczeniu z jednorazowym podaniem etanolu w dawce 2,0 g/kg m.c. 

zwierzęta WHP mają niŜsze stęŜenia etanolu we krwi od zwierząt WLP [Dyr i wsp. 1999]. W 

innym badaniu, ci sami autorzy zaobserwowali, Ŝe zwierzęta o wysokiej preferencji picia 

mimo wypijania wielokrotnie większych ilości etanolu w stosunku do zwierząt 

niepreferujących posiadają porównywalne stęŜenia etanolu we krwi, co nasunęło 

przypuszczenie, Ŝe zwierzęta te znacznie szybciej metabolizują alkohol oraz lepiej znoszą 

jego wysokie dawki [Dyr i wsp. 1999].  

W badaniu nad rozwojem tolerancji etanolowej u zwierząt WHP stwierdzono, Ŝe 

codzienne, dootrzewnowe podawanie etanolu prowadzi do szybkiego rozwoju tolerancji u 

tych zwierząt, a efekt ten moŜna stwierdzić juŜ w trzeciej dobie doświadczenia. Jest to w 

zgodzie z podobnymi badaniami wykonanymi na zwierzętach szczepu Wistar w Katedrze i 

Zakładzie Farmakologii [Okulicz i wsp. 1992].  

Obserwacje dotyczące poziomów fizjologicznych greliny (u szczurów pozbawionych 

dostępu do alkoholu) pokazały, Ŝe szczury pochodzące z linii (WHP) wykazują fizjologiczną 
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odmienność w stosunku do szczurów Wistar. Wykorzystanie w badaniach modelu z 

preferencją uwarunkowaną selekcją (WHP i WLP) dało tę przewagę, Ŝe moŜliwa była ocena 

poziomów greliny bez ekspozycji zwierząt na alkohol, dzięki czemu udało się określić 

poziomy „fizjologiczne” greliny w tej grupie zwierząt. Stwierdzono, Ŝe u szczurów WLP 

stęŜenia tak greliny aktywnej, jak i całkowitej są na poziomie zbliŜonym do szczurów Wistar. 

Zaobserwowano natomiast, Ŝe u zwierząt WHP poziom tak greliny aktywnej jak i całkowitej 

jest obniŜony o około 40% w stosunku do wartości w pozostałych grupach.  

Ograniczona liczba badań nad linią WLP i WHP nie daje moŜliwości potwierdzenia 

takiej obserwacji oraz wytłumaczenia jej w tym względzie. NaleŜy jednak podkreślić, iŜ w 

badaniach przeprowadzonych wcześnej w Katedrze zauwaŜono równieŜ róŜnice pomiędzy 

szczurami WHP i WLP wyraŜone stęŜniami leptyny [Mikołajczak i wsp. 2002]. Stwierdzono 

bowiem, Ŝe u zwierząt WLP nie pijących etanolu poziomy leptyny tak w surowicy jak i 

w płynie mózgowo-rdzeniowym były znamiennie niŜsze niŜ u zwierząt WHP nie 

otrzymujących alkoholu.  

Reasumując, z badań przeprowadzonych w niniejszej pracy oraz danych z cytowanych 

badań wynika, Ŝe wyjściowo szczury WHP mają wyŜsze poziomy leptyny, a niŜsze greliny w 

porównaniu do ich odpowiedników niepreferujących, tj, szczurów WLP. 

RóŜnice stęŜeń peptydów endogennych zaobserwowano równieŜ w innych badaniach, 

w których stwierdzono, Ŝe poziom β-endorfin we krwi jest wyjściowo niŜszy u WHP w 

porównaniu do WLP [Zalewska-Kaszubska i wsp. 2005].  

