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WYKAZ SKROTOW

5-HT serotonina (5-hydroksytryptamina)

AC akamprozat

ACTH hormon adrenokortykotropowy (Adrenocorticotropic Hormone)
AgRP peptyd Agouti (Agouti-Related Peptide)

AN jadro migdatowate (amygdaloid nucleus)

CART transkrypty dla CART (Cocaine and Amphetamine Regulated Transcripts)
CRH kortykoliberyna (corticotropin-releasing hormone)

DA dopamina

DAI daidzyna

GABA kwas y-aminomastowy

GABA-A receptor jonotropowy dla kwasu y-aminomastowego

GH hormon wzrostu (growth hormone)

GHRH somatoliberyna (growth-hormone-releasing hormone)

GHRP peptyd uwalniajacy GH (growth hormone releasing peptide)

GHS zwiazki uwalniajace 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 la)
GOAT grelinowa O-acetylotransferaza (ghrelin O-acyltransferase)

KU ekstrakt z korzenia otownika tatkowatego (Pueraria lobata) - kudzu
MC metyloceluloza

NA noradrenalina

NAc jadro potlezace (nucleus accumbens)

NAL naltrekson

NARC jadro tukowate hipokampu (nucleus arcuatus)

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

NO tlenek azotu (nitric oxide)

NP szczury niepreferujace picia alkoholu z wolnego wyboru

NPY neuropeptyd Y

POMC proopiomelanokortyna

PR szczury preferujace picie alkoholu z wolnego wyboru

PUE pueraryna

PVN jadro przykomorowe hipokampu (paraventricular nucleus)

SSRI selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego sertotoniny

VTA brzuszne pole nakrywki srodmozgowia (ventral tegmental area)
WHP szczury preferujace pochodzace z linii (Warsaw High Preffering)
WLP szczury niepreferujace pochodzace z linii (Warsaw Low Preffering)



1. Wstep

Coraz czg$ciej podkresla si¢ udziatl peptydow w rozwoju alkoholizmu oraz ich
mozliwa role jako ewentualnych wskaznikow obwodowych zwiazanych z tym uzaleznieniem
[Schneider i wsp. 2007]. Wydaje sig, ze do najlepiej rozpoznanych zwiazkéw mozemy
zaliczy¢ uktad alkohol — neuropeptyd Y (NPY) oraz alkohol — leptyna. Ta ostatnia zaleznos¢
wydaje si¢ szczeg6lnie interesujaca, bowiem jak wiadomo peptyd ten, jako sygnat sytosci,
powstaje na obwodzie i1 stad moglby stuzy¢ jako ewentualny wskaznik zwiazany z
alkoholizmem [Mikotajczak i wsp. 2002, Wurst i wsp. 2007]. Wiadomo tez, ze leptyna
wydaje si¢ pozostawa¢ w pewnej funkcjonalnej réwnowadze z innym obwodowym peptydem
zaangazowanym w sygnal zwiazany z odczuwaniem glodu i sytosci, a mianowicie z greling
[Gao i Horvath 2007].

Stosunkowo niedawno pojawity si¢ prace [Wurst i wsp. 2007, Zimmermann 1 wsp.
2007], w ktérych sugerowano, iz grelina by¢ moze bierze udziat w patogenezie choroby
alkoholowej, a jej poziom jest dodatnio skorelowany z okresem abstynencji u alkoholikdw,
cho¢ wiele kwestii zwiazanych z dziataniem greliny jest nierozwiazanych, jak cho¢by wzrost
czy spadek stgzenia tego peptydu u alkoholikow podczas okresu aktywnego picia
[Badaoui i wsp. 2008].

Z szerokiej gamy przebadanych potencjalnych lekéw o wlasciwosciach
zmniejszajacych picie alkoholu 1 wydtuzajacych okres abstynencji poprzez nieawersyjne
oddziatywanie, obecnie tylko akamprozat (AC) i naltrekson (NAL) sa uwazane za leki o
udowodnionej skutecznos$ci [Lesch 1 wsp. 2001]. Nalezy jednak podkresli¢, iz oba te $rodki
nie moga by¢ stosowane we wszystkich przypadkach. Jest to zwigzane z niejednorodnoscia
(heterogennos$cia) etiopatogenezy uzaleznienia alkoholowego [Lesch i wsp. 2001], w ktorej
tak sktadowe $rodowiskowe jak i predyspozycje genetyczne moga graé istotna rolg. Stad, by¢
moze, heterogenno§¢ alkoholizmu zwigzana 2z wudzialem réznych mechanizmow
neuroprzekaznikowych w danym momencie choroby jest przyczyna ograniczonej
skuteczno$ci stosowanej farmakoterapii tego uzaleznienia.

Badania majace na celu znalezienie wskaznika uzaleznienia alkoholowego moga wigc
by¢ pomocne zaro6wno do lepszego zdiagnozowania alkoholizmu jak i oceny skutecznosci
leczenia farmakologicznego. Jak dotychczas, nie znaleziono takiego wskaznika, ktory
charakteryzowalby si¢ odpowiednia czulo$cia 1 specyficzno$cia zwiazana z tym
uzaleznieniem. Obecnie najcze$ciej stosowanymi wskaznikami o udowodnionej wartosci

diagnostycznej sa  gammaglutamylotransferaza  (transpeptydaza GGT), caltkowita
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transaminaza asparaginianowa (AST) 1 $rednia objeto$¢ erytrocytu (MCV) [Niemeld
1 Alatalo 2007].

Niemniej zaden z tych markeréw nie jest swoisty, tj. zarowno ich czulo$¢ jak i
specyficznos$¢ nie sa wystarczajace, aby wykluczy¢ wptyw innych patologicznych czynnikow
na otrzymywane wyniki. Rowniez stosowane coraz cz¢sciej zdesjalowana transferyna czy
kwas sjalowy jako biologicznych markeréw nie spetnia wszystkich kryteriow idealnego
wskaznika choroby alkoholowej [Chrostek 1 wsp. 2007]. Stad poszukiwanie markerow, ktore
lepiej pozwolilby oceni¢ genetyczne predyspozycje, lub stan pacjenta w czasie naduzywania
alkoholu stanowi ciagle przedmiot zainteresowan wielu badaczy [Niemeld i Alatalo 2007,
Bianchi 2010].

Badania zaprezentowane w niniejszej pracy pozwola by¢ moze odpowiedzie¢ na
pytania czy grelina uczestniczy w osrodkowym dzialaniu alkoholu i czy ewentualnie moze
stanowi¢ wskaznik zmian towarzyszacych piciu alkoholu. Pozwola one takze oceni¢ wptyw
uznanych lekow przeciwalkoholowych dziatajacych poprzez uklad pobudzajacych
aminokwasoéw (AC), uklad opioidowy (NAL) czy $rodka o spodziewanym dziataniu
przeciwalkoholowym pochodzenia ro$linnego - wyciagu z korzenia otownika tatkowatego
(Pueraria lobata) (KU) oraz jego izoflawonoidéw — pueraryny (PUE) i daidzyny (DAI) na
efekty picia alkoholu oraz okreslenia na ile te efekty koresponduja z poziomami greliny we

krwi obwodowej zwierzat.

1.1. Alkoholizm

Termin alkoholizmu obejmuje szereg zmian, zaréwno fizycznych, jak i psychicznych,
zwiazanych z dlugotrwalym piciem alkoholu, ktorych skutkiem jest nieodparta cheé picia
alkoholu w celu osiagnigcia euforii i zniesienia nieprzyjemnych objawow abstynencji.
Prowadzi to do wielu niekorzystnych zmian w funkcjonowaniu organizmu lacznie z
marsko$cia watroby, zmianami miazdzycowymi, zmianami w przewodzie pokarmowym,
zaburzeniami neurologicznymi 1 psychicznymi, dzialaniem anorektycznym oraz ogdélnym
wyniszczeniem organizmu. Toksyczne dziatanie etanolu wynika z dziatania samego etanolu
na tkanki organizmu jak i z oddzialywania jego metabolitow: aldehydu octowego i kwasu
octowego [Senczuk 2002].

Nadmierne spozywanie alkoholu 1 uzaleznienie od alkoholu jest powaznym
problemem medycznym, spotecznym, i ekonomicznym [Global status report on alcohol and

health, WHO 2011].



Pomimo rozpowszechnienia tego zjawiska oraz jego powaznych konsekwencji, nadal
brak dobrych metod diagnostycznych oraz efektywnych i bezpiecznych metod leczenia.
Dlatego gléwnym celem badan i poszukiwan nowych zwiazkéw o dziataniu leczniczym jest
znalezienie zwiazkow selektywnie redukujacych symptomy odstawienia, utatwiajacych
osiagnigcie stanu abstynencji, znoszacych lub zmniejszajacych poalkoholowa toksycznosé
oraz zapobiegajacych powrotowi do natogu [Schuckit 2009].

Zaobserwowano, ze istnieja réznice migdzy uzaleznieniem od alkoholu u kobiet i u
mezezyzn [Dawson 1 Archer 1992, Diehl 1 wsp. 2007]. U mgzczyzn obserwuje si¢ czgsciej
dziedziczenie alkoholizmu, natomiast u kobiet jest to z reguty wplyw $rodowiskowy [Jang i
wsp. 1997, Moscato i wsp. 1997, van den Bree i wsp. 1998]. Rozwdj uzaleznienia od
alkoholu w duzej mierze zalezy od jego wptywu na uklad nagrody w mézgu, omowionego
szerzej w rozdziale 1.1.4 [Tupala 1 Tithonen 2004]. Uklad ten decyduje o osobniczym
wptywie takich czynnikdéw jak jedzenie czy substancje uzalezniajace (alkohol, nikotyna,
kokaina) [Engel i wsp. 1988, Volkow i wsp. 2002, Di Chiara 2005]. Obserwuje si¢ duza
wspotzaleznos$¢ uzaleznienia od nikotyny i alkoholu - ponad 90% uzaleznionych od alkoholu
pali papierosy [Bin i Burge 1990] jak i migdzy zaburzeniami jedzenia a uzaleznieniem od
tych substancji [Falk i wsp. 2006, Volkow i wsp. 2003].

Ztozono$¢ problemu, jakim jest uzaleznienie od alkoholu stwarza powazne wyzwanie
dla poszukiwan wiarygodnych i precyzyjnych markerow dla diagnostyki tego uzaleznienia, a
badania nad zwiazkami skutecznymi w jego leczeniu wymagaja poszukiwania innych, by¢
moze nowych punktow uchwytu dla nowych lekéw syntetycznych i pochodzenia ro§linnego

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

1.1.1. Typologia alkoholizmu

Alkoholicy jako pacjenci stanowia grupg bardzo niejednorodna. Na mozliwos¢
wystapienia alkoholizmu wptyw ma wiele czynnikow, takich jak: cechy osobowosci z okresu
przed uzaleznieniem, wystgpowanie alkoholizmu i choréb afektywnych w rodzinie,
wspotwystepowanie zaburzen psychicznych, poczatek uzaleznienia (wiek chorego), stopien
uzaleznienia, czynniki genetyczne, pte¢ i inne. Ze wzgledu na te i inne cechy, alkoholizm byt
dzielony poczatkowo na dwa typy opracowane przez Cloningera - tzw. typ 1 (zenski) i typ 2
(meski) [Cloninger 1987, Cloninger 1 wsp. 1988], a Lesch i wsp. udowodnili istnienie 4 typow
alkoholizmu [Lesch i wsp. 1990, 1996, 2001]. Wedhug Cloningera typ 1 ma by¢ silnigj

zwiazany ze Srodowiskiem, wystepuje zwykle po 25 roku zycia i jest bardziej typowy dla



kobiet oraz 0s6b neurotycznych ze sktonnos$ciami do depresji. Natomiast typ 2 wedlug tej
typologii zwiazany jest raczej] z plcia meska, charakteryzuje si¢ wczesniejszym
wystepowaniem (przed 25 rokiem zycia), ma wysoki stopien przenoszenia genetycznego z
ojca na syna oraz niewielki udzial wptywu §rodowiska. Z kolei Lesch 1 wsp. uwazaja, ze
pierwszy typ (,,alergiczny”) jest zwiazany przede wszystkim z wystegpowaniem silnych,
fizycznych objawow odstawienia, wraz z pojawieniwm si¢ psychoz alkoholowych i drgawek,
w drugim typie czgsto pojawiaja si¢ gk, trauma, agresywno$¢ (objawy tzw. dyzinhibicji). Z
kolei w trzecim typie wg Lescha wystegpuja silne zmiany afektu o charakterze depresyjnym, a
picie alkoholu ma by¢ §rodkiem przeciwdzialajacym tym zmianom. Wystgpowanie czwartego
typu ma by¢ najbardziej skorelowane z udziatem zmian organicznych w moézgu (zwlaszcza
<14 roku zycia), silna skladowa genetyczna (wystgpowanie rodzinnego alkoholizmu) oraz
udzialem innych zaburzen psychicznych. Niektorzy polscy naukowcy zapropnowali istnienie
trzech podtypow w ramach tzw. typu 2 (megskiego) [Hauser i Rybakowski 1997]. Stosunkowo
niedawno na podstawie badan przeprowadzonych przez Cardoso i wsp. pojawita si¢ jeszcze
bardziej ztozona typologia (tzw. NET) zaktadajaca istnienie 5 gtownych grup [Cardoso 1 wsp.
2006]. Nalezy podkresli¢, ze w dalszym ciagu sprawa typologii jest przedmiotem ciagtych
analiz w ramach ww. jak i innych klasyfikacji wtaczajac w to znaczenie tzw. biomarkeréw [Li

1 wsp. 2007, Pombo i Lesch 2009].

1.1.2. Tolerancja alkoholowa

Mechanizmy rozwoju tolerancji na alkohol nie sa w pelni poznane [Lieber 2005].
Generalnie, po mniej lub bardziej dlugotrwatym zazywaniu alkoholu organizm kompensuje
jego nadmierne ilo$ci na trzy sposoby [Lieber 2005], poprzez:

1. tolerancj¢ metaboliczna (farmakokinetyczna) pojawiajaca si¢ po piciu przez 1-2
tygodni - szybko$§¢ metabolizmu etanolu wzrasta o okoto 30%,

2. tolerancj¢ komodrkowa (farmakodynamiczna) - jako zlozony proces adaptacyjny
wptywajacy na funkcjonowanie btony komorkowej neuronu (przeplyw jondw,
transdukcja sygnalu, réozne zmiany biochemiczne komorki), ktore po odstawieniu
etanolu nie wracaja do stanu normalnego przez wiele tygodni i sa prawdopodobnie

odpowiedzialne za powstawania zaleznosci fizycznej,



3. tolerancj¢ behawioralna - nawet przy duzym stgzeniu etanolu oraz dlugotrwatych
zmianach adaptacyjnych organizm funkcjonuje lepiej niz moznaby si¢ tego
spodziewac.

Przyjmuje si¢ jednak, ze nadmierne spozywanie alkoholu przez dtuzszy czas jak i
genetyczne predyspozycje powoduja w konsekwencji zmiany w neurochemii moézgu u
alkoholikéw [Tambour i Quertemont 2007].

Uwaza sig, ze zmiany te powoduja rozwdj tolerancji oraz niepohamowanej checi picia.
Tolerancja powoduje zmniejszenie przyjemnosciowych skutkéw dziatania i prowadzi do
ciaglego zwigkszania dawki alkoholu w celu uniknigcia zespotu odstawienia [Koob 2003].
Dla tolerancji alkoholowej charakterystyczny jest wzrost aktywnosci receptorow
opioidowych, aktywnos$ci kortykoliberyny (CRH), wysokie powinowactwo alkoholu do
receptorow GABA-A oraz niskie powinowactwo do receptorow NMDA. Natomiast zespot
odstawienia charakteryzuje si¢ wysoka aktywno$cia receptorow NMDA 1 niska receptorow
GABA-A, co jest zauwazalne w symptomach zespotu odstawienia takich jak nadcisnienie,

czy wystepowanie drgawek [Kostowski i Herman 2003].

1.1.3. Zespol abstynencyjny

Zespot abstynencyjny (zespot odstawienia) — jest to zespdt objawow
charakterystycznych dla uzaleznienia fizycznego, takich jak: drzenie migéni, tiki nerwowe,
mdlosci, bole glowy, przyspieszona akcja serca. W sferze psychicznej pojawiaja si¢ stany
lekowe, pobudzenie ruchowe, niepokoj, depresja, zaburzenia snu, poczucie ogolnego rozbicia.
[Wasilewski 1 wsp. 2000, Kostowski i Herman 2003].

U osoby uzaleznionej dalsze spozywanie alkoholu stuzy przede wszystkim uniknigciu
tych negatywnych objaw6éw. Mechanizm ten mozna wiaza¢ z oddzialywaniem etanolu na
uktad GABA-ergiczny i glutaminianergiczny, chociaz rola wielu innych neurotrnsmiterow,
np. noradrenaliny (NA), serotoniny (5-HT) czy dopaminy (DA) jest takze postulowana w
wielu pracach [Johnson 2008].



1.1.4. Biologiczne podstawy choroby alkoholowej - rola wybranych
peptydow

Klinicznym objawem uzaleznienia jest zespot objawdw somatycznych i psychicznych
zwiazanych z brakiem kontroli nad stosowaniem danej substancji i uzywaniem jej mimo
niekorzystnych nastgpstw. Struktury mézgowe odpowiedzialne za powstawanie uzaleznienia,
zwiazane sa z tzw. ukladem nagrody. Podstawg tego uktadu stanowi glownie szlak
dopaminergiczny, ktory biegnie od brzusznego pola nakrywki srodmoédzgowia (VTA, ventral
tegmental area) do kory przedczotowej i jadra pollezacego (NAc, nucleus accumbens -
struktury uktadu limbicznego), co stanowi wspolna droge koncowa dziatania nagradzajacego
wigkszo$ci substancji uzalezniajacych [Bilikiewicz 2002]. Uwalniane DA z NAc jest
regulowane przez wiele czynnikow hamujacych 1 pobudzajacych. Glutaminergiczne drogi
pobudzenia zapoczatkowane sa w korze i hipokampie. Niosa one informacje o pamigci, a
takze emocjonalnych i psychologicznych warto$ciach zwiazanych z alkoholem. Neurony
hamujace jako gldwnego neuroprzekaznika uzywaja GABA [Hyman i wsp. 2006].

W uzaleznieniu od alkoholu znaczna rol¢ wykazuja neuropeptydy podwzgorza.
Szczegblne znaczenie zostalo udowodnione dla B-endorfin, ktérych niedobdr moze byé
przyczyna naduzywania alkoholu [Grahame i wsp. 2000, Zalewska-Kaszubska i wsp. 2008a,
2008b, Grisel 1 wsp. 2009]. W ostatnich latach rowniez inne peptydy, takie jak leptyna,
grelina, oreksyna czy galanina zyskaly znaczenie jako potencjalnie zwiazane z patogeneza
alkoholizmu [Yildiz i wsp. 2004, Leibowitz i wsp. 2007].

Alkohol powoduje m.in. aktywacj¢ uktadu opioidowego, co powoduje zwigkszenie
uwalniania DA w NAc, najwazniejszej strukturze w mezolimbicznym uktadzie nagrody,
odpowiadajacej za dzialanie nagradzajace i pelniacej wazna rol¢ w rozwoju uzaleznien
[Herz 1997]. W wielu pracach zaznacza si¢ znaczenie zaburzen mezolimbicznego uktadu
nagrody w rozwoju uzaleznien oraz zmiany adaptacyjne obserwowane w jego obszarze
bedace skutkiem przewlektego naduzywania alkoholu [Rudzinska i wsp. 2009].

Uwalnianie dopaminy z NAc jest pod silna hamujaca kontrola uktadu
GABA-ergicznego. W obszarze brzusznym pola nakrywki (VTA) wydzielanie dopaminy jest
réwniez regulowane przez neuroprzekazniki zaréwno hamujace jak i pobudzajace. Neurony
VTA sa hamowane przez neuroprzekaznik GABA, natomiast pobudzenie glutaminergiczne
przychodzi z r6znych struktur uktadu limbicznego [Olsen 2011].

Duze jednorazowe dawki alkoholu (acute alcohol) powoduja zniesienie hamujacego

dziatania GABA na NAc i wyrzut duzej ilo$ci dopaminy, co wiaze si¢ z silnym pobudzeniem,



brakiem kontroli nad wlasnym zachowaniem, efektem odhamowania, a takze
agresja [Olsen 2011].

Podczas dlugotrwalego spozywania alkoholu nastgpuje spadek aktywnosci receptorow
GABA-A w VTA, w ten sposob znosi si¢ hamujace dzialtanie GABA na receptory
dopaminergiczne i tym samym nasila neurotransmisj¢ dopaminy [Swift 2003, Johnson 2004a,
Kenna 1 wsp. 2004a, 2004b]. Prowadzi to do silnego pobudzenia po kolejnej duzej dawce
spozytego alkoholu. Przewlekle picie prowadzi do nadpobudliwosci GABA-A (a wigc
silniejeszego hamowania) oraz hipofunkcji receptorow dopaminergicznych. Aby wigc
utrzyma¢ normalng funkcje uktadu dopaminergicznego nalezy ciagle spozywaé alkohol
[Johnson 2004a,b,c].