W niniejszych badaniach zaobserwowano znamiennie niŜsze stęŜenia etanolu we krwi 

szczurów WHP w stosunku do WLP po jednorazowym podaniu alkoholu, które mogą być 

tłumaczone róŜnicami metabolizmu tych zwierząt [Dyr i wsp. 1999]. Te obserwacje 

pozwalają przypuszczać, Ŝe zwierzęta te róŜnią się nie tylko ilością wypijanego alkoholu, ale 

wykazują równieŜ szereg zmian i róŜnic na poziomie neurologicznym i biochemicznym, co 

postulują ci sami autorzy [Dyr i Kostowski 2008]. 

W badaniu po jednorazowym, dootrzewnowym podaniu alkoholu stwierdzono 

generalną tendencję do obniŜania poziomów greliny przez alkohol w sposób odwrotnie 

proporcjonalny do dawki u szczurów Wistar i WLP, co pozostaje w zgodzie z efektami po 

podawaniu wielokrotnym oraz obserwacjami u ludzi, u których jednorazowe podanie 

alkoholu zdrowym ochotnikom powodowało spadek poziomu greliny całkowitej 

[Calissendorf i wsp. 2005, 2006, Zimmermann i wsp. 2007]. Efekt ten u ludzi pojawia się po 

kilku minutach osiągając minimum po 75 minutach i trwa kilka godzin wg cytowanych 
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autorów. Spadek stęŜenia greliny spowodowany podaniem alkoholu nie odpowiada jego 

wartości kalorycznej, więc nie moŜe być tłumaczony tym faktem [Zimmermann i wsp. 2007].  

Odmienne działanie alkoholu zaobserwowano natomiast u zwierząt WHP, u których 

wystąpił dawkozaleŜny i wprost proporcjonalny wzrost poziomów obu form greliny w 

odpowiedzi na jednorazowe podanie róŜnych dawek alkoholu. Jak wspomniano wcześniej, u 

zwierząt WHP zaobserwowano równieŜ fizjologicznie niŜsze stęŜenia greliny w stosunku do 

zwierząt WLP i Wistar. Obecny stan wiedzy nie pozwala jednak na jasną odpowiedź, co moŜe 

leŜeć u podstaw takiej odmienności.  

Zastosowane modele, tj. zarówno model indukcyjny (szczury PR i NP) jak i model z 

wykorzystaniem zwierząt pochodzących z linii (WHP i WLP) dały podobny obraz zmian 

wyraŜonych zmierzonymi stęŜeniami greliny. Wydaje się, Ŝe juŜ kilkudniowe działanie 

alkoholu wyraźnie obniŜa poziomy obu form greliny, co stwierdzono w doświadczeniu 

związanym z wywoływaniem tolerancji etanolowej. Ponadto, długotrwałe picie alkoholu 

przez szczury wywołuje podobne efekty.  

W jednym z pierwszych badań wszystkim grupom zwierząt pobrano krew przed 

rozpoczęciem doświadczenia, jak i po okresie preferencji (Ryc. 30, Ryc. 31). Pomiar 

poziomów greliny wykazał, Ŝe początkowo wszystkie szczury, z których późnej wyłoniono 

grupy NP i RP stanowiły homogenną, niezróŜnicowaną ze względu na stęŜenia obu form 

greliny jak i preferencji do picia alkoholu z wolnego wyboru grupę. Po okresie preferencji 

(patrz rozdział 3.1.4) stwierdzono natomiast zróŜnicowanie zwierząt zarówno pod względem 

ilości picia etanolu na NP i PR oraz proporcjonalnie do tego wyboru zróŜnicowanie 

poziomów obu form greliny. ZauwaŜono, Ŝe szczury PR miały niŜsze steŜenia greliny od 

szczurów NP. Podobne efekty zaobserwowano równieŜ w innych doświadczeniach - 

generalnie szczury PR i WHP mają niŜsze stęŜenia obu form greliny niŜ szczury NP i WLP - 

co więcej jest to odwrotnie proporcjonalnie skorelowane z ilością wypijanego alkoholu przez 

szczury PR i WHP. Na podstawie otrzymanych danych, moŜna równieŜ zaryzykować 

stwierdzenie, Ŝe oba modele moŜna w ten sam sposób scharakteryzować przy pomocy stęŜeń 

greliny, a otrzymane róŜnice wynikają wyraźnie z większej ilości alkoholu wypijanego przez 

szczury WHP w stosunku do PR. Wyjaśnienie przyczyny tej zaleŜności nie jest łatwe, chociaŜ 

podobne obserwacje stwierdzono w niektórych badaniach u alkoholików, którzy mieli istotnie 

niŜsze stęŜenia greliny niŜ zdrowi ochotnicy [Addolorado i wsp. 2006]. Podobnie w 

badaniach Badaoui stwierdzono, Ŝe poziom aktywnej greliny u osób pijących alkohol jest 

obniŜony [Badaoui i wsp. 2008]. 
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Przyczyna wpływu długotrwałego picia alkoholu na obniŜenie stęŜenia greliny nie jest 

znana. Ten fakt zastanawia tym bardziej, Ŝe u szczurów WHP w przeprowadzonych 

doświadczeniach zaobserwowano odwrotnie, wprost proporcjonalnie i dawko zaleŜny efekt 

po podaniu jednorazowym etanolu, czyli wzrost poziomów obu form greliny w odpowiedzi 

na alkohol podany i.p. Być moŜe obserwowana jest tutaj znana zasada istniejąca w 

farmakologii doświadczalnej, Ŝe efekty jednorazowego podania etanolu często róŜnią się 

znacząco co do kierunku zmian w stosunku do podań przewlekłych [Kostowski i Herman 

2003]. Do tego wyjaśnienia naleŜy jednak podejść z ostroŜnością, bowiem efekty alkoholu u 

szczurów typu WLP i NP nie mogą być tłumaczone w ten sam sposób. 

Wcześniejsze badania nad KU wykazały jego działanie obniŜające picie etanolu, w 

związku z czym postanowiono sprawdzić jego moŜliwy wpływ na rozwój tolerancji. 

Dysponując sprawdzonym modelem tolerancji [Okulicz i wsp. 1992], przeprowadzono 

badanie, które wykazało, Ŝe KU hamuje rozwój tolerancji etanolowej, co najsilniej 

zaobserwowano po 60 minutach od podania etanolu. Otrzymane wyniki działania KU są 

interesujące, zwłaszcza, Ŝe jak wiadomo tolerancja jest procesem, który często poprzedza lub 

towarzyszy rozwojowi procesu uzaleŜnienia od alkoholu wg DSM IV [Soyka i wsp. 2008, 

Schuckit 2009].  

Oceniono równieŜ stęŜenie greliny po przeprowadzeniu doświaczeń nad rozwojem 

tolerancji alkoholowej i wykazano, Ŝe juŜ 8-krotne podawanie etanolu powoduje silny spadek 

wartości obu form greliny. Stwierdzono równieŜ, Ŝe juŜ ośmiokrotne podanie KU – 

analogicznie jak w przypadku podawania długotrwałego (28x) - powoduje nasilenie spadku 

poziomu greliny w stosunku do grupy otrzymującej sam etanol. Obserwacja w grupie 

otrzymującej tylko KU wykazała natomiast brak spadku poziomu greliny w tej grupie, co 

moŜe sugerować, Ŝe za spadek wartości greliny nie odpowiada efekt kaloryczny ekstraktu ani 

jego związki aktywne jak DAI i PUE (które powodowały wzrost stęŜenia obu form tego 

peptydu – rozdziały 4.10 i 4.11) lecz pewien rodzaj interakcji pomiędzy  

etanolem, a KU. 

Analiza wpływu wielokrotnego (28x) podania AC na poziomy greliny u zwierząt NP i 

PR oraz WLP i WHP wykazała, Ŝe w obu układach doświadczalnych poziom greliny tak 

aktywnej jak i całkowitej ulegał istotnemu obniŜeniu na skutek picia alkoholu, a podawanie 

AC działało wyrównująco na ten proces podnosząc poziom greliny do wartości 

obserwowanych u zwierząt kontrolnych (NP lub WLP). Mechanizm, na podstawie którego 

badany lek miałby wpływać na zmiany poziomu greliny nie jest znany. Wiadomo, Ŝe 

blokowanie receptora NMDA w układzie mezolimbicznym (VTA) prowadzi do zahamowania 
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wzrostu aktywności motorycznej obserwowanej po podaniu greliny [Jerlhag i wsp. 2011]. 