W badaniach nad dzialaniem alkoholu po jego jednorazowym podaniu
zaobserwowano wzrost poziomu B-endorfin w podwzgdérzu [Popp 1 Erickson 1998], jadrze
migdatowatym (AN, amygdaloid nucleus) [Lam i wsp. 2008] czy w osoczu krwi [Zalewska-
Kaszubska i wsp. 2005, 2006]. Natomiast dtugotrwate podawanie alkoholu prowadzi do
rozwoju zmian adaptacyjnych, czego skutkiem jest spadek syntezy PB-endorfin oraz ich
prekursora POMC (proopiomelanokortyny) [Wilkinson 1 WwSp. 1986,
Vescovi i wsp. 1992]. Badania nad szczurami preferujacymi picie alkoholu z wolnego wyboru
(PR) i niepreferujacymi (NP) wykazaty, ze podanie alkoholu szczurom powoduje znamiennie
wyzsze uwalnianie B-endorfin u szczurow PR w poréwnaniu z NP [Zalewska-Kaszubska 1
wsp. 2005].

Podobne badania nad szczurami pochodzacymi z tzw. linii, a wigc z genetyczna
predyspozycja picia - WHP (Warsaw High Preffering) i brakiem predyspozycji - WLP
(Warsaw Low Preffering) wykazatly, ze poziom B-endorfin jest wyjsciowo nizszy u WHP, ale
po podaniu alkoholu wzrasta silniej u WHP, niz u WLP [Zalewska-Kaszubska 1 wsp. 2005].
Wspolgrato to z wynikami innych autorow, ktorzy stwierdzili, Ze u myszy ze zmniejszona
genetycznie synteza -endorfin spozycie alkoholu znaczaco wzrastato w stosunku do kontroli
[Grisel i wsp. 1999].

W  okresie abstynencji, tuz po odstawieniu alkoholu, dochodzi do -efektow
anksjogennych i ztego samopoczucia, co moze mie¢ zwiazek z psychologiczna potrzeba picia
i powrotu do natogu w celu wyréwnania niedoboru B-endorfin.

U os6b z genetyczna predyspozycja do alkoholizmu zaobserwowano znaczace
obnizenie poziomu B-endorfin i ich wzmozona produkcje w odpowiedzi na alkohol
[Gianoulakis 1 wsp. 1996]. Stad tez, Froehlich sugerowal, ze badanie wptywu alkoholu na

poziom p-endorfin moze by¢ markerem genetycznego ryzyka uzaleznienia od alkoholu
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[Froehlich i wsp. 2000]. Réwniez w innych badaniach udowodniono udziat B-endorfin w
patogenezie uzaleznienia od alkoholu [Zalewska-Kaszubska 1 wsp. 2005, 2007,
Kiefer i wsp. 2006].

Jest to zgodne z oberwacjami, ze podczas abstynencji alkoholowej obnizenie poziomu
B-endorfin jest dlugotrwate. Jego obnizenie u alkoholikow stwierdzono nawet po 10 latach
abstynencji [Del Arbol i wsp. 1995].

Peptydem budzacym szerokie zainteresowanie 1 prawdopodobnie majacym zwiazek z
piciem alkoholu jest leptyna. Badania kliniczne wykazaty, ze osoczowe stgzenie leptyny u
hospitalizowanych alkoholikéw jest wyraznie wyzsze niz u zdrowych ochotnikow [Kiefer i
wsp. 2001, Nicolas i wsp. 2001]. Wykazano takze, pozytywna korelacj¢ migdzy poziomem
leptyny, a pojawieniem si¢ silnych objawdéw odstawienia w pierwszych dniach abstynenc;ji.
Réwniez pdzniejsze badania potwierdzaja wplyw zwigkszonego stezenia leptyny
skorelowanego z objawami odstawienia, gtodem alkoholowym oraz przymusem picia u oséb
uzaleznionych [Kraus i wsp. 2004, Hillemacher i wsp. 2006]. Ostatnio stwierdzono, ze
istnieje silny zwiazek pomigdzy poziomami leptyny a wysokimi warto$ciami na skalach
mierzacych objawy zaburzen obsesyjno-kompulsywnych u alkoholikow [Lenz 1 wsp. 2010].

Interesujace sa roéwniez badania nad rola NPY w uzaleznieniu od alkoholu. Badania
przeprowadzone na szczurach preferujacych (PR) i niepreferujacych (NP) picie alkoholu
wykazaty, ze zwierzeta z linii PR wykazuja wyraznie nizsze stgzenie NPY w AN,
podwzgorzu 1 korze czotowej [Ehlers 1 wsp. 1998]. U zwierzat preferujacych alkohol
wykazano polimorfizm genu kodujacego NPY, ktory moze by¢ odpowiedzialny za zmieniony
poziom NPY [Spence i wsp. 2005]. Stwierdzono réwniez, ze myszy z genetycznym brakiem
NPY (NPY—/-) przyjmuja wigksze ilosci etanolu, niz myszy typu dzikiego i sa bardziej
odporne na jego sedatywne dzialanie. Natomiast myszy z nadekspresja genu NPY, przyjmuja
mniejsze ilo$ci etanolu oraz wykazuja wigksza wrazliwos¢ na jego dziatanie sedatywne
[Thiele 1 wsp. 1998]. Obserwacje te sugeruja istnienie odwrotnej korelacji migdzy
aktywnos$cia NPY, a konsumpcja etanolu. Potwierdzaja to rowniez badania przeprowadzone
na dwoch liniach szczuréw preferujacych alkohol, w ktorych wykazano zmniejszenie
spozycia alkoholu po podaniu NPY do komér mozgu [Badia-Elder i wsp. 2001, 2003].
Ponadto u szczurow przewlekle pijacych alkohol, w okresie jego odstawienia,
zaobserwowano obnizona ekspresj¢ NPY w korze moézgowej, AN oraz w podwzgorzu
[Roy i Pandey 2002].

Do innych peptydéw badanych pod katem udzialu w mechanizmach uzaleznieniowych

mozemy zaliczy¢ galaning. Z badan laboratoryjnych wynika, ze spozywanie alkoholu wptywa
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na poziom galaniny w podwzgérzu [Leibowitz 1 wsp. 2003]. U szczuréw obu pici
otrzymujacych etanol dootrzewnowo, jak 1 u tych, ktore pity alkohol w warunkach wolnego
wyboru, zaobserwowano zwigkszona ekspresj¢ mRNA dla galaniny w jadrze grzbietowo-
przysrodkowym 1 przykomorowym podwzgdrza. Poziom mRNA zmniejszal si¢ natomiast w
czasie odstawienia alkoholu podtrzymanego przez podawanie naloksonu, antagonisty
receptoréw opioidowych. Iniekcje naloksonu powodowaty wyrazny spadek ekspresji mRNA
galaniny u szczuréw pijacych alkohol, ale nie u szczurow pijacych wodg. Sugeruje to
jednoczesne zaangazowanie galaniny i opioidow w spozywanie alkoholu [Leibowitz i wsp.
2003].

Ciekawe efekty badan zwiazku pepatydow z dziataniem alkoholu dotycza réwniez
oreksyn. Badania do$wiadczalne wykazaty, Zze sa one zaangazowane w behawior
poszukiwania bodZca nagradzajacego przez zwierzgta uzaleznione od $rodkéw odurzajacych
m.in. alkoholu [Lawrence i wsp. 2006]. W badaniach przeprowadzonych na liniach szczuréw
preferujacych alkohol stwierdzono, ze po dootrzewnowym podaniu SB334867, antagonisty
receptora oreksynowego OXI1-R, zwierzgta znajdujace si¢ w sytuacji, ktora poprzednio
wiazata si¢ z dostgpnoscia alkoholu, nie przejawialy zachowan aktywnego poszukiwania
alkoholu. Pod wplywem antagonisty receptora oreksynowego nastapito zniesienie przymusu
picia u badanych szczuréw. Ponadto u tych zwierzat wykazano zwigkszona ekspresj¢ mRNA
dla oreksyn w bocznej czgsci podwzgorza [ Lawrence 1 wsp. 2006].

W innych badaniach, na szczurach preferujacych alkohol etylowy zaobserwowano, ze
w czasie jego przyjmowania stezenie CRH w AN zwierzat jest obnizone [Ehlers i wsp. 1992].
Natomiast w okresie abstynencji stezenie tego peptydu zwigksza si¢ w okresie do 12 godzin
po odstawieniu alkoholu [Pich 1 wsp. 1995]. Zaobserwowano rdéwniez, ze obnizonemu
stezeniu CRH w trakcie spozywania alkoholu towarzyszy sensytyzacja receptoréw CRH
[Ehlers 1 wsp. 1992]. Wyniki tych badan sugeruja, ze przeciwlgkowe dziatanie alkoholu moze
by¢ zwiazane z supresja systemu CRH, a zachowania Igkowe towarzyszace odstawieniu
alkoholu sa spowodowane nadczynnoscia tego systemu. Podanie antagonisty receptorow
CRH-1 znosito zachowania Igkowe wywolane u badanych zwierzat odstawieniem alkoholu.
Sugeruje to istotng rolg receptora CRH-1 w wystapieniu zachowan lgkowych zwigzanych z
abstynencja oraz w posredniczeniu w nadmiernym spozywaniu alkoholu przez zwierzgta

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

Stosowane dotychczas leki takie jak disulfiram, bazuja na efektach awersyjnych
zwiazanych z kojarzeniem picia z nieprzyjemnym do$wiadczeniem i ograniczaniu picia na
skutek wytworzenia Igku przed jego negatywnymi skutkami. Metody te sa jednak obecnie
uznawane za nieetyczne 1 niebezpieczne, coraz czgsciej tez podnosi si¢ ich ograniczona
skuteczno$¢ [Keung 2003, Schuckit 2009].

Niektorzy autorzy postuluja taczenie odpowiedniej typologii lub psychobiologicznych
modeli koniecznosci picia alkoholu z odpowiednim leczeniem farmakologicznym
[Addolorato 1 wsp. 2005, Soyka 1 wsp. 2008]. U pacjentow, u ktorych przewaza koniecznos¢
uzyskania przyjemnosci z picia alkoholu, co taczy si¢ z =zaburzeniami uktadu
dopaminergicznego i1 opioidowego, postuluje si¢ leczenie naltreksonem - antagonista
receptorow opioidowych. U pacjentow z silna potrzeba osiagnigcia spadku napigcia
psychicznego (konieczno$¢ relaksu), spowodowana zaburzeniami GABA 1 aktywnoS$cia
uktadu glutaminianergicznego, postuluje si¢ stosowanie akamprozatu lub baklofenu (agonisty
GABA-B). Natomiast u chorych z obsesyjnym pragnieniem picia (wywolanym utrata
samokontroli), prawdopodobnie spowodowanym zbyt niskim stgzeniem 5-HT, leczenie
powinno opiera¢ si¢ na stosowaniu SSRI (selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego
serotoniny — np. fluoksetyna, sertralina), baklofenu czy topiramatu [Addolorato i wsp. 2005,
Soyka 1 wsp. 2008].

Nalezy jednak podkresli¢, ze jak do tej pory brak jest skutecznego i bezpiecznego leku

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

1.2.1. Naltrekson (NAL)

W licznych badaniach zaznacza si¢ udziat uktadu opioidowego w nagradzajacym
dziataniu alkoholu [Hill i wsp. 2010]. NAL jest antagonista receptoréw opioidowych — w
przeciwienstwie do naloksonu, ktory sie nie wchatania z przewodu pokarmowego, NAL moze
by¢ stosowany droga doustna. Na podstawie wielu klinicznych badan stwierdzono, ze $rodek
ten ma zdolno$¢ dziatania “antyalkoholowego” poprzez wydhuzanie okresu abstynencji u
ludzi [Mason 2003, McGeary 1 wsp. 2006, Kiefer 1 wsp. 2007], cho¢ znane s3 tez zaskakujace
dane o wrecz przeciwnym dzialaniu tego zwiazku, za co mégtby odpowiadaé polimorfizm

genoéw zwiazanych z uktadem opioidowym [McGeary i wsp. 2006].
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W licznych, cytowanych wyzej badaniach nad dziataniem NAL, stwierdzono
ograniczenie spozycie alkoholu przez pacjentéw leczonych tym lekiem — réwnoczes$nie
wykazuje on jednak wiele dziatan ubocznych: widoczne objawy zespolu odstawienia,
nudnosci, hepatotoksyczno$¢, zaburzenia nastroju oraz znuzenie - moga to by¢ czynniki
ograniczajace jego stosowanie [Mason 2003].

NAL, jako antagonista receptorow opioidowych, ma réwniez wplyw na poziomy
endogennych opioidow. Podanie NAL znaczaco obniza picie u zwierzat preferujacych, co
pozostaje w zwiazku z udzialem f-endorfin w uzaleznieniu od alkoholu
[Grahame 1 wsp. 2000]. Przewlekle stosowanie NAL powoduje bowiem spadek spozycia
etanolu przy jednoczesnym wzroscie endogennych B-endorfin [Zalewska-Kaszubska 1 wsp.
2008a, 2008b]. Taki mechanizm moze by¢ powiazany z dzialaniem wyrownujacym niedobor

B-endorfin w abstynencji alkoholowej [Rudzinska i wsp. 2009].

1.2.2. Akamprozat (AC)

AC nalezy do nowej generacji lekow stosowanych w leczeniu alkoholizmu u ludzi
[Lesch i wsp. 2001, Mason 2003]. Wigkszo$¢ doniesien potwierdza jego skuteczno$¢ jako
srodka farmakologicznego pozwalajacego utrzymywac abstynencj¢ w dtuzszym okresie czasu
oraz zmniejsza¢ 1lo$¢ spozywanego alkoholu przez osoby uzaleznione. Uwaza sig obecnie, ze
jego dziatanie przede wszystkim zwiazane jest z uktadem pobudzajacych aminokwasow, a
zwlaszcza z oddziatywaniem poprzez receptory glutaminianergiczne typu NMDA czy
metabotropowe typu 5 (tzw. mGIluRS) [Mann i wsp. 2008]. Ponadto, AC wykazuje
podobienstwo strukturalne do neurotransmitera GABA 1 prawdopodobnie wchodzi w reakcje
z GABA-A [Pierrefiche i wsp. 2004]. Nalezy jednak podkresli¢, iz doktadny mechanizm
dzialania tego leku jest jak dotad niezbyt jasny i ciagle stanowi przedmiot wielu badan [Chau
1 wsp. 2010].

Roéwniez, podobnie jak w przypadku NAL, przewlekte stosowanie AC powoduje
spadek spozycia etanolu przez szczury przy jednoczesnym wzroscie poziomu endogennych
B-endorfin [Zalewska-Kaszubska i wsp. 2008a, 2008b]. Taki mechanizm moze mie¢ zwiazek
z dzialaniem wyréwnujacym niedobor p-endorfin w czasie abstynencji alkoholowej

[Rudzinska i wsp. 2009].
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1.3.  Srodki pochodzenia ro$linnego

Jak do tej pory brak skutecznych lekéw stosowanych w leczeniu alkoholizmu, dlatego
réwnolegle poszukuje si¢ lekow roslinnych. Wyniki badan przeprowadzonych z uzyciem
réznych $rodkéw pochodzenia roslinnego wykazaly pewna ich skuteczno$¢ w ograniczeniu
spozycia alkoholu, a takze w leczeniu symptoméw zespolu odstawienia [Mikotajczak 2006].
Niektore $rodki roslinne wykazuja rowniez dziatanie utrzymujace abstynencje u pacjentéw
oraz ograniczaja skutki tego odstawienia. Jednym z bardziej obiecujacych preparatow
pochodzenia roslinnego jest wyciag z otlownika tatkowatego - kudzu (KU) oraz zawarte w

nim izoflawonoidy pueraryna (PUE) i daidzyna (DAI) [Mikotajczak 1 wsp. 2009].
1.3.1. Kudzu (KU)

Pueraria lobata, czyli otownik tatkowaty nalezy do rodziny Motylkowatych
(Fabaceae). Jest to wieloletnia ro$lina pnaca, wystgpujaca we Wschodniej Azji (Chiny,
Japonia, Korea). W tradycyjnej medycynie chinskiej roslina ta jest uzywana jako $rodek
napotny, przeciwgoraczkowy, przeciwwymiotny, przeciwbiegunkowy i mlekopedny. Odwary
stosowano w przezigbieniach, czerwonce, odrze, w boélach szyi i oczu [Shebek i Rindone
20007].

Na podstawie doniesien pochodzacych =z naturalnej medycyny chinskiej,
zaproponowano zastosowanie KU jako $rodka przeciwko zatruciom alkoholowym, w celu
ograniczenia nadmiernego spozycia alkoholu w chronicznym alkoholizmie oraz w znoszeniu
negatywnych skutkéw zespotu odstawienia. W badaniach stosowano zaréwno ekstrakty z
korzenia (Radix puerariae) jak 1 kwiatu (Flos puerariae) [Lin 1 wsp. 1996,
Keung i Vallee 1998].

Za aktywna grupg zwiazkdw w tej roslinie uwaza si¢ izoflawonoidy. Wiele z nich
wystepuje w postaci barwnikéw, we wszystkich organach ro$linnych. Z roé$liny Pueraria
lobata wyodrgbniono 1 oznaczono nastgpujace izoflawonoidy: PUE (160 mg/g ekstraktu),
DAI (22 mg/g ekstraktu), genistyne (3,7 mg/g ekstraktu), daidzeing (2,2 mg/g ekstraktu), 4°,7-
diglukozyd daidzeiny — (1,2 mg/g), genisteing — (0,2 mg/g), formonoteing — (0,16 mg/g)
[Keung i Vallee 1998].

Udowodniono, Ze za dzialanie zmniejszajace picie alkoholu odpowiedzialne sa
glownie 3 sktadniki ekstraktu: DAI, daidzeina oraz PUE, przy czym najwigksza skutecznos¢
wykazywata DAI [Benlhabib i wsp. 2004]. Redukcj¢ spozycia alkoholu oraz ograniczenie
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negatywnych symptomoéw zespolu abstynencyjnego wykazano na zwierzgcych modelach
doswiadczalnych [Keung i Vallee 1998, Keung 2003].

W badaniach wptywu KU na uktad enzymatyczny watroby wykazano, ze ogranicza on
hepatotoksyczno$¢ etanolu poprzez wpltyw na enzymy metabolizujace etanol [Kim i wsp.
2002]. Udowodniono, ze sktadniki czynne ekstraktu moga wpltywaé ograniczajaco na
spozycie etanolu poprzez modulowanie aktywno$ci GABA oraz NMDA, a takze przez
hamowanie aktywnosci kanalow wapniowych [Overstreet i wsp. 2003]. Jak do tej pory nie
udato si¢ ustali¢ mechanizmu tego dziatania, ani stwierdzi¢ ich dziatania o$rodkowego. By¢
moze mechanizmy dziatania ekstaktu z KU sa zwigzane ze zmianami biochemicznymi na
obwodzie, na przyktad zmianami w sktadzie bialek osoczowych, co powoduje posrednie
oddziatywanie na OUN [Bandyopadhyay i wsp. 1998, Poddar i wsp. 2000, Keung 2003].

W jednym z pierwszych badan klinicznych na 38 ochotnikach, 21 osobom podawano
KU. Mimo wcze$niejszych obiecujacych wynikow na zwierzgtach, nie udato si¢ udowodni¢
korzystnego dzialania ekstraktu u pacjentéw [Shebek i Rindone 2000]. W innych badaniach
przeprowadzonych na 14 ochotnikach ,,heavy drinkers” stwierdzono, ze 7-dniowe podawaniu
preparatu zawierajacego 500 mg KU prowadzilo do ok. 40% zmniejszenia ilo$ci wypijanego
alkoholu (w tym przypadku piwa) przez uczestnikoéw badania, nie dajac dziatan ubocznych
[Lucas i wsp. 2005]. W ostatniej pracy przeprowadzonej na 12 ochotnikach o umiarkowanym
spozyciu alkoholu (7 drinkow/tydzien) stwierdzono, ze podawanie przez 9 dni KU
(750 mg catkowitej iloSci izoflawonoidéw/dobg) nie powodowato Zzadnych negatywnych
skutkéw krazeniowych, czy kognitywnych, co mialoby $wiadczy¢é o bezpieczenstwie jego

stosowania [Penetar i wsp. 2011].

1.3.2. Daidzyna (DAI)

DAI jest gléwnym, aktywnym sktadnikiem KU. Badania potwierdzajace jej
farmakologiczna skuteczno$¢ zostaly przeprowadzone na modelach zwierzecych. Podawano
chomikom rasy syberyjskiej alkoholowy ekstrakt z  korzenia w  dawce
1500 mg/kg m.c./dobg i stwierdzono ograniczenie spozycia alkoholu przez zwierzgta o 50%
[Keung 2003]. Badania przeprowadzone na szczurach wykazaly skuteczno$¢ tego ekstraktu
juz w dawce 500 mg/kg m.c./dobg [Benlhabib i wsp. 2004].

DAI dziata prawdopodobnie jako selektywny i skuteczny inhibitor dehydrogenazy
aldehydowej (ALDH-2) obecnej w mitochondriach. W badaniach na chomikach,

porownujacych dziatanie DAI z dziataniem disulfiramu, jako nieodwracalnego inhibitora
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ALDH wykazano, ze podawanie DAI w dawce powodujacej ograniczenie spozycia etanolu o
50% nie ma wplywu na metabolizm etanolu i aldehydu octowego, a wigc mechanizm
dzialania awersyjnego jest rozbiezny z dziataniem disulfiramu [Keung 1 wsp. 1995].