JednakŜe nie jest jasne, na ile ten mechanizm jest związany z wpływem AC na poziom obu 

form greliny obserwownym w tej pracy. Wiadomo, Ŝe AC wpływa teŜ na stęŜenie leptyny 

(peptydu fizjologicznie działającego przeciwstawnie do greliny) w płynie mózgowo-

rdzeniowym u zwierząt preferujących [Mikołajczak i wsp. 2004]. Odpowiedź na pytanie, czy 

wpływ AC na poziom greliny jest powiązany ze wzrostem stęŜenia leptyny, wymaga dalszych 

badań. 

Zaobserwowane zmiany poziomów greliny pozostawały w jednoznacznie odwrotnie 

proporcjonalnej zaleŜności z ilością wypijanego alkoholu przez zwierzęta PR i WHP. ChociaŜ 

dokładny mechanizm tej zaleŜności nie jest jasny, wydaje się, Ŝe jest on spowodowany 

głównie ilością dostępnego alkoholu spoŜywanego pzez szczury PR i WHP. Znany jest, co 

prawda fakt, Ŝe AC moŜe obniŜać ekspresję genu dla greliny u myszy w korze frontalnej 

[Hicks i Olive 2009], jednak badania te przeprowadzono bez udziału alkoholu, stąd wnioski z 

nich wypływające nie mogą w prosty sposób odnosić się do badań przeprowadzonych w 

niniejszej pracy. 

W przebiegu badania nad wpływem NAL na odruch picia alkoholu z wolnego wyboru 

u szczurów NP i PR stwierdzono, Ŝe NAL wpływa normalizująco na obniŜone wartości obu 

form greliny u szczurów PR, czego nie zaobserwowano u zwierząt NP. Efekt ten podobnie jak 

dla podawania AC pozostaje w odwrotnie proporcjonalnym związku z ilością wypijanego 

alkoholu w warunkach jego wyboru przez zwierząta PR. Natura wpływu NAL na wzrost 

poziomu greliny przy jednoczesnym zniesieniu picia alkoholu jest prawdopodobnie związana 

z działaniem samego alkoholu, chociaŜ nie moŜna wykluczyć bardziej skomplikowanych 

mechanizmów związanych z działaniem przez receptor dla greliny na aktywność POMC i 

CART - peptydów zaangaŜowanych w powstawanie uzaleŜnień [Zigman i Elmquist 2003]. 

Podobnie, nie moŜna wykluczyć, iŜ blokowanie receptorów opioidowych prowadzi do 

działania zmniejszającego aktywność β-endorfin u szczurów RP, u których podanie alkoholu 

powoduje znamiennie wyŜsze uwalnianie β-endorfin w porównaniu ze zwierzętami  NP 

[Zalewska-Kaszubska i wsp. 2005]. Badania na szczurach pochodzących z linii (WLP i WHP) 

wykazały bowiem, Ŝe poziom β-endorfin jest wyjściowo niŜszy u WHP, ale po podaniu 

alkoholu wzrasta silniej u WHP niŜ u WLP [Zalewska-Kaszubska i wsp. 2005].  