DAI jako inhibitor ALDH-2 moze redukowaé picie etanolu poprzez zaburzanie
metabolizmu monoamin takich jak 5-HT czy DA. Przypuszcza si¢, ze DAI hamuje proces
przemiany aldehydow w kwasy, w mitochondriach watrobowych [Rezvani i wsp. 2003].
Rezultaty szczegdétowych badan z uzyciem syntetycznych analogéw amin i ich pochodnych
pozwolity stwierdzi¢, ze miejscem dziatania DAI jest szlak MAO - ALDH-2 oraz, ze
biogenny aldehyd powstajacy w wyniku enzymatycznej aktywnosci MAO bierze udziat w
regulacji picia etanolu u zwierzat doswiadczalnych [Xie i wsp. 1994, Keung 2003].
Aktywno$¢ tylko na obwodzie prowadzi wigc prawdopodobnie do zwigkszenia iloSci
metabolitow aldehydowych monoamin, ktére przechodzac przez barier¢ krew-mozg tacza si¢
tam z aminami tworzac silnie pobudzajace kondensaty (np. salsolinol), co ma kompensowaé

pewne niedobory tych zwiazkow u szczurdéw preferujacych [McBride i wsp. 2002].

1.3.3. Pueraryna (PUE)

Jest to glikozydowy izoflawonoid, wystepujacy w KU w najwigkszej ilosci i
stanowiacy ok. 90% wszystkich jego izoflawonoidéw. Udowodniono, ze dziatanie
przeciwalkoholowe PUE jest chwilowe, w przeciwienstwie do dziatania catego ekstraktu z
korzenia KU. W badaniach Lina i wsp. wykazano, ze w dawce od 30-300 mg/kg m.c./dobe
zaobserwowano spadek picia alkoholu o 32% - 65% [Lin i wsp. 1996]. Efektem dziatania
PUE jest zmniejszenie negatywnych skutkéw zespolu odstawienia. Istnieja poglady, ze
podobnie jak DAI, PUE nie przenika do moézgu, stad wykazuje swoje dzialanie poprzez
mechanizmy posrednie [Benlhabib i wsp. 2004].

W badaniach in vitro stwierdzono, ze PUE wywotuje zmiany w aktywnosci
receptoréw opioidowych, GABA-A i NMDA w modzgu [Overstreet i wsp. 2003]. Wplyw na
receptory NMDA 1 GABA-ergiczne jest rozny i1 zalezy od dawki. Etanol w duzych
jednorazowych dawkach jest stabym antagonista receptorow NMDA i nasila dzialanie
hamujace receptoréw GABA. W przypadku przewleklego picia alkoholu dziatanie jest
odmienne: nast¢puje nasilenie dziatania receptorow NMDA 1 wzrost ich liczby w hipokampie.
Jego uszkodzenie odpowiedzialne jest za problemy z pamigcia 1 uczeniem sig. W ten sposob
mozna tez ttumaczy¢ wzrost pobudliwosci OUN po odstawieniu alkoholu. W przypadku

oddziatywania na receptory GABA, etanol znosi hamujacy wplyw GABA i w ten sposob
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nastepuje wzrost pobudliwosci uktadu nerwowego, drgawki i inne objawy zespotlu
odstawienia [Kostowski, Herman 2003].

Jednym z mozliwych mechanizmow dziatania PUE, jest jej dziatanie znoszace
negatywne efekty odstawienia oraz dzialanie przeciwlgkowe w zespole odstawienia,
prawdopodobnie poprzez receptory benzodiazepinowe [Overstreet i wsp. 2003]. PUE moze
takze mie¢ modulujacy wptyw na kanaty wapniowe. Wiadomo, ze zastosowanie inhibitorow
kanatow wapniowych moze zmniejsza¢ niektore efekty zespolu odstawienia [Overstreet i
wsp. 2003]. Etanol bowiem w duzych, pojedynczych dawkach powoduje skrdcenie czasu
otwarcia kanaléw wapniowych zaleznych od potencjatu typu L, hamujac w ten sposéb ich
dziatanie i powodujac w ten sposob dziatanie depresyjne na OUN. Natomiast dlugotrwate
spozywanie etanolu powoduje zwigkszenie aktywnosci oraz liczby kanatéw wapniowych typu
L. Konsekwencja tego jest wigksze uwalnianie neuroprzekaznikoéw oraz wzrost pobudliwosci
neuronéw, wzmozone dziatanie receptoréw NMDA, a oslabienie dzialania receptoréw
GABA-A, co moze by¢ przyczyna powstawania drgawek w zespole odstawienia
[Kostowski 1 Herman 2003].

Wydaje si¢ wige, ze PUE dzialajac przeciwko objawom odstawienia wykazuje
dziatanie osrodkowe, 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 odkryt syntetyczny heksapeptyd (heksareling), silny stymulant
uwalniania hormon wzrostu (GH). Nazwal go GHRP (growth hormone releasing peptide).
Dalsze badania doprowadzity do odkrycia kolejnych zwiazkéw syntetycznych — grupe te
nazwano GHS (growth hormone secretagogues). Nieznany jeszcze receptor dla tych
zwiazkow nazwano GHS-R (orphan growth hormone secretagogue receptor) [Smith 1 wsp.
1997, Bowersi wsp. 1998, Karydis i wsp. 1998, Dickson i wsp. 1999, Ghigo i wsp. 1999].
Udowodniono, ze wszystkie te zwiazki dzialaja przez rodzing biatek G [Howard i wsp. 1996,
Pong 1 wsp. 1996, Korbonits i wsp. 1999]. W nastgpstwie tych odkry¢, obowiazujaca do tej
pory teoria, ze jedynym czynnikiem uwalniajacym GH jest somatoliberyna (GHRH) przestata

by¢ aktualna (Ryc.1.).
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Ryc. 2. Grelina jest kodowana przez pierwsze dwa eksony. Unikalne jest, Zze w procesie przetwarzania hnRNA
(pre-mRNA) powstaja dwie niezalezne czasteczki mRNA, dajac poczatek formom greliny o réznej strukturze

[wg Cassenueva i wsp. 2004].
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Poniewaz GHS sa grupa zwiazkow syntetycznych, a wykazuja dziatanie uwalniajace
GH, rozpoczeto poszukiwania zwiazkéw endogennych dziatajacych w ten sam sposéb [Smith
1 wsp. 1996, 1999a, 1999b, Robinson 1 wsp. 1997].

W 1999 roku, nowo wyizolowany przez zesp6t Kojima & Hosoda, 28-aminokwasowy
peptyd nazwany zostat grelina 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 zblizony 1 w 52% identyczny do receptora
dla motyliny [McKee i wsp. 1997, Feighner i wsp. 1999]. Istnieje rdwniez podobienstwo
funkcjonalne — oba peptydy sa zaangazowane w prawidtowa pracg zotadka.

Grelina powstaje z prekursora, 117-aminokwasowej preprogreliny kodowanej przez
gen GHRL [Castaneda 1 wsp. 2010, Delzenne 1 wsp. 2010] (Ryc. 2.). Jej obecnos¢ zostata
stwierdzona u wszystkich kregowcow. U ludzi gen ten wystgpuje na chromosomie trzecim
(3p25-26). Proteoliza preprogreliny prowadzi do powstania 23-aminokwasowej sekwencji
sygnatowej 1 94-aminokwasowej progreliny. Nastepnie prohormon ulega modyfikacji przez
grelinowa O-acetylotransferaz¢ (GOAT), ktéra przylacza grupg oktanylowa do seryny w
pozycji trzeciej tancucha peptydowego. Po modyfikacji nastgpuje enzymatyczne cigcie
prohormonu przez proteazg PC1/3 w pozycji Arg28/Ala29 do 28-aminokwasowej,
N-koncowej czasteczki aktywnej greliny [Castaneda i wsp. 2010, Nikolopoulos i wsp. 2010b,
Polinska i wsp. 2011].

Gléwna forma greliny w ludzkim organizmie jest 28-aminokwasowy peptyd
z n-oktanoylowa modyfikacja na Ser3 (grelina 1-28), ze wzgledu na istnienie réznych
szlakow dla syntezy greliny, powstaja réwniez mniej istotne pochodne, takie jak:

= dekanoylowa grelina (1-28),
= decenoylowa grelina (1-28),
= oktanoylowa grelina (1-27),
= decanoylowa grelina (1-27).

Wszystkie te formy wystgpuja zarowno we krwi jak i w $cianie zotadka
[Hosoda 1 wsp. 2003]. Dalsze badania wykazaly istnienie innych izoform greliny, min.
des-Glnl14-greliny, powstajacej ze 117-aminokwasowej prepro-des-Glnl4-greliny [Hosoda 1
wsp. 2000b]. Powstaje ona w alternatywnym splicingu genu dla greliny i charakteryzuje si¢
delecja aminokwasu Glu w pozycji 14 tancucha polipeptydowego [Polinska i wsp. 2011].
Dalsze przemiany daja postaé zacylowana, ktora podobnie jak podstawowa forma
zacylowanej greliny dziata na receptor GHS-R1a, zwigkszajac ekspresj¢ genow dla GHS-R1a
w komorkach zotadka i stezenia GH w surowicy [Hosoda i wsp. 2000b].
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Receptory dla greliny naleza do rodziny biatek G i najwigksza ich ggstos¢ obserwuje
si¢ w osi podwzgorze-przysadka, ale mozna je znalez¢ rowniez w trzustce, nerkach, tkance
thuszczowej, jajnikach, migéniu sercowym 1 naczyniach krwiono$nych [Rak i1 Gregoraszczuk
2009a, Suzuki 1 wsp. 2009]. Uwaza sig, ze pokrewnym do greliny peptydem jest obestatyna,
powstajaca w tym samym procesie, co grelina i majaca rowniez hamujacy wptyw na apetyt
[Zhang i wsp. 2005] (Ryc. 3). W ten sposdb wspoéldziata z podstawowa forma greliny i
utrzymuje dodatni bilans energetyczny, stymulujac pobieranie pokarmu 1 oszczedzajac

zuzycie tkanki ttuszczowej [Cummings 1 wsp. 2006].

Ghrelin gene
; v ¥
Ghrelin mRNA Pre-pro-des-Glnl4-ghrelin mRNA Exon-3 deleted mRNA

Preproghrelin Pre-pro-des-GlIn14-ghrelin Exon-3 deleted preprohrelin

Proghrelin Pro-des-Glnl4-ghrelin Exon-3 deleted prohrelin

Des-acyl ghrelin | C-ghrelin || Des-acyl des-GIn14-ghrelin | [C-ghrelin| | Des-acyl ghrelin COOH-
* * * * * terminal A3

- : - - peptide

Ghrelin Obestatin des-GlInl4-ghrelin Obestatin Ghrelin

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

1.4.2. Podstawowe formy greliny

Poprzez analizg struktury chemicznej oraz aktywnosci biologicznej, wyr6zniono dwie
podstawowe formy molekularne greliny: zacylowana (ktora ma przylaczona grupg
oktanylowa do seryny w pozycji trzeciej tancucha peptydowego) oraz desacylowana greling
(nie posiadajaca takiej modyfikacji), stanowiaca ponad 80% catkowitej ilo$ci greliny we krwi
[Adams i wsp. 2011] (Ryc. 4).

Unikalna, potranslacyjna modyfikacja, o-acylacja w pozycji Ser-3 jest kluczowa dla
wigzania si¢ greliny z receptorem GHS-Rla — forma desacylowana nie posiada takiej
modyfikacji 1 nie wykazuje aktywnosci receptorowej wobec GHS-R1a [Hosoda 1 wsp. 2000b,

Gutierrez 1 wsp. 2008, Yang i wsp. 2008b]. Donosi si¢ réwniez o innych mozliwych
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receptorach, gdzie moze oddzialywa¢ zar6wno grelina w postaci aktywnej jak i nieaktywnej,

jednak w chwili obecnej brak jednoznacznych danych [Soares i wsp. 2008].
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Ryc. 4. Podstawowe formy greliny w organizmie cztowieka [wg Castaneda i wsp. 2010].

Acylowana grelina jest uwalniana z komorek oktadzinowych, gléwnie w dnie Zzotadka
(X/A-like cells), w mniejszych ilosciach z jelita cienkiego 1 grubego oraz z innych tkanek
takich jak trzustka, ptuca czy serce. U szczurow jest to okoto 80%, a u ludzi 65% catkowitej
produkcji aktywnej greliny. Proporcje pomigdzy forma aktywna a nieaktywna na tym etapie
wynosza 1:2 [Hosoda i wsp. 2003]. Poziom greliny w zotadku jest kilkakrotnie wyzszy niz w
surowicy, lecz gwattownie spada podczas glodzenia na skutek jej wydzialania do krwi.

Enzymy acylujace greling nie zostaly jak do tej pory zidentyfikowane.
Zaobserwowano udziat kwasow ttuszczowych i trigliceroli o $redniej dtugosci w acylacji
greliny [Nishi i wsp. 2005]. Wzrost lipofilnosci czasteczki greliny po acylacji tlumaczy,
dlaczego acylowana grelina krazy we krwi w potaczeniu z duzymi czasteczkami lipoprotein,
gléwnie z HDL. Takie wiazanie ostabia jej aktywno$¢ biologiczna 1 zdolno$¢ do wigzania si¢
z receptorem [Beaumont i wsp. 2003, De Vriese i wsp. 2007]. Forma desacylowana greliny
krazy we krwi w postaci niezwiazanej [Perbani S. i Inui A. 2010].

Desacylacja greliny odbywa si¢ w surowicy 1 odpowiada za przerwanie jej dziatania.
W procesie tym biora udziat zwigzane z HDL enzymy, a mianowicie: paraoksonaza obecna

w surowicy oraz dziatajace w zoladku butyrylocholinoesteraza, lizofosfolipaza I i tioesteraza
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aktywna wobec palmitoyl-Gsa i palmitoyl-CoA [Bluet-Pajot i wsp. 1998, Asakawa i wsp.
2001, Beaumont i wsp. 2003].

Okres poéttrwania acylowanej greliny wynosi 9-13 minut, a formy desacylowanej
27-31 minut [Abizaid 1 wsp. 2006].

Forma desacylowana wystepuje we krwi i w zotadku w ilosci ok. 10 razy wigkszej niz
acylowana forma aktywna [Hosoda i wsp. 2000b]. Wykazuje ona rowniez wigksza trwatos¢,
co przeklada si¢ na mierzalne proporcje migdzy obiema formami greliny w oznaczeniach we
krwi. Grelina w surowicy, jako jeden z nielicznych peptydéw wiaze si¢ z HDL. Poniewaz
kwasy thuszczowe wiaza si¢ z greling wigzaniem estrowym przez Ser-3, stad paraoksonaza —
wazny enzym przemian lipidowych i1 potencjalna esteraza moze by¢ zaangazowana w
desacylacje aktywnej greliny.

W badaniach nad forma ,,nieaktywna” nie stwierdzono, aby desacylowana grelina
wypierata z polaczen z receptorem znakowana acylowana greling w podwzgoérzu i przysadce.
Nie wplywa réwniez na uwalnianie GH. Nie oznacza to jednak, ze nie posiada ona zadnej
aktywno$ci — nadal trwaja poszukiwania jej znaczenia fizjologicznego i1 receptora dla tej
formy.

Wykazano pewna aktywno$¢ biologiczna desacylowanej greliny. Wiadomo, ze duze
stezenie acylowanej greliny powoduje szybki wzrost poziomu glukozy i insuliny we krwi
[Granata 1 wsp. 2010, Nikolopoulos 1 wsp. 2010b]. Takiego efektu nie obserwujemy przy
wzros$cie greliny calkowitej w osoczu u ludzi - mozna zatem wnioskowaé, ze forma
desacylowana greliny ma dziatanie antagonistyczne z punktu widzenia metabolicznego, a nie
receptorowego. Rowniez, w badaniach na szczurach stwierdzono, ze forma desacylowana
moze mie¢ pewne antagonistyczne dzialanie wobec greliny aktywnej, poniewaz jej podanie
dootrzewnowe lub centralne hamowalo przyjmowanie pokarmoéw - dzialanie to
prawdopodonie zachodzi przez jadro tukowate (NARC) i jadro przykomorowe (PVN) w
hipokampie [Chen i wsp. 2005]. U myszy transgenicznych ze zwigkszona produkcja
desacylowanej greliny stwierdza si¢ stabsze pobieranie pokarméw i niska masg ciata
[Asakawa 1 wsp. 2005, Chen i wsp. 2005, Inhoff i wsp. 2008]. Sa rowniez badania
wykazujace przeciwstawny efekt [Gauna 1 wsp. 2005, Heijboer 1 wsp. 2006], lub jego brak
[Toshinai i wsp. 2006], w zwiazku z tym kwestia ta wymaga dalszych badan.

Poza tym obecno$¢ obu izoform greliny znaczaco poprawia wrazliwos¢ tkanek na
insuling [Polinska i wsp. 2011]. Forma desacylowana posiada prawdopodobnie pewne
dzialanie = kardioprotekcyjne oraz  antyproliferacyjne oraz nasila  adipogeneze

[Cassoni 1 wsp. 2001], jednak jej dziatanie receptorowe jak do tej pory nie jest znane.
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1.4.3. Komorkowy mechanizm dzialania greliny

Grelina wykazuje dwa posrednie mechanizmy dziatania komodrkowego, w ktorych
dochodzi do zwigkszenia poziomu Ca>". Po pierwsze zwicksza jego stezenie poprzez cyklaze
adenylowa i kinazg proteinowa A (AC-PKA) w komoérkach wykazujacych ekspresj¢ NPY w
NAc [Kohno i wsp. 2003]. Drugi mechanizm polega na oddziatywaniu na szlak zwigzany z
fosfokinaza C 1 kinaza proteinowa C (PLC-PKC) [Chen 1 wsp. 1996]. Postuluje si¢ obecnos¢
dwoch roznych miejsc wiazania na receptorze dla greliny, co moze thumaczy¢ rownoczesne
istnienie tych dwoch mechanizmoéw [Cassoni i wsp. 2001].

Istnieje tez trzeci mechanizm dzialania, zwigzany bezposrednio ze zwigkszeniem
pobierania pokarmu na skutek glodzenia, zwiazany z pobudzeniem aktywowanej przez AMP
kinazy proteinowej (AMPK) i acetylo CoA karboksylazy (ACC) oraz hamowaniem
aktywnos$ci syntazy kwasow thuszczowych (FAS) w jadrze podwzgorza brzuszno-bocznym,
uznawanym za osrodek odczuwania sytosci [Lopez 1 wsp. 2008].

Grelina hamuje rowniez zapalenie naczyn poprzez aktywacje zaleznej od kalmoduliny
kinazy (CaMKK), aktywowanej przez AMP kinazy proteinowej (AMPK), i $§rodbtonkowej
syntazy NO (eNOS) [Xu i wsp. 2008].

Udato sig sklonowaé réwniez receptor GHSR-1b, ale jego rola jak do tej pory nie jest
znana, nie wiaza si¢ tez do niego zadne znane peptydy [Howard i wsp. 1996, Smith i wsp.

1999, Gnanapavan i wsp. 2002].

1.4.4. Rola greliny w organizmie

Komorki uwalniajace greling znajduja si¢ przede wszystkim w zotadku i jelitach, ale
zostaly znalezione rowniez w trzustce [ Volante i wsp. 2002a, Prado i wsp. 2004, Ueberberg i
wsp. 2009], plucach [Volante i wsp. 2002b, Ueberberg i wsp. 2009], w $cianie naczyn
krwiono$nych i komorach serca, nerkach (skorelowana z poziomem kreatyniny) [Mori i wsp.
2000, Ueberberg 1 wsp. 2009], limfocytach [Hattori 1 wsp. 2001], tozysku [Gualillo 1 wsp.
2001, Ueberberg i wsp. 2009], jadrach [Tena-Sempere i wsp. 2002, Ueberberg i wsp. 2009],
jajnikach [Gaytan i wsp. 2003, Ueberberg i wsp. 2009] i mozgu (podwzgodrze i kora) [Hosoda
1 wsp. 2000a, Cowley i wsp. 2003, Hou i wsp. 2006, Ueberberg i wsp. 2009].

Grelina posiada dziatanie wielokierunkowe. Przede wszystkim zwigksza wydzielanie

GH 1 nasila apetyt [Shiiya i wsp. 2002]. Poza tym reguluje proces proliferacji komorek
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[Yoshihara 1 wsp. 2002], stymuluje rowniez wydzielanie prolaktyny i hormondéw
adrenokortykotropowych [Kojima i wsp. 2004], nasila sen wolnofalowy [Weikel i wsp. 2003]
1 proces uczenia si¢ [Carlini 1 wsp. 2002], a w zotadku wplywa na proces wydzielania kwasu
zotadkowego 1 procesy ochronne $ciany [Brzozowski 1 wsp. 2004]. Odgrywa rowniez wazna
rol¢ w uktadzie immunologicznym - receptory dla greliny stwierdzono na limfocytach T i B
[Yada 1 wsp. 2006]. Zaobserwowano tez dziatanie przeciwzapalne i antyoksydacyjne,
hamowanie ekspresji IL-1B, IL-6 1 TNFa przez limfocyty i monocyty [Li i wsp. 2004, El Eter
1 wsp. 2007]. Podanie greliny powoduje zmniejszenie poziomu TNFa w surowicy [Konturek i
wsp. 2006]. Podczas infekcji Helicobacter pylori stwierdzono natomiast obnizenie poziomu
greliny [Isomoto i wsp. 2005, Zhang i wsp. 2005]. Prawdopodobnie wynika to z
wywotywania przez infekcje stanu zapalnego. W stanie zapalnym stwierdzono bowiem
obnizenie poziomu greliny [Otero 1 wsp. 2004, Koca 1 wsp. 2008], co moze ttumaczy¢ utrate
masy ciata. Podobnie dlugotrwaty stan zapalny wystepujacy w reumatoidalnym zapaleniu
stawow, ktory wiaze si¢ ze znaczna utrata masy ciata, moze by¢ skorelowany z poziomem
greliny [Koca 1 wsp. 2008].

Grelina wykazuje rowniez dziatanie kardioprotekcyjne - podana dozylnie powoduje
spadek cisnienia krwi poprzez zmniejszenie oporu obwodowego, jednoczesnie nie wplywajac
na czg¢stos$¢ skurczy serca [Nagaya i wsp. 2001], Skutkuje to wzrostem frakcji wyrzutowej, co
zwigksza wydolno$¢ migénia sercowego [Nikolopoulos 1 wsp. 2010b]. Grelina powoduje
rowniez wzrost stezenia tlenku azotu (NO) w komorkach $rddblonka, regulujac napigcie
naczyn krwiono$nych, hamujac agregacj¢ plytek krwi i leukocytow w obwodowym uktadzie
krwiono$nym [Polinska i wsp. 2011].

Najwazniejsza jednak funkcja greliny jest kontrola apetytu. Poziom greliny ro$nie na
skutek glodzenia - najwyzszy jej poziom obserwuje si¢ tuz przed positkiem i spada do
minimum okoto godziny po positku [Cummings i wsp. 2001, Tschop 1 wsp. 2001a]. Grelina
wigc wyraznie koreluje z positkami — jej poziom jest najwigkszy okolo 90 minut przed
positkiem, natomiast po positku gwattownie spada [Cummings i wsp. 2001, Suzuki i wsp.
2009, Toshinai i wsp. 2001] (Ryc. 5).

Przyjecie pokarmu, ale rowniez podanie egzogennej greliny powoduje spadek
poziomu greliny we krwi [Korbonits i wsp. 2004]. Jej poziom rownie gwattownie spada po
podaniu dozotadkowym thuszczow, biatek lub weglowodandéw, natomiast podanie wody nie
wplywa na poziom greliny [Gomez 1 wsp. 2004]. Stwierdzono tez, ze wydzielanie greliny nie

ma zwiazku z kaloryczno$cia pozywienia [Nedvikova i wsp. 2003].
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Ryc. 5. Dobowe poziomy greliny. Przerwywana linig zostaly zaznaczone positki. Czarne punkty to poziom
greliny u osob szczuplych, biale punkty u 0séb otytych. Na dole poziomy greliny u 0séb po bypassie zotadka.
[wg Cummings i wsp. 2006].

Grelina w organizmie ulega wahaniom dobowym, skorelowanym z porami
przyjmowania pokarmow i ze snem [Spiegel 1 wsp. 2011] (Ryc. 6). To potwierdza hipoteze,
ze grelina jest sygnatem inicjujacym rozpoczgcie positku. Takie dzialanie greliny zostato
zaobserwowane w badaniach u ludzi, ktérzy nie mieli wyznaczonych godzin positku i
rozpoczynali jedzenie, kiedy odczuwali taka potrzebg [Cummings i wsp. 2004].

Poziom greliny wzrasta w nocy [Dzaja i wsp. 2004, Yildiz i wsp. 2004]. Jest on nizszy
u 0sob otylych 1 wyzszy u 0so6b szczuptych [Tschop i wsp. 2001b, Bellone i wsp. 2002,
Cummings 1 wsp. 2002b, Shiiya i wsp. 2002]. Poziom greliny jest réwniez bardzo
podniesiony u o0sdb z anoreksja i bulimia [Otto i wsp. 2001] i ulega wyréwnaniu po
odzyskaniu wlasciwej masy ciata [Ariyasu 1 wsp. 2001, Otto i wsp. 2001, Cuntz i wsp. 2002,
Tanaka i wsp. 2003a, 2003b]. Rowniez kacheksja, ktora towarzyszy wielu wyniszczajacym
chorobom powoduje wzrost poziomu greliny [Nagaya i wsp. 2001, Yoshimoto 2002, Shimizu
1 wsp. 2003]. Jest to prawdopodobnie mechanizm kompensacyjny, w ktéorym organizm

zmierza do wyréwnania niedoboréw energetycznych.
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Ryc. 6. 24-godzinny profil poziomu greliny catkowitej, greliny acylowanej (aktywnej), glukozy
i insuliny u zdrowych mezczyzn. Na wykresie zaznaczony jest czas snu (czarna linia pozioma) oraz godziny

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

U o0s06b otytych — zaréwno u dzieci jak i u dorostych, poziom greliny jest obnizony w
stosunku do o0séb o prawidtowej masie ciata [Tschop i wsp. 2001, Reinehr 1 wsp. 2007,
Vicennati i wsp. 2007]. Spostrzezenie powyzsze wskazuje na to, ze grelina sama z siebie nie
jest przyczyna otylosci 1 jej poziom obniza si¢ w zwiazku z mniejszym zapotrzebowaniem na
energi¢ u osob z nadwaga, co moze wynika¢ z mechanizmu kompensacyjnego, tak jak to ma
miejsce u osob z niedowaga. Potwierdzaja t¢ teori¢ badania poziomu greliny u osoéb z
syndromem Pradera-Willi’ego. W syndromie tym pacjenci charakteryzuja si¢ niskim
wzrostem 1 op6znieniem umystowym z powodu deficytu GH, a takze wzmozZonym apetytem.
Zaburzenie to moze by¢ spowodowane staba aktywnoscia ukladu przywspodtczulnego.
Nadmierny apetyt prowadzi do rozwoju otylosci, co skutkuje zwigkszona $miertelnoscia w
wyniku cukrzycy i powiktan krazeniowych. Obserwuje si¢ u tych pacjentéw rowniez 3-4 razy

wyzszy poziom obu form greliny niz u os6b zdrowych [Cummings i wsp. 2002a, Del Parigi i
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wsp. 2002]. Jest to prawdopodobnie spowodowane uszkodzeniem struktur podwzgorza u tych
0s6b 1 jest to odwrotna korelacja niz u oséb z niedowaga. Wczesdniejsze badania dowodza, ze
otyto$¢ u ludzi cierpiacych na ten syndrom nie wynika z wzmozonego apetytu, tylko z
zaburzenia odczuwania syto$ci - a jak wiadomo sygnal sytosci jest informacja, ktoéra
gwaltownie obniza poziom greliny. Réwniez niedobér GH moze by¢ powodem utrzymywania
si¢ wysokiego poziomu greliny [Del Parigi i wsp. 2002].

Stwierdzono roéwniez zmiany w poziomie greliny zalezne od wieku — poziom greliny
wzrasta w okresie od narodzin do osiagnigcia dorosto$ci 1 utrzymuje si¢ na statym poziomie
[Cummings 1 wsp. 2001] natomiast spada w wieku podesztym, gdzie obserwuje si¢ rOwniez
utrat¢ masy ciala i zmniejszenie zapotrzebowania na pokarm [Rigamonti i wsp. 2002].

Grelina zwigksza tez wydzielanie kwasu solnego w Zoladku, uwalnianie gastryny,
reguluje motoryke jelit poprzez nerw blgdny i receptory w zotadku przyspieszajac jego
opréznianie po positku [Dornonville de la Cour i wsp. 2004, Delzenne i wsp. 2010, Perboni i
Inui 2010]. U pacjentéw po gastrektomii obserwuje si¢ utrat¢ masy ciata i spadek poziomu
greliny o ok. 10-50%, jednak po krotkim czasie ilo$¢ ta wzrasta do ok. 70%, prawdopodobnie
przez mechanizmy kompensacyjne, czyli produkcjg z jelit 1 trzustki [Cummings 1 wsp. 2002b,
Geloneze 1 wsp. 2003, Leonetti i wsp. 2003].

U pacjentéw po gastrektomii obserwuje si¢ tez osteopenig, czyli znaczacy spadek
gesto$ci mineralnej kosci. Podawanie syntetycznej greliny hamuje ten proces. To moze
sugerowa¢ udziat tego peptydu w mechanizmach kontrolujacych formowanie sig¢ kosci
[Tovey i wsp. 1992, Svensson i wsp. 2001, Lehto-Axtelius i wsp. 2002]. Nikolopoulos i
wspotpracownicy stwierdzili, ze uczestnictwo greliny w procesach metabolicznych w obrebie
kosci jest zwigzane z uwalnianiem GH, wplywem na 0§ podwzgorze-przysadka-nadnercza i
dziataniem kortykotropowym oraz na wydzielanie cytokin [Nikolopoulos i wsp. 2010a].

W badaniach u ludzi wykazano, ze wywotanie stresu zwigkszato stgzenie zaréwno
kortyzolu, jak i greliny [Rouach i wsp. 2007]. Jak stwierdzono, jej poziom wzrasta w okresie
glodzenia, szczegolnie posta¢ acylowana, w zwiazku z czym uznaje sig, ze gtownie to ona
odpowiada za odczuwanie apetytu, natomiast forma desacylowana wykazuje tutaj dzialanie
antagonistyczne, [Yang i wsp. 2008a, Adams i wsp. 2011] by¢ moze funkcjonalnie, a nie
receptorowo. W badaniach u myszy stwierdzono, ze wywolanie stresu przez gltodzenie lub
przykre bodzce mechaniczne zwigksza tak samo mocno poziom greliny we krwi [Asakawa i
wsp. 2001]. Wzrost poziomu greliny obserwujemy roéwniez w odpowiedzi na ostry i

przewlekty stres zarowno u zwierzat [Kristenssson 1 wsp. 2006, Lutter i wsp. 2008,
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Ochi 1 wsp. 2008] jak i u ludzi [Rouach i wsp. 2007], stad mozliwe jest, ze zmiany w
poziomie greliny wplywaja na nastrdj, Ik i emocje.

Ekspresj¢ receptora GHS-Rla wykazano réwniez w komorkach pecherzyka
jajnikowego, ciatka zottego 1 w lozysku [Rak i1 wsp. 2009b, Castaneda 1 wsp. 2010,
Nikolopoulos i wsp. 2010b]. U kobiet, stezenie mRNA dla greliny jest zalezne od fazy cyklu i
jest najwyzsze w fazie lutealnej [Rak i Gregoraszczuk 2009a].

Jednak u myszy pozbawionych genu kodujacego greling nie zaobserwowano
znaczacych zaburzen. Myszy te miaty prawidlowa mase, wielkos$¢, budowe ciata, behawior 1
zdolnosci reprodukcyjne. Zaobserwowano jedynie zmniejszenie ilosci tkanki thuszczowej. To
wskazuje, ze grelina nie jest kluczowym peptydem dla przezycia i jego niedobor jest

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

1.4.5. Dzialanie oSrodkowe greliny

Grelina zasadniczo nie powinna przenikaé przez barierg¢ krew-mdzg, pozostaje wigc
pytanie, w jaki sposdb dociera ona do receptorow w moézgu, skoro jest wytwarzana w
zotadku. Niektérzy badacze sadza, ze grelina moze dziata¢ bezposrednio na NARC oraz NAc,
ktore sa miejscem dziatania wielu hormonow - ze wzgledu na nieszczelna w tym miejscu
barier¢ krew-mdzg, umozliwiajaca przechodzenie przez nig peptydow, w tym rdwniez greliny
[Norsted 1 wsp. 2008]. Znaleziono tam receptory dla wigkszo$ci hormondéw zwiazanych z
rownowaga energetyczna, lacznie z receptorem dla greliny, GHS-R1a [Abizaid i wsp. 2006a].
Inne teorie zaktadaja, ze struktury w NARC moga czg$ciowo istnie¢ poza bariera krew-mozg
1 tam grelina moze si¢ przylacza¢ [Cone 1 wsp. 2001]. Uwaza sig jednak, ze acylowana grelina
moze przekraczaé barierg krew-mozg w obu kierunkach poprzez transport aktywny (saturable
transport system), ktory moze zachodzi¢ tylko dla formy acylowanej [Horvath 1 wsp. 2001].
Natomiast forma desacylowana podlega tylko transportowi biernemu w jednym kierunku, do
moézgu [Banks i wsp. 2002]. Transport greliny przez barier¢ krew-mozg jest nasilony przy
duzym stgzeniu trigliceryréw, podczas glodzenia 1 w otylo$ci, co wyraznie pokazuje
zalezno$¢ pomigdzy sita jej dziatania i poziomem, a stanem energetycznym, a wigc 1
przyjmowaniem pokarméw [Banks 1 wsp. 2002, 2008]. Forma desacylowana przenika tatwiej
przez barier¢ krew-moézg, sadzono wigc, ze po przeniknigciu moze ulegaé ponownej
»aktywacji” jednak jak do tej pory nie stwierdzono obecnosci GOAT w mozgu

[Yang i wsp. 2008b].
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Poniewaz GHRH jest wydzielany w podwzgorzu i dziata na receptory w przysadce,
zastanawiano si¢, czy rowniez grelina moze by¢ tam wydzielana. Badania dowiodly, ze
stezenie greliny w moézgu jest bardzo male [Kojima 1 wsp. 1999, Hosoda i wsp. 2000a].
Znaleziono ja gtéwnie w NARC, waznym regionie kontrolujacym apetyt [Kojima i wsp.
1999, Lu i wsp. 2002]. Stwierdzono rowniez obecno$¢ greliny w sasiedztwie neurondow
taczacych podwzgorze z 11l komora pomigdzy jadrem podwzgorza brzuszno-bocznym, PVN i
NARC. W obszarach tych znajduja si¢ neurony zwiazane z wydzielaniem NPY i peptydem
AgRP, mogace stymulowac uwalnianie peptydow zaangazowanych w odczuwanie gtodu.

Grelina dziata na przysadke moézgowa bezposrednio i posrednio, synergistycznie z
GHRH. Wplywa réwniez na stymulacje czynnika transkrypcyjnego Pit-1, ktéry jest
transkrybowany w przednim ptacie przysadki mozgowej i prowadzi do ekspresji genu
kodujacego GH w komorkach somatotropowych [Nikolopoulos i wsp. 2010b]. Jest to wige
jedyny obwodowy hormon stymulujacy apetyt i pobieranie pokarméw oraz regulujacy
wydatek energetyczny poprzez wplyw na poziom GH, insuliny i glukozy oraz stymulacje
komorek wydzielajacych NPY [Willesen 1 wsp. 1999], peptydem AgRP, POMC oraz
transkryptami dla CART w NARC [Castaneda i wsp. 2010].

GH jest wielofunkcyjnym hormonem somatotropowym wydzielanym z przedniego
ptata przysadki. Reguluje wzrost komorek, metabolizm lipidow 1 réwnowage
wodno-elektrolitowa [Argetsinger 1 wsp. 1996, Carter-Su 1 wsp. 1996]. Produkcja 1
uwalnianie hormonu wzrostu sa $cisle kontrolowane, nadmierna produkcja GH prowadzi do
akromegalii i gigantyzmu, natomiast jego niedobor u dzieci powoduje zaburzenia wzrostu.
Uwalnianie GH zalezy od wielu czynnikdéw, w szczeg6lnosci od dwodch neuropeptyddéw
podwzgorza - wydzielanie hormonu wzrostu jest stymulowane przez podwzgdérzowa
somatoliberyng GH (GHRH) 1 hamowane przez somatostatyng [Muller 1 wsp. 1999, Anderson
1 wsp. 2004].

Receptory dla wydzielania GH (GHS-R), na ktoére oddziatuje grelina sa rowniez
zaangazowane w uktad nagrody oraz odpowiedzialne za zachowania zwiazane z aktywnoscia
1 poszukiwaniem nagrody [Guan i wsp. 1997, Mitchell 1 wsp. 2001, Zigman 1 wsp. 2006].
Grelina podana myszom w obszarze VTA powoduje wzrost st¢zenia DA w NAc i1 wzrost
aktywnos$ci ruchowej [Abizaid i wsp. 2006b, Jerlhag i wsp. 2006, 2007]. Nieselektywny
antagonista receptora nikotynowego - mekamylamina, blokuje zaro6wno uwalnianie DA jak i
dzialanie stymulujace greliny. Daje to podstawy do przypuszczen, ze roéwniez uklad
cholinergiczny jest zaangazowany w uwalnianie greliny [Jerlhag i wsp. 2006, Landgren i wsp.

2008]. Zaobserwowano bowiem wczesniej, ze u szczurdw preferujacych picie duzych ilosci
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alkoholu, preferencja picia moze by¢ odwrdocona przez blokery receptora nikotynowego
[Ericson i wsp. 1998].

Obecnos¢ greliny 1 jej receptora w podwzgorzu [Bennett 1 wsp. 1997, Guan 1 wsp.
1997], regionie, ktory jest zwiazany z nauka 1 pamigcia, sugeruje, ze moze ona bra¢ udziat w
procesie uczenia si¢. Zdolno$¢ do szukania pokarmu i zdolnosci ponownego odnalezienia
jego zrdodla jest kluczowa dla przezycia. Zaangazowane w ten proces sa mechanizmy
zwiazane z aktywnoS$cia 1 pamigcia oraz uktad nagrody, ktory stymuluje do poszukiwan. W
badaniach dos$wiadczalnych z wykorzystaniem testu otwartego pola, testu krzyza, i testu
biernego uniku po podaniu dokomorowym greliny obserwowano wzrost zastygania w tescie
otwartego pola, i spadek wejs¢ 1 spgdzanego czasu na polach jasnych w tescie krzyza, co
sugeruje, ze grelina ma dzialanie anksjogenne [Carlini 1 wsp. 2002]. Co wigcej, grelina
zwigkszata opdznienie wejsScia w tescie biernym, co sugeruje, ze moze rowniez mie¢ dziatanie
poprawiajace przypominanie [Carlini i wsp. 2002, 2010a]. Réwniez w badaniach
przeprowadzonych w Katedrze i Zaktadzie Farmakologii UM w Poznaniu zauwazono po
jednorazowym podaniu greliny aktywnej dzialanie poprawiajace pamig¢ w tesScie biernego
unikania, chociaz w tych badaniach grelina wykazywata raczej aktywnos$¢ anksjolityczna
[Szulc 1 wsp. 2007].

Zostaty réwniez przeprowadzone pierwsze badania nad dziataniem syntetycznych,
selektywnych agonistow dla receptora grelinowego, ktore wykazaty m.in. poprawg pamigci w
tescie object recognition oraz poprawg zdolnosci do uczenia sig, jednak zwiazki te posiadaja
jednoczes$nie dziatanie anksjogenne [Atcha i wsp. 2009]. Uwaza sig, ze dalsze poszukiwania
agonoistow powinny zmierza¢é w kierunku uzyskania substancji o jednoznacznym
wybidrczym dzialaniu na pamig¢ lub procesy zwiazane z odczuwaniem lgku [Castaneda 1
wsp. 2010] .

Inne badania pokazuja, ze grelina powoduje rowniez zwigkszenie ggstos$ci synaps w
hipokampie [Diano i wsp. 2006], co zdaje si¢ potwierdza¢ hipotezg, ze moze byc¢
zaangazowana w rozne mechanizmy przyjemno$ciowe oraz motywacyjne [Abizaid i wsp.
2006b, Zigman i wsp. 2006]. W badaniach z wykorzystaniem rezonansu magnetycznego, u
ludzi ktorym pokazywano obrazki zwigzane z jedzeniem stwierdzono, ze grelina powoduje
silniejsza aktywno$¢ w obszarach mézgu odpowiedzialnych za odczuwanie przyjemnos$ci
[Malik 1 wsp. 2008].

Grelina zwigksza rowniez st¢zenie endogennych kanabinoidow w podwzgorzu, a one
z kolei powoduja wzrost jej stgzenia. Kanabinoidy te dziatajac przez receptory CB1 i CB2

umiejscowione w OUN oraz przewodzie pokarmowym i tkance tluszczowej i powoduja
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wzrost taknienia, dzialanie przeciwbolowe 1 popraweg samopoczucia. Zaobserwowano
zwigkszona aktywno$¢ tego uktadu u 0sob otylych [Engeli i wsp. 2005] oraz w okresie glodu,
przy jednoczesnym wysokim stezeniu greliny [Kirkham 1 wsp. 2002].

Po podaniu centralnym, grelina poprawia funkcje przypominania [Carlini i wsp. 2002]
niezaleznie od wpltywu na pobieranie pokarmu i Igk [Carlini i wsp. 2004]. W innych
badaniach stwierdzono réwniez, ze po podaniu centralnym grelina poprawiata uczenie sig i
pami¢¢ w sytuacjach, ktore byty dla zwierzat nieprzyjemne (aversive situations) [Toth 1 wsp.
2009]. Mechanizm ten jest zwigzany prawdopodobnie z 5-HT, poniewaz obwodowe podanie
fluoksetyny, nalezacego do SSRI leku przeciwdepresyjnego, znosito stymulujace efekty
podanej do struktur mézgu greliny na pobor pozywienia i przypominanie [Brunetti i wsp.
2002, Carlini 1 wsp. 2007]. Rowniez ogoélnoustrojowe podanie fluoksetyny moze powodowaé
spadek masy ciala, prawdopodobnie przez ten sam mechanizm. Mozliwe, ze wszystkie
dziatania greliny takie jak wplyw na pobieranie pokarmu, pamigé, lgk, depresje moga
zachodzi¢ przy pewnym posrednictwie 5-HT [Zigman i wsp. 2006, Harrold i wsp. 2008].

Poza mechanizmami zwigzanymi z pamigcia, grelina jest rOwniez zaangazowana w
odczuwanie lgku i powstawanie depresji [Asakawa 1 wsp. 2001, Carlini 1 wsp. 2002, 2004,
2008, Kineman i wsp. 2007]. Przypuszcza sig, ze mechanizm ten moze by¢ zwiazany z
dziataniem poprzez CRH i hormon adrenokortykotropowy (ACTH) [Asakawa i wsp. 2001].

Dozylne podanie greliny zwigksza poziom GH okoto 10 razy [Kojima i wsp. 1999].
Podobny efekt obserwujemy po podaniu dokomorowym. Jest to dziatanie bezposrenio na
przysadke, jednak rola podwzgdérza tez jest wazna. U pacjentéw z uszkodzonym
podwzgoérzem wzorst uwalniania GH jest tylko trzykrotnie wigkszy.