W kolejnym badaniu zwierzętom po okresie preferencji podawano długotrwale (28x) 

KU. Stwierdzono, Ŝe odmiennie do pozostałych substancji KU nie powoduje wyrównania 

poziomów greliny do warości kontrolnych, lecz dalszy spadek jej wartości. MoŜnaby sądzić, 

Ŝe jest to efekt, na który wpływ moŜe mieć wartość kaloryczna ekstraktu, poniewaŜ nie 
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stanowił on czystej, aktywnej substancji chemicznej, lecz alkoholowy wyciąg roślinny w 

skład którego wchodzą tłuszcze, białka i węglowodany, których podanie wywołuje obniŜenie 

poziomu greliny [Gomez i wsp. 2004]. Mechanizm ten jednak w przedstawionych badaniach 

nie występuje, bowiem jak juŜ wspomniano poprzednio, w części doświadczeń w których 

badano wpływ KU na rozwój tolerancji etanolowej, połączenie KU tylko z wodą nie 

wpływało na stęŜenie obu form greliny. Stąd wydaje się, Ŝe przyczyną obniŜenia stęŜeń 

greliny po podaniu KU w obecności alkoholu etylowego jest bliŜej niezany mechanizm 

interakcji związków obecnych w stosowanym wyciągu z korzenia Pueraria lobata z 

etanolem. 

W kolejnych badaniach sprawdzano równieŜ wpływ izoflawonoidów obecnych w KU, 

a mianowicie DAI i PUE na stęŜenia greliny. Zaobserwowano – podobnie jak po podawaniu 

AC i NAL - działanie wyrównujące poziomy greliny u zwierząt PR otrzymujących omawiane 

substancje. W przypadku DAI stwierdzono, Ŝe związek ten normalizował stęŜenia obu form 

greliny w stosunku do stęŜeń obserwowanych dla zwierząt NP stanowiących kontrolę, 

natomiast DAI nie zmieniała stęŜeń badanego peptydu u szczurów NP. Z kolei analizując 

wpływ PUE na stęŜenie tak greliny aktywnej jak i całkowitej zauwaŜono, Ŝe badany 

izoflawonoid normalizował stęŜnie formy całkowitej greliny do wartości kontrolnych u 

szczurów NP. W przypadku analizowania wpływu PUE na poziomy greliny aktywnej 

omawiany izoflawonoid jednoznacznie podwyŜszał jej stęŜenie, jednakŜe do wartości 

obserwowanych u szczurów NP otrzymujących PUE. Były to poziomy nieco wyŜsze niŜ 

obserwowane u zwierząt stanowiących kontrolę dla NP (chociaŜ nieznamienne podczas 

porównywania NP_PUE vs NP_MC). Mechanizm, na podstawie którego oba izoflawonoidy 

miałyby wpływać na zmiany poziomu greliny nie jest znany, jest on jednak wyraźnie 

skorelowany z jednoznacznym zmniejszeniem ilości wypijanego alkoholu przez szczury PR.  

Podsumowujac, na podstawie przeprowadzonych badań zauwaŜono silny, odwrotnie 

proporcjonalny związek pomiędzy ilością podawanego alkoholu, stęŜeniem etanolu we krwi, 

a poziomem greliny aktywnej i całkowitej u zwierząt doświadczalnych. MoŜnaby więc 

postulować, Ŝe obniŜone poziomy obu form greliny mogą stanowić pewien sygnał (wskaźnik) 

dłuŜszego picia alkoholu. JednakŜe, ze względu na fakt, Ŝe szczury WHP wykazują 

wyjściowe niŜsze stęŜenia obu form greliny oraz odmienną wprost proporcjonalną 

dawkozaleŜną reakcję na jednorazowe podanie etanolu w stosunku do szczurów WLP i 

Wistar, stąd wydaje się, Ŝe u tej specyficznej grupy, zwłaszcza na początku kontaku z 

alkoholem odpowiedź wyraŜona za pomocą greliny jest inna, być moŜe stanowiąc pewien 
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marker predyspozycji do picia alkoholu, zwłaszcza w połączeniu z pomiarami stęŜeń leptyny 

we krwi.  

ZauwaŜono takŜe jednoznaczną, proporcjonalną zaleŜność pomiędzy działaniem 

przeciwalkoholowym (zmniejszającym odruch picia alkoholu) leków (AC i NAL) i 

izoflawonoidów (DAI i PUE), a normalizacją poziomów obu form greliny, czego nie 

zobserwowano dla działania KU (efekt obniŜający). MoŜnaby więc sądzić, Ŝe stęŜenia obu 

form greliny mogłby pełnić pewną rolę wskaźnikową, zwłaszcza podczas kontrolowania 

ilości wypijanego alkoholu jak i aktywności przeciwalkoholowej czy skuteczności działania 

stosowanych obecnie leków.  