Istotny udzial w centralnym dzialaniu greliny odgrywa nerw bledny. Jest on
zaangazowany zarowno w regulacj¢ poziomu greliny [Lee 1 wsp. 2002] jak 1 w jej dzialanie
[Masuda i wsp. 2000]. Przecigcie nerwu bigdnego podnosi znaczaco poziom greliny oraz
obserwuje si¢ znaczacy spadek uwalniania GH [Date i wsp. 2002, Lee i wsp. 2002, Williams i
wsp. 2003], natomiast elektryczna stymulacja nerwu bl¢dnego obniza poziom greliny u
szczurow [Murakami i wsp. 2002]. Moze to sugerowac, ze udziat transmisji z nerwu blednego
jest konieczny do silnego uwalniania GH przez greling. Analiza immunohistochemiczna
wykazata, ze neurony zawierajace greling znajduja si¢ gldéwnie w NARC, obszarze
zaangazowanym w regulacj¢ apetytu [Kojima i wsp. 1999, Lu i wsp. 2002].

Podanie greliny bezposrednio do komér mozgu powoduje gwattowny wzrost ilosci
spozywanego pokarmu [Tschop 1 wsp. 2000, Kamegai i wsp. 2001, Nicholls i wsp. 2001,
Shintani i wsp. 2001, Wren i wsp. 2001b]. Ze wszystkich znanych peptydow grelina po
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podaniu domézgowym wykazuje najsilniejsze dziatanie zwigkszajace apetyt, a dtugotrwale
podawanie greliny w ten sposob prowadzi do znacznej otytosci. Oprdocz dzialania centralnego,
udowodniono, ze roéwniez podanie dozylne i podskorne powoduje wzorst apetytu [Tschop 1
wsp. 2000, Nakazato i wsp. 2001, Wren 1 wsp. 2001a]. Poniewaz peptydy podane obwodowo
z reguty nie przechodza przez barier¢ krew-moézg jak juz wyzej wspomniano, poszukiwano
innego sposobu, w jaki obwodowa grelina oddziatuje na podwzgorze. Odkrycie receptorow
dla greliny na neuronach wstgpujacych nerwu btednego u szczura sugruje, ze sygnat greliny z
zotadka jest transmitowany wlasnie przez ten nerw [Date 1 wsp. 2002, Sakata i wsp. 2003,
Zhang i wsp. 2004]. Co wigcej, dokomorowe podanie greliny indukuje c-Fos w niektorych
obszarach nerwu blednego i stymuluje wydzielanie kwasu zotadkowego wskazujac, ze grelina
aktywuje szlaki tego nerwu [Date 1 wsp. 2001]. Wykonanie wagotomii blokuje mozliwos¢
stymulowania przez greling apetytu i wydzialania GH nie wplywajac na jej poziom w
surowicy [Andrews i wsp. 2002, Date i wsp. 2002]. Wzrost poziomu greliny poprzez
glodzenie jest tez catkowicie zniesiony przez podanie atropiny, co moze mie¢ roOwniez
zwiazek z dzialaniem przez uklad przywspotczulny [Williams i wsp. 2003].

Zardéwno teoria o dziataniu osrodkowym zwigzanym prawdopodobnie z nieszczelna
bariera krew-mozg, jak i dziatanie przez nerw bledny, nie wykluczaja sig, lecz zrozumienie

tych zalezno$ci wymaga dalszych badan.

1.4.6. Grelina w badaniach klinicznych

Niektorzy badacze uwazaja, ze zastosowanie kliniczne greliny moze dotyczy¢
diagnozowania i suplementacji niedoboru GH [Thorner et al 1997, Baldelli 1 wsp. 2001,
Deghenghi 1 wsp. 2003] oraz leczenia zaburzen zywienia takich jak anoreksja [Muccioli i
wsp. 2002]. Poniewaz grelina znaczaco poprawia kinetyke 1 zdolno$ci wydzielnicze zotadka
oraz przyspiesza jego oproznianie - moze by¢ stosowana u pacjentdw z pooperacyjna
niedroznoscia zotadka [Trudel i wsp. 2002].

Wykazano rowniez, ze intensywne ¢wiczenia fizyczne obnizaja poziom aktywnej
greliny do 9 godzin po wysitku [Marzullo i wsp. 2008], natomiast stosowanie samej diety
podnosi ilo$¢ acylowanej greliny, co ma kompensowaé¢ niedobér pokarmu, co moze
thumaczy¢ fakt, ze lepsze efekty w utracie masy ciata daje potaczenie diety z uprawianiem

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

1.4.7.1.  Grelina a alkohol u zwierzat do§wiadczalnych

Etanol jest substancja silnie wywolujaca owrzodzenia zotadka [Sibilia i wsp. 2003,
Konturek i wsp. 2004]. Okazuje si¢, ze etanol uposledza wydzielanie greliny w zotadku,
prawdopodobnie poprzez mechanizm toksycznego dzialania na S$luzowke. Badania u
szczurow dowodza jednak, ze grelina wykazuje w takiej sytuacji dziatanie gastroprotekcyjne
[Konturek i wsp. 2004]. Podanie greliny zmniejsza wywotane etanolem owrzodzenia zotadka
w sposob dawkozalezny [Sibilia i wsp. 2003, Konturek i wsp. 2004]. Dzialanie ochronne jest
obserwowane rowniez po centralnym podaniu greliny i posrednicza w nim szlaki dla NO.
Zahamowanie syntezy NO przez L-NAME, catkowicie znosi dzialanie ochronne greliny na
sluzéwke zotadka [Sibilia 1 wsp. 2003]. Dziatanie to jest utrzymane nawet po wagotomii, co
moze $wiadczy¢, iz jest to inny mechanizm niz przy dziataniu stymulujacym greliny na
sekrecj¢ kwasu zotadkowego, ktore to dzialanie jest przerywane po przecigciu nerwu
btednego [Date 1 wsp. 2001].

W kolejnych badaniach stwierdzono, ze grelina podana w okolice hipokampu
zwigksza aktywnos$¢ syntazy NO w tych okolicach, powodujac zmiang poziomu NO, co moze
wiaza¢ si¢ z modyfikujacym wplywem greliny na pamigé¢ 1 konsolidacj¢ [Carlini 1 wsp.
2010b].

Uwaza sig, ze grelina moze oddziatywaé na czeSci moézgowia wlaczone w
mechanizmy lezace u podstaw powstawania uzaleznien [Olszewski i wsp. 2008]. Jest to
prawdopodobne tym bardziej, ze grelina moze dziata¢ pobudzajaco na aktywno$¢ zwierzat, co
pozostaje w zwiazku z jej wplywem na pobudzenie mezolimbicznego uktadu DA w NAc
zaréwno u szczurdéw jak i u myszy [Jerlhag i wsp. 2008a, 2008b].

Zwiazek greliny z etanolem na podstawie dotychczasowych badan na zwierzetach nie
jest jednoznaczny. Wiadomo, ze u szczuréw, ktérym podano do PVN i do podwzgorza greling
zaobserwowano nasilenie pobierania pokarméw 1 wody (u szczuréw NP i PR) natomiast nie
zaobserwowano nasilenia picia alkoholu u PR [Eve i wsp. 2007]. Natomiast podanie
domoézgowe greliny (icv) wzmaga konsumpcje alkoholu u myszy, co pozostaje rowniez w
silnej korelacji z dziataniem pobudzajacym alkoholu i greliny poprzez cholinergiczne
receptory nikotynowe w VTA [Jerlhag i wsp. 2006]. Zaobserwowano réwniez, ze grelina
nasila zachowania hiperaktywne po kokainie oraz jest konieczna do nagradzajacego dziatania

alkoholu [Wellman i wsp. 2005, Davis i wsp. 2007, Jerlhag i wsp. 2008b, 2009]. Z kolei u
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myszy, ktorym podano antagonist¢ GHS-Rla oraz tzw. knockouts nieposiadajace tego
receptora mialy obnizona preferencj¢ dla pokarméw o dziataniu nagradzajacym
zawierajacych cukry oraz dla alkoholu. Uwalnianie DA w NAc indukowane przez pokarmy
nagradzajace lub alkohol jest réwniez obnizone u myszy typu knockout wobec genu

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

1.4.7.2.  Grelina a alkohol w badaniach klinicznych

Pierwsze doniesienia o mozliwym zwiazku hormondéw regulujacych apetyt i picie
alkoholu pojawity si¢ w roku 2003 [Thiele i wsp. 2003, Kalra i Kalra 2004]. Pozniejsze
badania wskazywaly na mozliwo$¢ ich udziatu rowniez w patofizjologii alkoholizmu [Kim i
wsp. 2005] gdzie zaobserwowano wzrost poziomu greliny podczas abstynencji (powyzej 30
dni) u 47 mezczyzn w stosunku do kontroli (n=50). Réwniez w innych badaniach u
uzaleznionych od alkoholu 21 kobiet i 97 mgzczyzn stwierdzono wzrost poziomow greliny
zardbwno w okresie aktywnego picia, jak 1 w okresie detoksyfikacji w stosunku do kontroli
(n=24) i nie stwierdzono zwiazku greliny z przymusem picia [Kraus i wsp. 2005]. Natomiast
w innych badaniach, jednorazowe podanie alkoholu zdrowym ochotnikom powodowato
spadek poziomu greliny catkowitej (Ryc. 7) [Calissendorf i wsp. 2005, 2006, Addolorato i
wsp. 2006, Zimmermann 1 wsp. 2007] 1 znaczaca, dodatnia korelacj¢ greliny z checia picia
[Addolorato i wsp. 2006]. W kolejnych badaniach Wurst i wsp. zaobserwowali spadek greliny
po okresie abstynencji [Wurst i wsp. 2007].

Wiadomo, ze S$rednie ilo$ci wypijanego alkoholu obnizaja wydzielanie greliny
[Calissendorff i wsp. 2005]. Efekt pojawia si¢ po kilku minutach osiagajac minimum po 75
minutach 1 trwa kilka godzin. Spadek poziomu greliny spowodowany alkoholem nie
odpowiada jego wartos$ci kalorycznej, wigc nie moze by¢ tlumaczony tym faktem
[Zimmermann i wsp. 2007].

W badaniach Badaoui i wsp. stwierdzono, ze poziom aktywnej greliny u osob
aktywnie pijacych jest obnizony [Badaoui i wsp. 2008]. W innych badaniach stwierdzono
jednak tendencj¢ odwrotna, mianowicie, ze poziom greliny we krwi wzrasta u os6b aktywnie
pijacych dwukrotnie, a po odstawieniu trzykrotnie w stosunku do kontroli [Kraus i wsp.
2005]. W badaniach tych nie stwierdzono réwniez wpltywu greliny na przymus picia,

natomiast pdzniejsze badania pokazuja taka korelacje [Badaoui 1 wsp. 2008].

35



150 9

(pg/ml)
3
L

Octanoylated Serum Ghrelin

700 -

Total Serum Ghrelin
(pg/mil)

600 -

SMJ

Ryc. 7. Poziomy aktywnej (gora) i catkiwitej (dot) greliny w czasie po podaniu alkoholu (czarne punknty) i

wody (biate punkty) u 12 zdrowych o0sob. [wg Calissendorff i wsp. 2006].

W badaniach u ludzi, stwierdzono rowniez pozytywna korelacj¢ migdzy poziomem
greliny w surowicy, a spozyciem alkoholu. Efekt ten jest najbardziej widoczny u kobiet
szkodliwie pijacych duze ilo$ci alkoholu (heavy-drinkers) wskazujac na nieliniowa zaleznos$¢
pomiedzy ilo$cia spozywanego alkoholu, a poziomem greliny [Makovey i wsp. 2007,
Landgren i wsp. 2010].

W innych badaniach takze stwierdzono podwyzszony poziom greliny u pacjentéw
uzaleznionych od alkoholu po dluzszym okresie abstynencji [Kim 1 wsp. 2005].
Zaobserwowano tez, ze poziom greliny po odstawieniu alkoholu u kobiet jest wyzszy niz u
mezcezyzn [Wurst 1 wsp. 2007]. Poniewaz udowodniono takze zmienno$¢ w poziomach
greliny w zwiazku z przyjmowaniem pokarmu, stresem, alkoholem, sposobem picia, plcia,
wiekiem, BMI, czy pora dnia, by¢é moze roznice te wynikaja z rozbiezno$ci w stosowanych
schematach do$wiadczen. Ponadto w niektorych cytowanych pracach pacjenci utrzymywali
abstyncje catkowicie, a w niektorych nie mozna bylo wykluczy¢ picia przez nich alkoholu
[Calissendorff 1 wsp. 2005, Kim i wsp. 2005, Wurst i wsp. 2007, Badaoui i wsp. 2008].

Picie alkoholu zwigksza spozycie pokarmoéw, zarowno u 0sob z otytoscia jak 1 u 0sob

z normalng masa [Poppit 1 wsp. 1999, Westerterp-Plantenga 1 Verwgen 2009]. Mechanizm
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tego dzialania jest nieznany, ale obserwuje si¢ hamowanie oksydacji kwasow tluszczowych i
zmiany poziomow niektérych hormondw oraz wplyw na niektore uktady neuroprzekaznikowe
[Wilding 2002, Druce i Bloom 2003, Yeomans i wsp. 2003].

Zardwno uzaleznienie od alkoholu jak i odstawienie sa sytuacjami stresujacymi, ktore
moga dziala¢ anksjogennie. Stres jest waznym czynnikiem przyczyniajacym si¢ do rozwoju
alkoholizmu i powrotu do natogu po przerwaniu picia. Na skutek stresu dochodzi do
obnizenia apetytu, wptyw greliny na ten efekt nie jest znany [Zimmermann 1 wsp. 2007].

Na podstawie analizy dotychczasowych badan przeprowadzonych w modelach
doswiadczalnych jak i w badaniach klinicznych, mozna stwierdzi¢, ze istnieje zwiazek
migdzy grelina, w tym rowniez jej st¢zeniem we krwi, a dziataniem alkoholu. Badania te nie
daly jednak jednoznacznej odpowiedzi, jaki jest kierunek tych zmian, innymi stowy czy
alkohol wplywa na podniesienie czy obnizenie poziomu greliny we krwi. Niewatpliwie na
taki obraz otrzymanych wynikéw mialy wptyw rézne uktady do§wiadczen, r6zne modele czy

narzgdzia badawcze oraz nie zawsze jednoznaczne kontrolowanie zespotu odstawienia.
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2. CEL BADAN

Znane s3 dane sklaniajace do hipotezy, ze grelina moglaby uczestniczy¢ w
osrodkowym dziataniu alkoholu, jak i ewentualnie stanowi¢ obwodowy wskaznik zmian
towarzyszacych dlugotrwalemu piciu alkoholu [Calissendorff i wsp. 2005]. Wiadomo, ze
istnieje zwiazek migdzy dziataniem niektorych lekow antypsychotycznych czy $rodkéw o
dzialaniu stymulujacym, a stgzeniami greliny we krwi obwodowej [Palik 1 wsp. 2005,
Murashita i wsp. 2007].

Stad, postanowiono okresli¢ udziat greliny w aktywnosci lekow przeciwalkoholowych
w modelu do$wiadczalnym uzaleznienia alkoholowego. W tym celu zaplanowano wykonanie
nastepujacych badan:

1. Okreslenie zwiazku pomigdzy st¢zeniem alkoholu, a stgzeniem greliny po podaniu
jednorazowym alkoholu jak i podczas dtugotrwatego picia alkoholu przez zwierzgta
doswiadczalne.

2. Poszukiwanie odpowiedzi na pytanie, czy grelina moze by¢ wskaznikiem
réznicujacym preferencj¢ do picia alkoholu pomigdzy heterozygotycznymi
szczurami (tzw. $srodowiskowy model indukcyjny), a szczurami pochodzacymi z linii
(model genetyczny).

3. Poszukiwanie zwiazku pomigdzy dziataniem przeciwalkoholowym wybranych
srodkdéw, a stezeniem greliny w surowicy u szczurow poddanych dlugotrwatemu
dziataniu alkoholu z zastosowaniem:

a. lekow o dzialaniu przeciwalkoholowym (akamprozat, naltrekson),

b. $rodkéw o spodziewanym dziataniu przeciwalkoholowym pochodzenia
roslinnego - wyciagu z korzenia otownika tatkowatego - kudzu
(Pueraria lobata, Willd Ohwi) i jego gtéwnych izoflawonoidéw - pueraryny

1 daidzyny.
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3.

CZESC DOSWIADCZALNA

3.1. Materialy i metody
3.1.1. Odczynniki i leki

alkohol etylowy — spirytus rektyfikowany 95% ,,Polmos”; roztwor 10% [g/g]
metyloceluloza (MC) — Methyl cellulose, roztwor 0,5%; Sigma-chemical CO., Japonia
akamprozat (AC) (Campral) — Merck Sante, 333 mg tabletki powlekane

naltrekson (NAL) — substancja (98%) Sigma-Aldrich

Pueraria lobata - wyciag etanolowy z korzenia olownika latkowatego (KU) -
extractum siccum (zawarto$¢ ogolna izoflawonoidow - 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
ktorego przyrzadzano zawiesing wodna w 0,5% MC, (1 g/10 ml)

daidzyna (DAI) (98%) — Glycine mas. (L.) Merr. ,,Shanxisciphar Biotechnology CO.”,
Chiny, proszek z ktdrego przyrzadzano zawiesing w 0,5% MC (10 mg/1 ml)

pueraryna (PUE) (98%) — Glycine mas. (L.) Merr. ,,Shanxisciphar Biotechnology
CO.”, Chiny, proszek z ktorego przyrzadzano zawiesing w 0,5% MC (10 mg/1 ml)
EDTA — roztwor 0,5%

PHMB — benzoesan p-hydroksyrtgciowy (98%) Sigma-Aldrich, proszek
do sporzadzenia roztworu 1%

HCI - roztwor 1IN
3.1.2. Zwierzeta

Uzyskano zgodg¢ na wykonanie przeprowadzonych dos$wiadczen na zwierzgtach

w Katedrze 1 Zaktadzie Farmakologii Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu (Numer zgody

Lokalnej Komisji Etycznej Do Spraw Doswiadczen Na Zwierzgtach: 03/2008).
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3.1.2.1.  Szczury Wistar

Cze$¢ badan przeprowadzono na szczurach, samcach szczepu Wistar. Zwierzeta
przebywaly w osobnych klatkach, z tworzywa sztucznego, w pomieszczeniu, w ktérym
temperatura wynosita 20+2°C, wilgotnos$¢ 65-75%.

Przez caly okres doswiadczenia szczury mialy swobodny dostgp do wody (za
wyjatkiem okreséw indukcji) 1 standardowej paszy laboratoryjnej (peletki, Labofeed BLSM)
(za wyjatkiem 12 godzin przed dekapitacja) oraz w odpowiednich okresach badan do 10%
alkoholu etylowego.

Przed rozpoczg¢ciem doswiadczen szczurom odwrocono cykl dobowy (Swiatlo od

godziny 19% do godziny 7%).

3.1.2.2.  Szczury WHP i WLP

Pozostata czeéci badan zostala przeprowadzona na szczurach, samcach szczepu
Wistar, wyprowadzonych z linii o wysokiej preferencji picia tzw. WHP (Warsaw High
Preffering, pokolenie 42-48) 1 o niskiej preferencji picia, tzw. WLP (Warsaw Low Preffering,
pokolenie 45-51), otrzymanych z Zaktadu Farmakologii 1 Fizjologii Ukladu Nerwowego,
Instytutu Psychiatrii i Neurologii w Warszawie, dzigki uprzejmosci Pani doc. dr hab. Wandy
Dyr.

Warunki utrzymania hodowli oraz Zzywienia i picia byly identyczne jak w przypadku

szczurow Wistar.

3.1.3. Pomiar masy ciala zwierzat

Dla do$wiadczen z podaniem danej substancji jednorazowo, zwierzgta byly wazone w
dniu podania substancji w celu doboru wiasciwej dawki. Dla doswiadczen z dlugotrwatym
piciem alkoholu przez szczury i podawaniem substancji lub lekéw, pomiaru dokonywano na
poczatku kazdego kolejnego cyklu. Przeprowadzone pomiary masy ciata zwierzat umozliwity
prawidlowe wyliczenie ilosci wypijanego etanolu i wody/kg m.c. oraz korekte dawki

podawanych zwiazkow.
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3.1.4. Proces wyodre¢bniania zwierzat PR i NP

W przypadku zwierzat szczepu Wistar dla przeprowadzenia zaplanowanych badan
konieczne bylo uzyskanie zwierzat preferujacych picie alkoholu z wolnego wyboru (PR) jak 1
zwierzat pozbawionych takiej preferencji (NP). Doswiadczenia rozpoczynano na grupie
liczacej 100 osobnikéw. W trakcie trwania doswiadczenia zwierzgta mialy zapewniony staly
dostep do pokarmu.

W celu wytonienia z grupy zwierzat NP 1 PR zastosowano model stosowany uprzednio
w Katedrze [Daoust i wsp. 1987, Mikotajczak i wsp. 1999] z pewnymi modyfikacjami
(Ryc. 8.).

W  pierwszym etapie do$wiadczen stosowano indukcjg, czyli dwutygodniowe
podawanie szczurom 10% alkoholu, jako jedynego plynu do picia. Po tym okresie przez
2 tygodnie umozliwiano zwierzetom swobodny dostgp do wody i alkoholu (okres wyboru). W
drugim tygodniu wyboru dokonywano pierwszego pomiaru ilo$ci wypijanych ptynéw. Przez
7 dni, codziennie, notowano ilo$¢ wypijanej wody i alkoholu przez poszczegodlne szczury. W
kolejnym etapie wprowadzono 2 tygodniowe odstawienie alkoholu — w tym okresie szczury
miaty zapewniony dostep jedynie do wody.

Nastegpnie przez okres 4 tygodni zwierzgta mialy swobodny dostep do roztworu
etanolu oraz wody. W ostatnim tygodniu tego okresu ponownie, codziennie mierzono ilo$¢
wypijanej wody 1 alkoholu przez szczury. Na podstawie otrzymanych danych wyodrgbniano
grupy szczurow NP (pijace <l g/kg m.c. etanolu na dobg) i PR (>3 g/kg m.c. etanolu na
dobg). Ponownie zastosowano dwutygodniowy okres odstawienia. Nastepnie w zaleznosci od
doswiadczenia dzielono zwierze¢ta na odpowiednie grupy otrzymujace dana substancje/lek i
odpowiednie vehiculum (MC lub H,0).

W przypadku zwierzat pochodzacych z linii w schemacie uzalezniania pomijano etap
indukcji. W kolejnych cyklach mierzono kontrolnie ilo§¢ wypijanego alkoholu, wody oraz
mase ciala zwierzat i weryfikowano odruch picia u zwierzat WHP i WLP wedlug tych
samych kryteriow jak dla zwierzat NP i PR.
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sindukcja”

2 tygodnie tylko 10% alkohol

l

Wybér 1

2 tygodnie alkohol/woda + 1 pomiar*

!

Odstawienie 1

2 tygodnie tylko woda

l

Wybor 2
4 tygodnie alkohol/woda + 2 pomiar*

l

Podzial na grupy

l

Odstawienie 2

2 tygodnie tylko woda

!

LEK
28 dni podanie leku

+ wybor alkohol/woda + 3 pomiar*

Ryec. 8. Schemat uzalezniania zwierzat.

* 1,2,3 pomiar — mierzenie objetosci wypijanych plynow oraz masy ciala zwierzqt przez ostatni tydzien.

3.1.5. Jednorazowe dootrzewnowe podanie etanolu

W badaniach nad wptywem jednorazowego podania etanolu na poziomy greliny,
zwierz¢tom podawano jednorazowo dootrzewnowo etanol w roztworze 30%, w dawkach

1,0; 2,0 i 4,0 g/lkg m.c. oraz odpowiednia objetos¢ H,O grupie kontrolnej. Po 120 min. od
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podania zwierzeta dekapitowano 1 krew do dalszych oznaczen pobierano wedtug schematu

z rozdziatu 3.1.7.

3.1.6. Badanie rozwoju tolerancji

W doswiadczeniu dotyczacym rozwoju tolerancji na dziatanie etanolu zwierzgta WHP
otrzymywaty dootrzewnowo 20% etanol, w dawce 3 g/kg m.c., wedlug modelu stosowanego
uprzednio w Katedrze Farmakologii [Crabbe 1 wsp. 1982, Okulicz-Kozaryn i wsp. 1992] oraz
dozotadkowo KU w dawce 500 mg/kg m.c. Zwierzgta podzielono na 4 grupy: woda+MC
(H20+MC), woda+KU (H20+KU), etanol+MC (Et+MC), etanol+KU (Et+KU).

Przez 8 dni trwania do$wiadczenia zwierzg¢ta raz dziennie otrzymywaty dozotadkowo
KU lub MC. Po godzinie od podania KU lub MC szczury otrzymywaly dootrzewnowo etanol
lub odpowiednio wode do wstrzyknig¢ w tej samej objgtosci. Nastepnie w 1,3,5 1 8 dobie (po
30, 60 1 90 minutach od podania etanolu) mierzono temperatur¢ ciata zwierzat w odbycie
termometrem cyfrowym (TTK-3011, Temed Zabrze).

W ostatnim, 8 dniu do§wiadczenia po pomiarze temperatury zwierz¢ta dekapitowano i

pobierano krew do dalszych oznaczen wedtug procedury opisanej w rozdziale 3.1.7.

3.1.7. Pobieranie i zabezpieczanie surowicy do oznaczen pozioméw greliny

Zwierzgta, u ktérych mierzono poziom fizjologicznej greliny, greliny po badaniach
tolerancji etanolowej oraz greliny po okresie preferencji glodzono 12 godzin przed
dekapitacja w celu uniknigcia wptywu pokarmu na poziomy greliny we krwi. U zwierzat
otrzymujacych substancje (lub leki), podawano je 1 godzing przed badaniem (w przypadku
podania dootrzewnowo) lub 2 godziny przed badaniem (w przypadku podania dozotadkowo).
Zwierzeta dekapitowano 1 probki krwi (5 ml) pobierano na 0,5% EDTA (0,5 ml) w celu
zapobiegania powstawania skrzepéw oraz dodawano 100 pl 1% PHMB (benzoesan p-
hydroksyrtgciowy) w celu przeciwdzialaniu degradacji biatek. Nastgpnie krew
odwirowywano przez 15 min (4500 obr/min) w temp. 4C. Otrzymana surowice w ilosci 1,0
ml zabezpieczano dodajac 100 ul IN HCl w celu stabilizacji probki i zamrazano w
temperaturze -80 C do pozniejszych oznaczen.

W badaniu poziomoéw NAL, krew pobierano wielokrotnie przyzyciowo z ogona i

postepowano z nia dalej wedtug schematu opisanego powyze;j.
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3.1.8. Oznaczanie poziomu etanolu we krwi obwodowej

Do oznaczen stgzenia etanolu we krwi obwodowej szczurow pobierano krew
natychmiast po dekapitacji i postgpowano wedtug procedur z rozdziatu 3.1.7. Do oznaczen
pobierano 0,1 ml krwi peinej dodajac 0,5 ml propionitrylu jako wzorca wewngtrznego i
zabezpieczano catos¢ w szczelnej fiolce.

Badanie wykonano przy pomocy metody chromatografii gazowej (GLC)
z wykorzystaniem techniki head-space na urzadzeniu AutoSytem XL z przystawka Headspace
Autosampler Tubomatrix 40 (Perkin Elmer) z oprogamowaniem Totalchrom Worksation
ver. 6.2.0. stosujac kolumng kapilarng Elite BAC-2 (dt. 30 m, $rednica 0,532, grubo$¢ filmu
2 um) [Wachowiak i wsp. 1990, Wojciak i wsp. 1990, Mikotajczak i wsp. 1994].

Oznaczenia wykonano w Pracowni Analiz Chemicznych i Zwiazkéw Toksycznych i

Dopingowych, Katedry 1 Zaktadu Medycyny Sadowej UM w Poznaniu.

3.1.9. Oznaczanie poziomu greliny aktywnej i calkowitej

Oznaczen stgzen calkowitej greliny (total) w surowicy dokonano metoda ELISA z
zastosowaniem zestawu (kitu) firmy Phoenix Pharmaceuticals, Inc. USA o granicy
oznaczalnosci 10 pg/ml.

Oznaczen stgzen greliny aktywnej (acylowanej) w surowicy dokonano stosujac
metod¢ ELISA z zastosowaniem zestawu (kitu) firmy SPI-Bio o granicy
oznaczalnosci 1 pg/ml.

Oznaczen dokonywano przy pomocy urzadzenia SUNRISE-BASIC firmy Tecan z
oprogramowaniem Magellan ver. 1.1 do odczytu absorbancji, dopasowaniem krzywej st¢zen
wg warto$ci wzorcowych oraz wyliczenia bezwzglednych poziomdéw greliny w probcee.

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

Wartosci uzyskane przedstawiono jako $rednie arytmetyczne = SEM. Obliczenia
statystyczne wykonano stosujac analiz¢ wariancji ANOVA jednoczynnikowa, lub
odpowiednio analizg¢ ANOVA dla uktadow z powtarzanymi pomiarami. Dalsza analize
statystyczna przprowadzono z zastosowaniem tzw. testu post-hoc LSD (test najmniejszej
réznicy Fishera) w celu zanalizowania efektow w poszczegdlnych grupach. Ocenie

statystycznej poddano wszystkie wyniki przy minimalnym zaloZeniu istotno$ci statystycznej

na poziomie a=0,05.
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4. WYNIKI

4.1.

Czg$¢ doswiadczen przeprowadzono na szczurach wywodzacych si¢ z linii
o utrwalonym odruchu picia alkoholu z wolnego wyboru, stad postanowiono okresli¢, jakie
warto$ci fizjologiczne stgzenia greliny wystgpuja u tych zwierzat (nie poddanych dziataniu
alkoholu) w poréwnaniu ze szczurami szczepu Wistar. Stwierdzono wystgpowanie istotnej
zmiennosci migdzy badanymi grupami, tak dla greliny aktywnej (ANOVA: F(2, 43)=5,79;
p=0,005) jak i catkowitej] (ANOVA: F(2, 52)=4,36; p=0,018). Zwierzgta niepreferujace picia
alkoholu (WLP) wykazywaly poziomy obu form greliny =zblizone do wartos$ci
obserwowanych u szczurow Wistar (Ryc. 9). Niewielkie réznice nie byly istotne
statystycznie. Natomiast u zwierzat WHP poziom greliny zaréwno aktywnej jak 1 calkowitej
byt obnizony w sposob istotny w stosunku do odpowiedniej grupy Wistar i WLP (p< 0,001)
(Ryc. 9.). Jednoczesnie stwierdzono brak zmiennosci masy ciata uzytych zwierzat (ANOVA:

F(2, 49)=0,539; p=0,586) jak i ilosci 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 calkowitej u szczurow Wistar, WLP i WHP.

Fizjologiczne poziomy greliny u szczurow Wistar, WLP i WHP
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| DWistar BWLP OWHP
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grelina catkowita

n= 13-19; srednia#SEM; aa - wzgledem grupy Wistar i WLP, p<0,001
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Tab. 1. Zmiany masy oraz iloSci wypijanej wody u szczuréw Wistar, (pozbawionych dostgpu do alkoholu) oraz

szczurow WLP 1 WHP (rowniez pozbawionych dostgpu do alkoholu).

Masa Ilo$¢ wypijanej wod
SR n lg] [ml/yl?gjm.c.J/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

srednia+SEM

4.2. Wplyw jednorazowego podania etanolu na poziomy greliny w

surowicy szczurow Wistar

W doswiadczeniu okre$lono wplyw jednorazowego dootrzewnowego podania etanolu
w 3 dawkach (1,0; 2,0 1 4,0 g/kg m.c., i.p.) szczurom Wistar na poziomy greliny aktywne;j
(Ryc. 10.) oraz catkowitej (Ryc. 11.). Zwierzgta kontrolne otrzymaty odpwiednia objgtos¢
wody do wstrzyknigc.

Stwierdzono dawkozalezna zmienno$¢, odwrotnie proporcjonalng pomigdzy dawka
etanolu, a poziomem greliny aktywnej (ANOVA: F(3, 28)=27.4; p=0,0000) jak i catkowitej
(ANOVA: F(3, 28)=22,5; p=0,0000). Nie zauwazono istotnych ré6znic w masach zwierzat
uzytych w tym dos$wiadczeniu (ANOVA: F(3, 28)=1,75; p=0,178) (Tab. 2.).

Jednocze$nie zmierzono poziom etanolu we krwi u tych samych zwierzat (Ryc. 12.).
Zaobserwowano dawkozalezna, wprost proporcjonala, statystycznie istotna zalezno$¢ migdzy

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

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

Grupa n N{Z]s a
kontrola ] 341,244 4
1,0 8 323,7+8,0
2,0 8 340,0+3,8
4,0 8 331,2+7.4
srednia#SEM
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Ryc. 10. Poziomy greliny aktywnej u szczuréw Wistar po jednorazowym dootrzewnowym podaniu etanolu.

n=8; srednia#SEM; aa - wzgledem grupy kontronej, p<0,001
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Ryc. 11. Poziomy greliny catkowitej u szczurow Wistar po jednorazowym dootrzewnowym podaniu etanolu.

n=8; srednia#SEM; aa - wzgledem grupy kontrolnej, p<0,001
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Ryc. 12. Poziomy etanolu we krwi u szczurow Wistar po jego jednorazowym dootrzewnowym podaniu.

n=8; srednia+SEM

43. Wplyw jednorazowego podania etanolu na poziomy greliny w

surowicy szczuréw WLP i WHP

Okreslono réwniez wptyw jednorazowego dootrzewnowego podania szczurom WHP i
WLP etanolu w 3 dawkach (1,0; 2,0 i 4,0 g/lkg m.c., i.p.) na poziomy greliny aktywnej (Ryc.
13.) oraz catkowitej (Ryc. 14.). Zwierz¢ta kontrolne otrzymaty odpowiednia objetos¢ wody
do wstrzyknig¢.

U szczur6w WLP analogicznie jak w poprzednim do$wiadczeniu na szczurach Wistar
(rozdzial 4.3) stwierdzono dawkozalezng zmienno$¢, odwrotnie proporcjonalng pomigdzy
dawka etanolu, a poziomem greliny aktywnej (ANOVA: F(3, 17)=23,2; p=0,0000) jak i
catkowitej] (ANOVA: F(3, 17)=20,8; p=0,0000) (Ryc. 13., Ryc. 14.). Natomiast u szczurow
WHP zaobserwowano odwrotnie niz dla zwierzat WHP, wprost proporcjonalng zaleznos¢
pomiegdzy dawka etanolu, a poziomem greliny aktywnej (ANOVA: F(3, 19)=17,9; p=0,0000)
jak i catkowitej (ANOVA: F(3, 17)=17,2; p=0,0000).

Zmierzono réwniez poziom etanolu we krwi zwierzat po jego podaniu w
wymienionych dawkach (Ryc. 15.). Zaobserwowano dawkozalezny, wprost porporcjonalny 1

statystycznie istotny zwiazek pomigdzy poziomem alkoholu we krwi, a podana dawka etanolu
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tak u zwierzat 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 réznic w masach zwierzat 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 szczurow WLP i WHP po jednorazowym podaniu etanolu.

Grupa n Dawka etanolu Masa
[g/kg m.c.; i.p.] [g]
8 kontrola 362,5+6,7
5 1,0 358,0+9,2
WLP 9 2 9
5 2,0 368,0+£28,3
5 4,0 364,0+10,2
5 kontrola 356,0+11,7
6 1,0 351,0+18,6
WHP b b b
6 2,0 353,3+8,3
6 4,0 353,0+£25,8
sredniatSEM
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Ryc. 13. Poziomy greliny aktywnej w surowicy u szczurow WLP i WHP po jednorazowym dootrzewnowym

podaniu etanolu.

n=6-8; sredniatSEM,; aa — wzgl. grupy kontrolnej WLP, p<0,001; bb — wzgl. grupy kontrolnej WHP, p<0,001
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Ryc. 14. Poziomy greliny catkowitej w surowicy u szczuréw WLP i WHP po jednorazowym dootrzewnowym

podaniu etanolu.

n=6-8; sredniatSEM,; 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 szczurow WLP i WHP po jednorazowym dootrzewnowym podaniu etanolu.

n=6-8; sredniatSEM; aa - wzgledem grupy WLP dla dawki 4,0 g/kg m.c., p<0,001



4.4. Wplyw etanolu na rozwdj tolerancji u szczuréw WHP

W kolejnym do$wiadczeniu badano rozwdj tolerancji etanolowej u szczuréw WHP po

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

l.

W 30 minucie od podania etanolu wystepuje spadek temperatury ciata zwierzat w
stosunku do grupy kontrolnej otrzymujacej wod¢ do wstrzykni¢¢ (Ryc. 16.) (efekt
gléwny — zmiana temperatury, ANOVA z powtdrzeniami: F(1, 12)=6,31; p=0,027);
efekt kolejnego podawania (doby) (ANOVA z powtdrzeniami: F(3, 36)=19,7;
p=0,0000), interakcja miedzy efektem gléwnym, a efektem kolejnego podawania
(ANOVA z powtorzeniami: F(3, 36)=11,7; p=0,0000).

W 60 minucie od podania etanolu wystgpuje spadek temperatury ciata zwierzat w
stosunku do grupy kontrolnej otrzymujacej wod¢ do wstrzykni¢é (Ryc. 17.) (efekt
gléwny— zmiana temperatury, ANOVA z powtorzeniami: F(1, 12)=49,5; p=0,0000);
efekt kolejnego podawania (doby) (ANOVA z powtdrzeniami: F(3, 36)=14,0;
p=0,0000), interakcja migdzy efektem glownym, a efektem kolejnego podawania
(ANOVA z powtorzeniami: F(3, 36)=17,3; p=0,0000).

. W 90 minucie od podania etanolu wystepuje spadek temperatury ciala zwierzat w

stosunku do grupy kontrolnej otrzymujacej wode¢ do wstrzykni¢¢ (Ryc. 18.) (efekt
gléwny— zmiana temperatury, ANOVA z powtorzeniami: F(1, 12)=14,5; p=0,0024);
efekt kolejnego podawania (doby) (ANOVA z powtdrzeniami: F(3, 36)=9,30,
p=0,0001), interakcja miedzy efektem gléwnym, a efektem kolejnego podawania
(ANOVA z powtorzeniami: F(3, 36)=10,7; p=0,0000).

Dalsza analiza przy pomocy testu post-hoc wykazata, ze za zaobserwowang zmiennos¢

odpowiedzialna byla znamienna rdéznica 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 rowniez istotng réznicg w stosunku do kontroli dla 60 minuty

pomiaru (Ryc. 17.). W pozostatych punktach dos$wiadczalnych, tj. w 5 1 8 dobie dla

wszystkich punktéw pomiarowych oraz dla 3 doby po 30 1 90 minutach od podania zmierzone

réznice temperatur pomiedzy grupami otrzymujacymi etanol i wodg nie osiagnety

znamiennosci statystycznej (Ryc. 16., Ryc. 17., Ryc. 18.).

W tym dos$wiadczeniu zmierzono rowniez poziomy greliny po okresie podawania

etanolu (8x). Stwierdzono niewielkie, nieistotne statystycznie obnizenie poziomu greliny

aktywnej (ANOVA: F(1, 10)=3,64; p=0,0853) i istotny spadek poziomu greliny calkowitej
(ANOVA: F(1, 11)=30,4; p=0,0001) w stosunku do zwierzat kontrolnych (Ryc. 19.).
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Przeprowadzone do$wiadczenie nie wplyngto znamiennie na zmiany masy ciala

uzytych zwierzat (ANOVA: F(1, 13)=0,11; p=0,738) (Tab. 4.).
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Ryc. 16. Zmiany temperatury ciata u szczuréw WHP po 30 minuach od podania etanolu (3,0 g/kg m.c., i.p.) w
pierwszej i w kolejnych dobach doswiadczenia.

n=7-8; srednia£SEM; aa - wzgledem grupy H20, p<0,0001
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Ryc. 17. Zmiany temperatury ciata u szczuréw WHP po 60 minuach od podania etanolu (3,0 g/lkg m.c., i.p.) w
pierwszej i w kolejnych dobach doswiadczenia.

n=7-8; srednia£SEM; aa — wzgledem odpowiedniej grupy H20, p<0,0001
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Ryc. 18. Zmiany temperatury ciata u szczuréw WHP po 90 minuach od podania etanolu (3,0 g/kg m.c., i.p.) w

pierwszej i w kolejnych dobach doswiadczenia.

n=7-8; sredniatSEM; aa — wzgledem grupy H20, p<0,0001
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Ryc. 19. Poziomy greliny aktywnej i catkowitej w surowicy u szczurow WHP po wielokrotnym (8x) podaniu

poziom greliny w surowicy [pg/ml]

etanolu (3,0 g/kg m.c, i.p.).
n=6-8; srednia£SEM; aa - wzgledem grupy H20, p<0,0001
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Tab. 4. Zmiany masy ciata uzytych szczuréw WHP w badaniu rozwoju tolerancji na dziatanie etanolu.

Masa
Grupa n
P L2l
H20 7 262,9+7.8
Etanol 8 281,3+6,7

sredniatSEM

4.5. Wplyw preferencji na poziomy greliny

4.5.1. Poziomy greliny u szczuré6w Wistar, NP i PR

We wstegpnych badaniach okreslono warto$ci fizjologiczne oraz wpltyw preferencji
alkoholu lub jej brak u szczurow szczepu Wistar na poziomy greliny aktywnej 1 catkowite;.
Zwierzgta NP PR wyprowadzono ze szczurow Wistar wedlug modelu indukcji
przedstawionego w  rozdziale 3.1.4. Przeprowadzone doswiadczenie pozwolilo
zaobserwowaé, ze alkohol przyczynia si¢ do istotnej zmienno$ci zmian wartosSci
fizjologicznych stgzen greliny aktywnej (ANOVA: F(2, 72)=11,4; p=0,0000) jak i calkowite]
(ANOVA: F(2, 67)=7,84; p=0,0009). Stwierdzono, ze zaréwno u zwierzat NP pijacych
niewielkie iloéci alkoholu, jak i u zwierzat PR pijacych znamiennie wigcej w stosunku do
zwierzat NP (ANOVA: F(1, 60)=122,7; p=0,0000) (Tab. 5.) obnizenie wartosci greliny
aktywnej 1 catkowitej bylo znamienne w poréwnaniu do szczurdw kontrolnych (Ryec. 20.).
Zauwazono, ze ilo$¢ wypijanego alkoholu wyraznie wplywata na obnizenie obu form greliny
tak u szczurow NP jak i PR. Wszystkie zmiany poziomoéw greliny aktywnej korelowaty ze
zmianami poziomow greliny catkowitej (Ryc. 20.).

W doswiadczeniu wykazano rowniez, ze zastosowana procedura alkoholizowaniania
nie wplynela istotnie ani na zmiany mas ciata badanych zwierzat (ANOVA: F(2, 91)=0,308;
p=0,736) (Tab. 5.) ani na ilo$ci wypijanych przez nie ptynow (ANOVA: F(2, 90)=2,74;
p=0,0702) (Tab. 5.).