Zastosowanie jednak greliny do badania zaleŜności między ilością wypijanego 

alkoholu i/lub skutecznością działania przeciwalkoholowego musi być traktowane z 

ostroŜnością, bowiem na przykład podawanie KU skutkuje uzyskaniem odmiennych efektów.  

Na podkreślenie zasługuje jednak fakt, Ŝe wyciąg ten wykazał interesującą zdolność 

hamowania rozwoju tolerancji etanolowej u szczurów typu WHP, co mogłoby wskazywać, Ŝe 

KU mogłoby znaleźć zastosowania nie tylko w celu zmniejszenia ilości wypijanego alkoholu, 

ale równieŜ poprzez hamowanie rozwoju tolerancji, zmniejszać ryzyko powstania zaleŜności 

alkoholowej.  
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6.  WNIOSKI  

 

1. Istnieje silny, odwrotnie proporcjonalny związek pomiędzy ilością podawanego 

alkoholu, stęŜeniem etanolu we krwi, a poziomem greliny aktywnej i całkowitej u 

zwierząt doświadczalnych, z wyjątkiem szczurów WHP.  

2. Szczury WHP wykazują wyjściowe niŜsze stęŜenia obu form greliny oraz wprost 

proporcjonalną i dawkozaleŜną, reakcję na jednorazowe podanie etanolu w 

stosunku do szczurów WLP i zwierząt kontrolnych. 

3. Szczury preferujące (PR i WHP), pijące alkohol posiadają niskie stęŜenia obu form 

greliny skorelowane odwrotnie proporcjonalnie z ilością wypijanego alkoholu. 

4. Istnieje proporcjonalna zaleŜność pomiędzy działaniem przeciwalkoholowym 

(zmniejszającym odruch picia alkoholu) leków (akamprozat i naltrekson) i 

izoflawonoidów (daidzyna i pueraryna), a normalizacją poziomów obu form 

greliny. 

5. Wyciąg z korzenia Pueraria lobata zmniejsza ilość wypijango alkoholu 

jednocześnie obniŜając stęŜenia obu form greliny – odmiennie, niŜ pozostałe 

badane substancje. 

6. Wyciąg z korzenia Pueraria lobata zapobiega rozwojowi tolerancji etanolowej u 

szczurów WHP. 

7. Wydaje się, Ŝe stęŜenia greliny w surowicy krwi mogłoby być wskaźnikiem 

nadmiernego picia alkoholu i/lub skuteczności działania stosowanych obecnie 

leków przeciwalkoholowych. 
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7. STRESZCZENIE 

 

Istnieją dane skłaniające do hipotezy, Ŝe grelina mogłaby uczestniczyć w ośrodkowym 

działaniu alkoholu, jak i ewentualnie stanowić obwodowy wskaźnik zmian towarzyszących 

długotrwałemu piciu alkoholu [Calissendorff i wsp. 2005]. Wiadomo, Ŝe istnieje związek 

między działaniem niektórych leków antypsychotycznych czy środków o działaniu 

stymulującym, a stęŜeniami greliny we krwi obwodowej [Palik i wsp. 2005, Murashita i wsp. 

2007], stąd w niniejszej pracy postanowiono określić udział greliny w aktywności leków 

przeciwalkoholowych w modelu doświadczalnym uzaleŜnienia alkoholowego.  