Tab. 5. Zmiany masy, iloSci wypijanego etanolu oraz sumy wypijanych plyndéw u szczuréw Wistar,

(pozbawionych dostgpu do alkoholu), niepreferujacych (NP) i preferujacych (PR) picie alkoholu.

Grupa n Masa Etanol pi;::'::zv
[g] [g/kg m.c./dobe] [mi/ke/d]

Wistar 28 417,1+12,2 - 57,0+2,1
NP 38 423,2+11,5 0,74+0,11 66,4425
PR 24 411,248,0 3,11+£1,03" 62,2438

Srednia#SEM; x - wzgledem grupy NP, p<0,0001
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Ryc. 20. Poziomy greliny aktywnej i catkowitej u szczurow Wistar, (pozbawionych dostgpu do alkoholu),
niepreferujacych (NP) i preferujacych (PR) picie alkoholu.
n=16-34; sredniazSEM; a — wzgl. odpowiedniej grupy Wistar, p<0,05; aa — wzgl. grupy Wistar, p<0,001

4.5.2. Poziomy greliny u szczurow Wistar, WLP i WHP

W tym do$wiadczeniu szczurom WLP 1 WHP umozliwiono dostep do alkoholu
(wg wczesniej opisanego modelu doswiadczenia, rozdziat 3.1.4). Zaobserwowano istotne
zmiany poziomu greliny aktywnej (ANOVA: F(2, 35)=8,66; p=0,0009) jak i catkowitej
(ANOVA: F(2, 42)=7,86; p=0,0013) u badanych szczuréw (Ryc. 21.). Zauwazono, ze szczury
WHP miaty znamiennie statystycznie obnizone poziomy greliny calkowitej jak 1 aktywnej tak
w stosunku do grupy WLP jak i grupy Wistar (p<0,001). Ponadto szczury WLP mialy
réwniez znamiennie statystycznie obnizone st¢zenia greliny aktywnej w stosunku do grupy
Wistar (p<0,001), podczas gdy dla greliny catkowitej nie zauwazono takiej istotnosci.

W analizowanym uktadzie do$wiadczalnym nie stwierdzono istotnych rdéznic w
masach ciata zwierzat (ANOVA: F(2, 45)=0,406; p=0,669) oraz w catkowitej ilosci
wypijanych przez nie ptynéw (ANOVA: F(2, 41)=0,088; p=0,915).

Zauwazono natomiast istotna roéznicg w ilo§ci wypijanego etanolu przez zwierzgta

WHP i WLP (ANOVA: F(1, 15)=28,7; p=0,0001) (Tab. 6.).
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Ryc. 21. Poziomy greliny aktywnej i catkowitej u szczurow Wistar (pozbawionych dost¢pu do alkoholu), WLP i
WHP (po okresie preferenciji).

n= 13-19; srednia#SEM; aa - wzgledem grupy Wistar i/lub WLP, p<0,001

Tab. 6. Zmiany masy, iloSci wypijanego etanolu oraz sumy wypijanych pltynow u szczuréw Wistar,

(pozbawionych dostgpu do alkoholu) oraz szczurow WLP i WHP (po okresie preferencji).

R n Masa Etanol suma plynéw
[g] [g/kg m.c./dobe] [ml/kg m.c./dobe]
Wistar 25 422,4+11,2 - 54,0+1,6
WLP 15 430,3+27,4 0,97+0,24 55,549
WHP 8 428,3+3,2 4,32+0,33% 56,2+3,3

Srednia#SEM; x - wzgledem grupy WLP, p<0,001

4.5.3. Wplyw picia alkoholu na poziomy greliny u szczuréow WLP i WHP

W tej czeséci porownano otrzymane wartosci stgzen greliny aktywnej i catkowitej u
szczurow WHP i WLP nie poddanych dziataniu alkoholu (WHP_ H,O i WLP_ H,O; dane z
rozdzialu 4.1, Ryc. 9.) oraz szczurdw tego samego typu poddanych dziataniu alkoholu - po
okresie preferencji (WHP_Et1 WLP_Et; dane z rozdziatu 4.5.2, Ryc. 21.).

Otrzymane dane przedstawiono w tabeli (Tab. 7.). Stwierdzono, ze okres preferencji
wplynal znamiennie statystycznie na obnizenie st¢zenia greliny aktywnej w obu grupach
szczurow (ANOVA: F(3, 48)=7,05; p=0,0005). Podobna zmienno$¢ zaobserwowano dla
zmian stgzen greliny catkowitej (ANOVA: F(3, 40)=10,1; p=0,0000). Dalsza szczegdtowa
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analiza pozwolila stwierdzi¢, ze picie alkoholu przez szczury WHP znamiennie obnizyto
poziomy greliny aktywnej i catkowitej (p<0,05). Ponadto alkohol w tym uktadzie wptynat
roéwniez na znamienne zmniejszenie st¢zenia greliny aktywnej u szczuréw WLP. Podobny
trend cho¢ nieistotny statystycznie stwierdzono dla zwierzat WLP podczas pomiaru greliny

catkowitej.

Tab. 7. Wptyw picia alkoholu na zmiany st¢zgnia greliny u szczurow WHP 1 WLP.

grelina aktywna grelina calkowita
il " [pg/mi] [pg/mi]
WLP H20 19 181,7+£22,6 1314,6+151,3
WLP_Et 13 130,9+£19,1% 1261,4+129,4
WHP_H20 11 89,5+9,1% 690,7+13,1%
WHP_Et 9 64,6+5,47 419,6+80,6"

sSrednia#SEM; x - wzgledem grupy WLP _H20, p<0,05; y-wzgledem grupy WHP_H20

4.5.4. Porownanie poziomow greliny u szczurow NP, PR, WLP i WHP

W kolejnym do$wiadczeniu poréwnano poziomy greliny u szczurow NP, PR, WLP i
WHP po okresie preferencji (Ryc. 22., Ryc. 23.). Dane te zebrano w oparciu o wczesniesze
wyniki przedstawione w rozdziale 4.5.1 (Ryc. 20.), i rozdziale 4.5.2 (Ryc. 21.).
Zaobserwowano istotng zmienno$¢ zaroéwno dla greliny aktywnej (ANOVA: F(3, 94)=28.4;
p=0,0000) jak i catkowitej] (ANOVA: F(3, 71)=37,0; p=0,0000). Zaréwno dla zwierzat PR jak
1 WHP zaobserwowano znamienne obnizenie warto$ci greliny aktywnej i1 calkowite] w
stosunku do odpowiednich zwierzat (NP i WLP, p<0,0001) pijacych niewielkie iloci etanolu
(Ryc. 22., Ryc. 23.). Nie zaobserwowano znamiennych réznic migdzy grupami PR i WHP dla
obu form greliny. Natomiast u szczuréw WLP stwierdzono nizsze stezenia greliny aktywne;j
w stosunku do grupy NP (p<0,01) (Ryc. 22.), podczas gdy dla greliny catkowitej nastapit
wzrost stezenia u szczurow WLP wzgledem NP (p<0,01) (Ryc. 23.).

Wielotygodniowy dostgp z wolnego wyboru do alkoholu zaréwno przez szczury
Wistar jak 1 pochodzace z linii wptynglo znamiennie na zrdznicowanie ilosci wypijanego
alkoholu przez wszystkie zwierzgta (ANOVA: F(3, 96)=57,6; p=0,000) (Ryc. 24.). Szczury
PR wypijaly znamiennie wigcej roztworu 10% etanolu w stosunku do zwierzat NP (p<0,001)
oraz analogicznie WHP do WLP (p<0,001). Wprowadzenie jednak procedury
alkoholizowania poprzez indukcje zwierzat Wistar i uzyskanie zwierzat NP i PR (rozdziat
3.1.4) oraz brak indukcji u zwierzat WHP 1 WLP nie mialo znamiennego wptywu na

skuteczno$¢ otrzymania zwierzat preferujacych i niepreferujacych w obu modelach (Ryc.

58



24.)). Stwierdzono bowiem, ze zwierz¢ta WHP wypijaly podobne ilosci alkoholu w
porownaniu do zwierzat PR (p>0,05) jak i zwierzgta WLP do NP (p>0,05).

Zastosowane procedury alkoholizowania zwierzat nie wplyngly na ich kondycjg (Tab.
8.), bowiem nie stwierdzono istotnej zmienno$ci w masach zwierzat (ANOVA: F(3,
108)=0,927; p=0,4292) oraz nie zaobserwowano rdznic w ilo$ci wypijanych przez nie ptynow
(ANOVA: F(3, 123)=1,107; p=0,3488).

Tab. 8. Zmiany masy szczurdw oraz sumy wypijanych ptynow przez zwierzgta NP, PR, WLP i WHP po okresie

preferencji.
Masa Suma plynéw
Gip n Ig] [ml/kg m.c./dobe]
NP 37 529,9+11,4 52,4+2,1
PR 42 502,7+11,4 54,4443
WLP 18 516,3+18,1 52,8434
WHP 21 516,9+24.0 53,0£2,5
Srednia+SEM
E 200
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Ryc. 22. Poziomy greliny aktywnej u szczurow NP, PR, WLP i WHP po okresie preferencji picia alkoholu.
n=13-41; sredniatSEM; aa — wzgledem odp. grupy NP, p<0,0001; bb — wzgledem odp. grupy WLP, p<0,0001
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Ryc. 23. Poziomy greliny catkowitej u szczurow NP, PR, WLP i WHP po okresie preferencji picia alkoholu.
n=13-41; sredniatSEM; aa — wzgledem odp. grupy NP, p<0,0001; bb — wzgledem odp grupy WLP, p<0,0001
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Ryc. 24. llos¢ wypitego etanolu u szczurow NP, PR, WLP i WHP po okresie preferencji picia alkoholu.
n=14-42; sredniatSEM; aa — wzgledem grupy NP, p<0,0001; bb — wzgledem grupy WLP, p<0,0001
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4.6. Wplyw wielokrotnego podania akamprozatu na poziomy greliny

W kolejnym do$wiadczeniu szczurom szczepu Wistar podawano wielokrotnie (28x)
AC dozotadkowo w dawce 500 mg/kg m.c., po okresie preferencji i wynikajacym z niego
podziale na grupy NP i PR. Stwierdzono, ze podawanie AC wptynglo znamiennie na
zmienno$¢ otrzymanych wynikow dla greliny aktywnej (ANOVA: F(3, 25)=8,051; p=0,0006)
jak 1 catkowitej (ANOVA: F(3, 31)=6,87; p=0,0011) (Ryc. 25., Ryc. 26.). Zauwazono, ze
poziom greliny aktywnej obnizony przez picie alkoholu u szczuréw PR ulegl znamiennemu
podwyzszeniu do wartosci kontrolnej pod wpltywem podawania AC (p<0,001). Podobnie AC
wptynat na normalizacj¢ stgzenia greliny catkowitej u zwierzat PR (p<0,001). Takiego efektu
nie zauwazono u szczurOw NP.

Efekty te korespondowaly z wplywem badanego leku na ilo$¢ wypijanego etanolu
przez zwierz¢ta PR. Zaobserwowano bowiem, ze AC wplynal istotnie na zmiennos$¢ ilosci
wypijango etanolu (ANOVA: F(3, 28)=10,8; p=0,0001). Podawanie AC w istotny sposob
zmniejszyto i1lo$¢ wypijanego etanolu przez zwierzgta PR AC w stosunku do grupy PR MC
(p<0,001) (Ryc. 27.).

Jednoczes$nie stwierdzono, ze podawanie AC nie wptyngto na kondycj¢ zwierzat w
tym doswiadczeniu (Tab. 9.), bowiem nie stwierdzono zmienno$ci w masach zwierzat
(ANOVA: F(3, 29)=0,316; p=0,8196) oraz sumarycznej ilosci wypijanych ptynow (ANOVA:
F(3, 29)=0,226; p=0,8773).

Tab. 9. Wptyw akamprozatu na zmian masy oraz sumaryczne ilo§ci wypijanych ptyndéw przez szczury PR i NP.

R n Masa suma plynéw
[g] [ml/kg m.c./dobe]
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

srednia+SEM
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Ryc. 25. Poziom greliny aktywnej w surowicy u szczurow NP i PR po wielokrotnym (28x) podaniu akamprozatu
(500 mg/kg m.c., p.o.).

n=7-10; srednia+SEM; aa - wzgledem NPMC p<0,001; bb - wzgledem PRMC p<0,001

1400

1200

1000 +

800 -

600 -

poziom greliny w surowicy [pg/ml]

400 -

200 -

NPMC NPAC PRMC PRAC

\l grelina catkowita \

Ryc. 26. Poziom greliny catkowitej w surowicy u szczurOw NP i PR po wiclokrotnym (28x) podaniu

akamprozatu (500 mg/kg m.c., p.o.).
n=7-10; srednia+SEM; aa - wzgledem NPMC p<0,001; bb - wzgledem PRMC p<0,001
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Ryc. 27. Wptyw akamprozatu (500 mg/kg m.c. p.o.) na ilo$¢ wypijanego etanolu przez szczury NP i PR.
n=7-10; srednia+SEM; aa - wzgledem grupy NP_MC, p<0,001; bb - wzgledem PR_MC, p<0,001

W  kolejnym doswiadczeniu podawano wielokrotnie (28x) AC w dawce
500 mg/kg m.c. p.o. szczurom WLP i WHP. Stwierdzono, ze podawanie AC wptynglo
znamiennie na zmienno$¢ otrzymanych wynikow dla greliny aktywnej (ANOVA: F(3,
25)=27,5; p=0,0000) jak i catkowitej (ANOVA: F(3, 27)=8,41; p=0,0004) (Ryc. 28.). Szczury
WHP miaty obnizone stgzenia obu form greliny w stosunku do zwierzat WLP (p<0,001)
(Rye. 28.). U zwierzat WHP, ktorym podawano AC stwierdzono wzrost zarowno dla greliny
aktywnej jak i catkowitej do poziomu obserwowanego u zwierzat kontrolnych (WLP_MC
p>0,05) (Ryc. 28.). Takiego efektu AC nie zaobserwowano u szczuréw WLP.

Zaobserwowano, ze AC wplynat istotnie na zmienno$¢ ilo$ci wypijango etanolu
(ANOVA: F(3, 27)=23,8; p=0,0000) (Ryc. 29.). Jednoczesnie podawanie AC w istotny
sposob zmniejszyto ilos¢ wypijanego etanolu przez zwierzgta WHP AC w stosunku do grupy
WHP_ MC (p<0,05) (Ryc. 29.).

Podobnie jak poprzednio, stwierdzono, ze podawanie AC nie wptyneto na kondycje
zwierzat w doswiadczeniu (Tab. 10.), bowiem nie stwierdzono zmiennosci w masach zwierzat
(ANOVA: F(3, 30)=1,87; p=0,1562) oraz sumarycznej ilo§ci wypijanych ptyndéw pltynow
(ANOVA: F(3, 29)=1,36; p=0,2740).
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Ryc. 28. Poziom greliny aktywnej i catkowitej w surowicy u szczurow WLP i WHP po wielokrotnym (28x)
podaniu akamprozatu (500 mg/kg m.c. p.o.).

n=6-8; sredniatSEM; aa - wzgledem WLP_MC, p<0,001,; bb - wzgledem WHP MC, p<0,001
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Ryc. 29. Wplyw akamprozatu (500 mg/kg m.c. p.o.) na ilo$¢ wypijanego etanolu przez szczury WLP i WHP.
n=06-8; sredniatSEM; aa - wzgledem WLP _MC, p<0,001; bb - wzgledem WHP MC, p<0,05
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Tab. 10. Wplyw akamprozatu na zmian masy oraz sumaryczne iloSci wypijanych plynow przez szczury

WLP i WHP.

S n Masa Suma plynéw
lg] [ml/kg m.c./dobe]
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 85,2442

sredniatSEM

4.7. Wplyw wielokrotnego podania naltreksonu na poziomy greliny

W  kolejnym do$wiadczeniu podawano wielokrotnie (28x) NAL w dawce
0,1 mg/kg m.c. i.p. szczurom szczepu Wistar. Krew do badan pobierano trzykrotnie (wg
metody opisanej] w rozdziale 3.1.7) i uzyskano nastgpujace wyniki. Analizie poddano
wszystkie zwierzeta, z ktorych pdzniej utworzono zwierzgta NP 1 PR uwzgledniajac ich
podzial na otrzymujace lek jak 1 placebo. Oznaczajac wyjsciowe warto$ci u wszystkich
zwierzat bioracych udziat w doswiaczeniu nie stwierdzono zmiennos$ci migdzy wydzielonymi
grupami, zardéwno ze wzgledu na stezenia greliny aktywnej (ANOVA: F(3, 20)=0,439;
p=0,7276) jak 1 catkowitej (ANOVA: F(3, 17)=1,52; p=0,2447) (Ryc. 30., Ryc. 31.). W
kolejnym badaniu u szczuréw, ktorym pobrano krew po okresie preferencji zaobserwowano
istotng zmienno$¢ zaréwno dla greliny aktywnej (ANOVA: F(3, 22)=43,2; p=0,0000) jak i
catkowitej] (ANOVA: F(3, 18)=16,7; p=0,0000). Szczury PR miatly znamiennie obnizone
poziomy obu form greliny w stosunku do zwierzat NP (p<0,0001) (Ryc. 30., Ryc. 31.). Po
ostatnim pomiarze zauwazono, ze podawanie NAL istotnie wptynglo na zmiany greliny
aktywnej (ANOVA: F(3, 22)=22,1; p=0,0000), podczas gdy zmienno$¢ pomiedzy wszystkimi
grupami dla greliny catkowitej byta stabiej zaznaczona (ANOVA: F(3, 17)=2,26; p=0,1182)
(Ryc. 30., Ryc. 31.).

Dalsza analiza pozwolita wykazaé, ze NAL istotnie wptynatl na poziom obu form
greliny u zwierzat PR (wzgledem grupy otrzymujacej placebo PR_H20, p<0,001), prowadzac
do wartosci nieco wyzszych od stezen obserwowanych u zwierzat nie poddanych dziataniu
alkoholu (p<0,05) (Ryc. 30., Ryc. 31.). Takiego efektu nie zaobserwowano u zwierzat NP.

Efekty te korespondowaly z wplywem badanego leku na ilo$¢ wypijanego etanolu
przez zwierz¢ta PR (Ryc. 32.). Zaobserwowano bowiem, ze NAL wptynat istotnie na

zmienno$¢ ilosci wypijango etanolu (ANOVA: F(3, 24)=13,3; p=0,0000). Podawanie NAL w
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istotny sposob zmniejszyto ilo$¢ wypijanego etanolu przez zwierz¢ta PR NAL w stosunku do
grupy PR_H20 (p<0,001, Ryc. 32.).

Jednoczesnie stwierdzono, ze podawanie NAL nie wplyn¢to na kondycje zwierzat w
tym do$wiadczeniu (Tab. 11.), bowiem nie stwierdzono zmienno$ci w masach zwierzat
(ANOVA: F(3, 24)=0,601; p=0,6208) oraz sumarycznej ilosci wypijanych ptynow (ANOVA:
F(3, 24)=1,07; p=0,3789).

Tab. 11. Wptyw naltreksonu na zmiany masy oraz sumaryczne ilosci wypijanych ptynéw przez szczury NP i PR.

Grupa n Masa suma plynéw
P lg] [ml/kg m.c./dobe]

NP_H20 7 470,7£27,0 64,8+8,8

NP_NAL 7 494,3+14,6 73,3+2.4

PR _H20 7 469,3+17,6 59,1+4,1

PR _NAL 7 458,6+15,9 68,0+5,8
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Ryc. 30. Poziom greliny aktywnej w surowicy u szczurow NP i PR po wielokrotnym (28x) podaniu nalteksonu
(0,1 mg/kg m.c. i.p.); przed rozpoczgciem picia (wyjsciowa), po okresie picia bez leku (po preferencji), po
okresie picia i po leku (po leku).

n=6-8; srednia+SEM;

a —wzgl. odpowiedniej warosci wyjsciowej p<0,05 aa — wzgl. odpowiedniej wartosci wyjsciowej p<0,001;

bb - wzgledem odpowiedniej grupy NP p<0,001; cc — wzgledem grupy PR_H20 p<0,001
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Ryc. 31. Poziom greliny catkowitej w surowicy u szczuréw NP 1 PR po wielokrotnym (28x) podaniu nalteksonu
(0,1 mg/kg m.c. i.p.); przed rozpoczeciem picia (wyjsciowa), po okresie picia bez leku (po preferencji), po
okresie picia i po leku (po leku).

n=6-8; srednia+SEM;

a —wzgl. odpowiedniej warosci wyjsciowej p<0,05 aa — wzgl. odpowiedniej wartosci wyjsciowej p<0,001;

bb - wzgledem odpowiedniej grupy NP p<0,001; cc — wzgledem grupy PR_H20 p<0,001
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Ryc. 32. Wptyw naltreksonu (0,1 mg/kg m.c. i.p.). na ilo$¢ wypijanego etanolu przez szczury NP i PR.
n=6-8; sredniatSEM; bb - wzgledem NP_H20 p<0,001; cc - wzgledem PR_H20 p<0,001
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4.8. Wplyw wielokrotnego podania kudzu na rozwoj tolerancji i poziomy

greliny

W kolejnym doswiadczeniu badano wptyw dozotadkowego podawania KU w dawce

500 mg/kg m.c./dobg na rozwdj tolerancji etanolowej u szczurow WHP po wielokrotnym

(8x), dootrzewnowym podaniu etanolu w dawce 3,0 glkg m.c. W omawianych wynikach

wykorzystano dane pochodzace z rozdziatu 4.4. Zaobserwowano co nastgpuje:

1.