W tym celu zaplanowano określenie związku pomiędzy stęŜeniem alkoholu, a 

stęŜeniem greliny po podaniu jednorazowym alkoholu jak i podczas długotrwałego picia 

alkoholu przez zwierzęta doświadczalne; poszukiwanie odpowiedzi na pytanie czy grelina 

moŜe być wskaźnikiem róŜnicującym preferencję do picia alkoholu, pomiędzy 

heterozygotycznymi szczurami (środowiskowy model indukcyjny), a szczurami 

pochodzącymi z tzw. linii (model genetyczny) oraz znalezienie związku pomiędzy działaniem 

przeciwalkoholowym wybranych środków, a stęŜeniem greliny w surowicy u szczurów 

poddanych długotrwałemu działaniu alkoholu z zastosowaniem leków (akamprozat, 

naltrekson), środków o spodziewanym działaniu przeciwalkoholowym pochodzenia 

roślinnego - wyciągu z korzenia ołownika łatkowatego (Pueraria lobata, Willd Ohwi) i jego 

głównych izoflawonoidów (pueraryna, daidzyna).  

Badania przeprowadzono na szczurach, samcach szczepu Wistar, preferujących picie 

alkoholu z wolnego wyboru (PR) oraz niepreferujących (NP) otrzymanych po zastosowaniu 

modelu indukcyjnego oraz na szczurach preferujących pochodzących z tzw. linii - Warsaw 

High Preferring (WHP) oraz niepreferujących – Warsaw Low Preferring (WLP). Zastosowane 

środki tj. akamprozat (500 mg/kg m.c., p.o.), naltrekson (0,1 mg/kg m.c., i.p.), wyciąg z 

korzenia Pueraria lobata – kudzu (500 mg/kg m.c., p.o), daidzynę (40 mg/kg m.c., p.o.) oraz 

puerarynę (150 mg/kg m.c., p.o) podawano raz dziennie przez okres 28 dni. Następnie 

zwierzęta dekapitowano i w otrzymanej surowicy z krwi obwodowej zmierzono stęŜenie 

greliny całkowitej i aktywnej przy pomocy metody ELISA.  

Stwierdzono, Ŝe szczury WHP niepoddane działaniu alkoholu posiadają niŜsze 

stęŜenia greliny aktywnej i całkowitej w surowicy w porównaniu do zwierząt WLP i zwierząt 

Wistar stanowiących kontrolę. U szczurów, którym podano jednorazowo etanol 

zaobserwowano wprost proporcjonalną zaleŜność pomiędzy stęŜeniem alkoholu, a poziomami 
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greliny aktywnej i całkowitej w surowicy szczurów WHP, a odwrotnie proporcjonalną u 

szczurów WLP i Wistar. Długotrwałe picie alkoholu przez zwierzęta NP, PR oraz WLP i 

WHP powoduje spadek poziomu greliny aktywnej w tych grupach szczurów, podczas gdy dla 

greliny całkowitej efekt ten jest widoczny u zwierząt NP, PR i WHP w porównaniu do 

szczurów szczepu Wistar – kontrolnych, nie poddanych działaniu alkoholu. Ponadto szczury 

preferujące typu PR i WHP poddane długotrwałemu działaniu alkoholu posiadają niŜsze 

poziomy obu form greliny w stosunku do zwierząt NP i WLP, a otrzymane róŜnice poziomów 

obu form greliny u PR i WHP pozostają w odwrotnie proporcjonalnym związku z ilością 

wypijanego alkoholu. Podawanie akamprozatu i naltreksonu oraz izoflawonoidów (daidzyny i 

pueraryny) powoduje we wszystkich układach doświadczalnych normalizację stęŜeń obu form 

greliny pozostającą w związku z obniŜeniem ilości wypijanego alkoholu przez zwierzęta 

doświadczalne. Wielokrotne (8x) oraz długotrwałe (28x) podawanie wyciągu z korzenia 

Pueraria lobata powoduje obniŜenie obu form greliny u szczurów PR, a wielokrotne (8x) 

stosowanie tego wyciągu zapobiega rozwojowi tolerancji etanolowej u szczurów WHP.  

Podsumowując na podstawie przeprowadzonych badań moŜna stwierdzić, Ŝe istnieje 

silny związek pomiędzy ilością wypijanego alkoholu, stęŜeniem etanolu we krwi, a poziomem 

greliny aktywnej i całkowitej u zwierząt doświadczalnych, a pomiar greliny we krwi moŜe 

słuŜyć jako wskaźnik predyspozycji do picia alkoholu. Grelina moŜe takŜe słuŜyć jako 

ewentualny marker działania przeciwalkoholowego leków zmniejszających odruch picia 

alkoholu. 
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8. SUMMARY 

 

THE ROLE OF GHRELIN IN THE EFFICIENCY ASSESSMENT 

OF ANTIALCOHOLIC COMPOUNDS 

 

There is a hypothesis that ghrelin, which is able to induce appetite, may contribute to 

the development of alcohol dependence and also act as a peripheral marker through long-term 

alcohol use [Calissendorff i wsp. 2005]. It is known that ghrelin peripheral blood level can be 

affected by the activity of some antipsychotic drugs or stimulant agents [Palik i wsp. 2005, 

Murashita i wsp. 2007], therefore the aim of this study was to asses the contribution of ghrelin 

in activities of antialcoholic drugs in experimental model of alcoholism.  

It was planned to find the relationship between ethanol and ghrelin blood 

concentration both after acute administration and long term alcohol drinking in experimental 

animals, answer for the question whether ghrelin could be a marker for the differentiation the 

preference for alcohol drinking behavior between heterozygotic rats (environmental inducible 

model) and inbred rat lines for ethanol drinking (genetic model), find the relationship between 

antialcoholic activities of chosen agents and ghrelin blood levels in rats after chronic alcohol 

consumption using such antialcoholic drug as acamprosate, naltrexone and extract from root 

of Pueraria lobata - kudzu, and its main isoflavonoids as puerarin and daidzin.  

The study was performed using male Wistar alcohol preferring (PR) and nonpreferring 

(NP) rats (environmental inducible model) and Warsaw High Preferring (WHP) Warsaw Low 

Preferring (WLP) rats. Acamprosate (500 mg/kg m.c., p.o.), naltrexone (0,1 mg/kg m.c., i.p.), 

extract from root of Pueraria lobata (500 mg/kg m.c., p.o), daidzin (40 mg/kg m.c., p.o.) or 

puerarin (150 mg/kg m.c., p.o) were administered to rats for 28 consecutive days. Next, after 

decapitation the acetylated ghrelin (active form) and total ghrelin concentrations in plasma 

were measured using ELISA method.  

It was found that plasma ghrelin concentrations in ethanol-naïve WHP animals 

showed a significantly lower when compared with the ethanol-naïve WLP or Wistar rats. 

After acute ethanol administration the simple or inverse relationship between alcohol 

concentration and both ghrelin levels in plasma of WHP rats or WLP and Wistar animals were 

found, respectively. Chronic alcohol intake in NP, PR and WLP or WHP animals led to 

decrease of active ghrelin concentrations, whereas for total ghrelin the effect were found in 

NP, PR and WHP rats when compared with ethanol-naïve Wistar animals. Moreover, the PR 
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and WHP rats after chronic alcohol drinking had lower levels of both form of ghrelin in 

comparison to NP and WHP, respectively, and the observed differences in ghrelin levels were 

in inverse relationship with their alcohol intake. After acamprosate, naltrexone and daidzin or 

puerarin administration the increase of active and total ghrelin levels were found in WHP or 

PR rats which corresponded with their lowering of alcohol consumption. Multiple (8x) and 

chronic (28x) extract from root of Pueraria lobata administration led to decrease of both 

forms of ghrelin levels in PR animals. Moreover, the multiple kudzu treatment showed the 

protective activity against development of ethanol tolerance in WHP rats.  

Concluding, on basis of the studies it can be assumed that there is a strong relationship 

between alcohol administration or intake, ethanol concentration in blood and both active and 

total ghrelin level in the experimental animals, and ghrelin plasma concentration can be a 

marker of alcohol drinking predisposition. Moreover, ghrelin could be of value as a possible 

indicator of antialcoholic activities of drugs shown by the lowering of alcohol intake. 
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