W 30 minucie od podania etanolu wystepuje obnizenie temperatury ciata zwierzat
poddanych dziataniu etanolu (Et MC) w stosunku do grupy kontrolnej otrzymujace;j
wodg do wstrzyknig¢ (H20 MC), w przypadku grupy otrzymujacej tylko KU
(H20_KU) nie zaobserwowano wptywu samego KU na temperaturg (w stosunku do
H20 MC), natomiast efekt w grupie Et KU jest wyraznie zaznaczony (Ryc. 33.)
(efekt gldéwny— zmiana temperatury: etanol i KU, ANOVA z powtdrzeniami: F(3,
22)=40,0; p=0,0000); efekt kolejnego podawania (doby) (ANOVA z powtorzeniami:
F(3, 66)=19,2; p=0,0000), interakcja migdzy efektem gtownym, a efektem kolejnego
podawania (ANOVA z powtorzeniami: F(9, 66)=5,03; p=0,0004).

W 60 minucie od podania etanolu nadal wystepuje obnizenie temperatury ciata
zwierzat Et MC w stosunku do grupy kontrolnej otrzymujacej wodg do wstrzyknig¢,
dla grupy Et KU efekt spadku temperatury nadal pozostaje silnie zaznaczony (Ryc.
34.) (efekt gtowny— zmiana temperatury: etanol i KU, ANOVA z powtdrzeniami: F(3,
22)=57,4; p=0,0000); efekt kolejnego podawania (doby) (ANOVA z powtorzeniami:
F(3, 66)=12,41; p=0,0000), interakcja migdzy efektem gtownym, a efektem kolejnego
podawania (ANOVA z powtdrzeniami: F(9, 66)=7,73; p=0,0000).

W 90 minucie od podania etanolu takze wida¢ utrzymujaca si¢ nizsza temperaturg
ciata zwierzat w stosunku do grupy kontrolnej otrzymujacej wode do wstrzyknig¢, a
wartosci dla grupy Et KU podobnie jak w poprzednich przedziatach czasowych nadal
pozostaja najnizsze (Ryc. 35.) (efekt glowny— zmiana temperatury: etanol i KU,
ANOVA z powtdrzeniami: F(3, 22)=15,7; p=0,0000); efekt kolejnego podawania
(doby) (ANOVA z powtoérzeniami: F(3, 66)=12,1; p=0,0000), interakcja migdzy
efektem gldéwnym, a efektem kolejnego podawania (ANOVA z powtdrzeniami: F(9,
66)=5,29; p=0,0000).

Dalsza analiza statystyczna przy pomocy testu post-hoc wykazata, ze za

zaobserwowana zmienno$¢ odpowiedzialna byla znamienna réznica (p<0,001) pomigdzy
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grupami Et MC i H20 MC zmierzona po 30, 60 i 90 minuach od podania w pierwszej dobie
(Ryc. 33., Ryc. 34., Ryc. 35.). Ponadto w 3 dobie podawania stwierdzono réwniez istotna
réznicg Et MC w stosunku do H20 MC dla 60 minuty pomiaru (p<0,001) (Ryc. 17.).
W pozostalych punktach do$wiadczalnych, tj. 5 1 8 dobie dla wszystkich punktéw
pomiarowych oraz dla 3 doby po 30 i 90 minutach od podania zmierzone rdéznice temperatur
pomiedzy grupami otrzymujacymi etanol i wodg nie osiagnely znamiennosci statystycznej
(Ryc. 33., Ryc. 34., Ryc. 35.).

Badajac efekt podawania KU, stwierdzono, ze u zwierzat z grupy Et KU w 30 minucie
w 3, 51 8 dobie temperatura ciata u tych zwierzat byta znamiennie nizsza wzgledem grupy
Et MC (p<0,0001) (Ryc. 33.). Analogiczny efekt obserwowano dla pomiaru w 60 minucie,
gdzie istotna statystycznie roznic¢ uchwycono juz w 1 dobie pomiaréw wzgledem grupy
Et MC (p<0,0001) (Ryc. 34.). W 90 minucie efekt dziatania KU slabnie i jest widoczny
jedynie w 3 1 5 dobie wzgledem grupy Et MC (p<0,0001) (Ryc. 35.).

W tym do$wiadczeniu zaobserwowano tez istotng zmienno$¢ w grupach dla wartosci
greliny aktywnej (ANOVA: F(3, 21)=5,36; p=0,007) (Ryc. 36.) jak i1 catkowitej (ANOVA:
F(3, 22)=20,5; p=0,0000) (Ryc. 37.).

Analiza post-hoc pozwolita stwierdzi¢, ze po 8 dniach podawania etanolu w grupie
Et MC mozna zaobserwowac¢ istotny spadek wartosci greliny aktywnej (p<0,05) oraz
catkowitej (p<0,001) w stosunku do grupy H20 MC. W grupie zwierzat otrzymujacych
zarowno etanol jak 1 KU (Et KU) zaobserwowano silny, statystycznie istotny spadek
poziomu greliny aktywnej jak i catkowitej w stosunku do zwierzat kontrolnych z grupy
Et MC (p<0,001) (Ryc. 36.).

Jednocze$nie zauwazono, ze przeprowadzone doswiadczenie nie wptyngto znamiennie

na zmiany masy ciata uzytych zwierzat (ANOVA: F(3, 27)=1,46; p=0,248) (Tab. 12.).

Tab. 12. Zmiany masy ciata uzytych szczurow WHP w badaniu wptywu kudzu na rozwoj tolerancji etanolowe;j.

Grupa n N{g]s a
H20+MC 7 262,9+7.8

EtMC g 281,3%6,7
H20+KU 8 267,5+8,2

Et+KU g 273,818

sredniatSEM
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Ryc. 33. Zmiany temperatury ciata u szczurow 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 do§wiadczenia.

n=7-8; sredniatSEM; aa - wzgledem grupy H2O_MC, p<0,0001; bb - wzgledem grupy Et MC, p<0,0001
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Ryc. 34. Zmiany temperatury ciata u szczurow 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 do§wiadczenia.

n=7-8; sredniatSEM, aa - wzgledem grupy H2O_MC, p<0,0001,; bb - wzgledem grupy Et MC, p<0,0001
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Ryc. 35. Zmiany temperatury ciata u szczurow 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 do§wiadczenia.

n=7-8; sredniatSEM, aa - wzgledem grupy H2O_MC, p<0,0001; bb - wzgledem grupy Et MC, p<0,0001
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Ryc. 36. Poziomy greliny aktywnej w surowicy u szczurow WHP po wielokrotnym (8x) podaniu etanolu
(3,0 g’lkg m.c., i.p.) 1 kudzu (500 mg/kg m.c., p.o.).

n= 6-8; srednia#SEM; aa - wzgledem grupy H20 _MC, p<0,05; bb - wzgledem grupy Et MC, p<0,001
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Ryc. 37. Poziomy greliny catkowitej w surowicy u szczurow 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; srednia#SEM; a - wzgledem grupy H2O+MC, p<0,001; bb - wzgledem grupy Et MC, p<0,001

4.9. Wplyw wielokrotnego podania kudzu na poziomy greliny

W innym dos$wiadczeniu badano wplyw 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 1 PR. Stwierdzono wystgpowanie istotnej zmiennosci migdzy grupami dla stezen greliny
aktywnej (ANOVA: F(3, 28)=5,11; p=0,0060) (Ryc. 38.). Greliny catkowitej nie oznaczono.
Dalsza analiza statystyczna wykazala, ze u zwierzat preferujacych picie etanolu poziom
greliny aktywnej byl istotnie obnizony (PR_MC wzglgdem NP_MC, p<0,05). Natomiast u
zwierzat preferujacych, ktérym podawano KU zaobserwowano jeszcze nizsze st¢zenia greliny
aktywnej (PR_KU wzgledem PR_MC, p<0,05) (Ryc. 38.). Takiego efektu nie stwierdzono u
szczurow NP.

W tym do$wiadczeniu zbadano rowniez wptyw KU na ilo§¢ wypijanego etanolu przez
zwierz¢ta PR 1 NP. Na podstawie otrzymanych danych stwierdzono wystgpowanie istotnej
zmienno$ci migdzy grupami (ANOVA: F(3, 28)=86,0; p=0,0000) (Ryc. 39.). Dalsza analiza
statystyczna wykazata, ze zwierzgta PR MC pily istotnie wigcej alkoholu w stosunku do

zwierzat NP MC (p<0,001). Podawanie KU w istotny sposob zmniejszyto ilo§¢ wypijanego
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etanolu przez zwierzgta PR KU w stosunku do grupy PR MC, jak i przez zwierzgta NP KU
w stosunku do NP_MC (p<0,001) (Ryc. 39.).

Przeprowadzone do$wiadczenie nie wplyngto znamiennie na kondycjg zwierzat (Tab.
13.), bowiem nie stwierdzono istotnej zmiennosci w masach zwierzat (ANOVA: F(3,
33)=0,92; p=0,4414) oraz nie zaobserwowano réznic w ilo$ci wypijanych przez nie ptynow
(ANOVA: F(3, 30)=0,65; p=0,5857).

Tab. 13. Zmiany masy ciala oraz suma wypijanych plynéw przez szczury NP i PR po wielokrotnym podaniu
kudzu.

Masa Suma plynéw
Grupa n
gl [ml/kg m.c./dobe]
NP _MC 8 540,0+18,6 85,843,3
NP KU 11 546,4+17,8 88,843,6
PR MC 9 568,9+25,0 81,745,2
PR KU 9 583,3+20,5 88,74+4,0

srednia+SEM
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Ogrelina aktywna

Ryc. 38. Poziom greliny aktywnej w surowicy u szczur6w NP i PR po wielokrotnym (28x) podaniu kudzu

(500 mg/kg m.c. p.o.).

n=7-11; srednia+SEM; a - wzgledem grupy NP_MC, p<0,05; b - wzgledem grupy PR_MC, p<0,05
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Ryc. 39. Ilo§¢ wypijanego etanolu/kg m.c./dobg przez szczury NP i PR po wiclokrotnym (28x) podaniu kudzu
(500 mg/kg m.c., p.o.).

n=7-11; srednia+SEM; aa - wzgledem NP_MC p<0,001; bb - wzgledem PR_MC p>0,001

4.10. Wplyw wielokrotnego podania daidzyny na poziomy greliny

Zbadano rowniez wptyw wielokrotnego (28x), dozotadkowego podawania DAI (40
mg/kg m.c.) na poziomy greliny u szczuréw NP i PR. Stwierdzono, ze przeprowadzone
doswiadczenie miato istotny wptyw na zmienno$¢ w poziomach, zar6wno greliny aktywne;j
(ANOVA: F(3, 31)=6,49; p=0,0015) (Ryc. 40.) jak 1 catkowitej (ANOVA: F(3, 30)=9,41;
p=0,0001) (Ryc. 41.).

Dalsza analiza statystyczna wykazata, ze szczury PR mialy znamiennie nizsze st¢zenia
(p<0,001) zarowno greliny aktywnej (Ryc. 40.) jak i catkowitej (Ryc. 41.) w stosunku do
zwierzat NP. Podawanie DAI szczurom PR wptyngto w istotny sposob na podwyzszenie
stezen obu form greliny (p<0,001) prowadzac do wartoSci obserwowanych u szczuréw
NP_MC (Ryc. 40., Ryc. 41.). Natomiast zastosowany izoflawonoid nie zmienil wartosci
stezenia tak greliny catkowitej jak i aktywnej u zwierzat NP.

Zbadano réwniez wpltyw DAI na ilo$¢ wypijanego etanolu przez zwierzgta NP i PR w
tym samym do$wiadczeniu (Ryc. 42.). Na podstawie otrzymanych wynikéw zaobserwowano
wystepowanie statystycznie istotnej zmienno$¢ miedzy grupami (ANOVA: F(3, 33)=9,81;
p=0,0000).
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Ryc. 40. Poziom greliny aktywnej w surowicy u szczuréw NP i PR po wiclokrotnym (28x) podawaniu daidzyny
(40 mg/kg m.c. p.o.).

n=8-11; srednia+SEM; aa - wzgledem NP_MC p<0,001; bb - wzgledem PR_MC p<0,001
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Ryc. 41. Poziom greliny catkowitej w surowicy u szczuré6w NP i PR po wielokrotnym (28x) podaniu daidzyny
(40 mg/kg m.c. p.o.).
n=8-11; srednia+SEM; aa - wzgledem NP _MC p<0,001; bb - wzgledem PR_MC p<0,001

75



5,00

4,50

4,00

3,50

3,00

2,50

ilos¢ wypijanego etanolu [g/kg/d]

2,00

1,50

1,00

0,50

0,00
NP_MC NP_DAI PR_MC PR_DAI

‘ Oprzed lekiem Bpo leku

Ryc. 42. Ilos¢ wypitego etanolu/kg m.c./dobg u szczurow NP i PR po wielokrotnym (28x) podaniu daidzyny
(40 mg/kg m.c. p.o.).

n=38-11; srednia+SEM; aa - wzgledem pomiaru NP_MC, p<0,001; bb - wzgledem PR_MC, p<0,001
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Ryc. 43. Poziomy alkoholu we krwi u szczurow NP i PR po wielokrotnym (28x) podaniu daidzyny
(40 mg/kg m.c. p.o.).

n=8-11; srednia+SEM; aa - wzgledem NP_MC p<0,001; bb - wzgledem PR_MC p<0,001
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Dalsza analiza wykazata, ze zwierzgta PR_MC pily znamiennie wigcej alkoholu w
poréwnaniu do zwierzat NP_MC (p<0,001). Podawanie DAI szczurom PR (PR_DAI)
spowodowato istotne zmniejszenie ilosci wypijanego etanolu w stosunku do grupy PR MC
(p<0,001) (Ryc. 42). Nie stwierdzono natomiast wptywu DAI na picie alkoholu przez
zwierzeta NP.

Po zakonczonym do$wiadczeniu zmierzono poziomy etanolu we krwi wszystkich
badanych grup zwierzat (Ryc. 43.). Na podstawie otrzymanych wynikéw zaobserwowano
wystepowanie istotnej zmienno$ci migdzy grupami (ANOVA: F(3, 20)=10,63; p=0,0002).
Dalsza analiza wykazata, ze szczury PR_MC mialy znamiennie wyzsze st¢zenia etanolu w
stosunku do zwierzat NP MC (p<0,001) (Ryc. 43.). Zaobserwowano réwniez, ze DAI w
istotny sposob zmniejszata poziomy etanolu u zwierzat PR w stosunku do zwierzat PR MC
(p<0,001). Nie stwierdzono takiego efektu DAI u szczuréw NP.

Przeprowadzone do$wiadczenie nie wplyngto znamiennie na kondycje zwierzat (Tab.
14.), bowiem nie stwierdzono istotnej zmiennosci w masach zwierzat (ANOVA:
F(3,34)=1,6465; p=0,19692) oraz nie zaobserwowano rdznic w ilo$ci wypijanych przez nie

ptynéw (ANOVA: F(3, 33)=1,1460; p=0,34501).

Tab. 14. Zmiany masy ciata oraz suma wypijanych pltynéw przez szczury Wistar po wielokrotnym podawaniu

daidzyny.
Masa Suma plynéw
Lo n lg] [ml/kg n?.lcy./dobg]
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 5454+14.6 61,4+2.7

sredniatSEM

4.11. Wplyw wielokrotnego podania pueraryny na poziomy greliny

Zbadano réwniez wplyw wielokrotnego podawania PUE w dawce 150 mg/kg m.c. p.o.
na poziomy greliny aktywnej i catkowitej u szczuréw NP i PR (Ryc. 44.). Na podstawie
otrzymanych wynikow zaobserwowano wystgpowanie statystycznie istotnej zmiennosci
migdzy grupami tak dla greliny aktywnej (ANOVA: F(3, 37)=6,96; p=0,0007) jak 1 catkowitej
(ANOVA: F(3, 34)=4,82; p=0,0066). Dalsza analiza statystyczna ujawnila, ze zwierz¢ta
PR_MC posiadaly istotnie statystycznie nizsze poziomy greliny aktywnej jak i catkowitej
(p<0,001) wzgledem odpowiedniej grupy kontrolnej NP MC (Ryc. 44.). Podawanie PUE
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zwierzetom PR powoduje wzrost ste¢zenia obu form greliny w stosunku do zwierzat PR MC
(p<0,001) (Ryc. 44.) a otrzymane wartosci sa zblizone do zmierzonych u zwierzat typu
NP _MC (p>0,05). Takiego efektu zastosowanego izoflawonoidu nie zaobserwowano u
szczurow NP_PUE w stosunku do zwierzat NP_MC (p>0,05).

Zbadano réwniez wpltyw PUE na ilo$¢ wypijanego etanolu przez zwierzgta NP i PR w
tym samym do$wiadczeniu (Ryc. 45.). Na podstawie otrzymanych wynikéw zaobserwowano
wystgpowanie  statystycznie  istotnej  zmienno$¢  migdzy  grupami  (ANOVA:
F(3, 40)=25,1; p=0,0000).

Dalsza analiza wykazata, ze zwierzgta PR MC pily znamiennie wigcej alkoholu w
porownaniu do zwierzat NP_MC (p<0,001) (Ryc. 45.). Podawanie PUE szczurom PR
(PR_PUE) spowodowato istotne zmniejszenie ilo$ci wypijanego etanolu w stosunku do grupy
PR _MC (p<0,001) (Ryc. 45.). Nie stwierdzono natomiast wptywu PUE na picie alkoholu
przez zwierzgta NP.

Przeprowadzone doswiadczenie nie wplyng¢lo znamiennie na kondycje zwierzat
(Tab. 15.), bowiem nie stwierdzono istotnej zmienno$ci w masach zwierzat
(ANOVA: F(3, 40)=0,69; p=0,5589) oraz nie zaobserwowano réznic w ilosci wypijanych
przez nie ptynow (ANOVA: F(3, 40)=1,11; p=0,3573).
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Ryc. 44. Poziom greliny aktywnej i catkowitej w surowicy u szczuréw NP i PR po wielokrotnym (28x) podaniu

pueraryny (150 mg/kg m.c. p.o.).
n=9-12; srednia£SEM; aa — wzgledem odpowiedniej grupy NP_MC, p<0,001;
bb - wzgledem odpowiedniej grupy PR_MC, p<0,001
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Ryc. 45. Tloé¢ wypitego etanolu/kg m.c. masy ciata u szczurow NP i PR po wielokrotnym (28x) podaniu
pueraryny (150 mg/kg m.c. p.o.).
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n=9-12; srednia+SEM; aa - wzgledem NP_MC, p<0,001; bb - wzgledem PR_MC, p<0,001

Tab. 15. Zmiany masy ciala oraz suma wypijanych ptyndéw przez szczury NP i PR po wiclokrotnym podawaniu

pueraryny.

Grupa n "B | fmllkg mesdohe
NP_MC 12 550,4+23,4 90,4+5,3
NP _PUE 11 530,9£14,9 82,343,2
PR MC 11 546,4£10,9 84,645,3
PR _PUE 10 520,0£11,9 94,3458
srednia+SEM
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5. OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

Przeprowadzenie do§wiadczen w tej pracy opierato si¢ na zatozeniu, ze zostang w nich
wykorzystane modele zwigkszonego picia alkoholu z wolnego wyboru zaréwno uzyskane u
zwierzat szczepu Wistar przy uzyciu zmodyfikowanego przez nas modelu indukcyjnego, jak 1
u zwierzat pochodzacych z linii o uwarunkowanym genetycznie piciu, wyizolowanych za
pomoca selekcji pod tym katem z kolejnych pokolen zwierzat. Wprowadzenie procedury
wolnego wyboru, a przede wszystkim indukcji i zespotu odstawienia trwajacego 14 dni,
wplyngto na pojawienie si¢ wyraznego odruchu preferencji oraz doprowadzito do wylonienia
dwoch skrajnych grup pod wzgledem preferencji etanolu — szczuréw niepreferujacyh (NP) i
preferujacych (PR) picie alkoholu z wolnego wyboru, o istotnie zaznaczonych réznicach w
ilo$ciach wypijanego etanolu. Jest to zgodne z wnioskami innych autorow, ktorzy podkreslali,
iz zastosowanie takiej procedury, a zwlaszcza interwalu 14-dniowego odstawienia pozwala
uzyska¢ szczury NP 1 PR [Koob 2000, Samson 2000, Spanagel 1 Kiefer 2008].

Zastosowany w doswiadczeniach okres odstawienia (2 przerwy, w czasie ktorych
szczury pija tylko wodg), nasladuje wg niektérych opinii ,,Jludzki” schemat picia alkoholu,
jednoczesnie zwigkszajac odsetek zwierzat preferujacych, pijacych znaczne ilosci alkoholu
[Heyser 1 wsp. 1997, Spanagel 2003].

W modelu tym udato si¢ wyloni¢ okoto 20% zwierzat pijacych duze ilosci etanolu z
wolnego wyboru oraz 20% o niskiej preferencji. Pozostaje to w zgodzie z licznymi pracami w
ktorych stwierdzono, iz szczury raczej niechetnie uzalezniaja si¢ od alkoholu [Mikotajczak i
wsp. 2000, Spanagel 2003, McGregor i Gallate 2004]. Z kolei w grupie zwierzat
pochodzacych z linii (z preferencja uwarunkowana selekcja) - odmiennie jak w poprzednim
modelu, zwierzegta WHP w przewazajacej mierze nalezaly do preferujacych etanol -
dokonywano pomiaréw kontrolnych, ktore potwierdzity duze ilosci wypijanego etanolu przez
te zwierz¢ta. W grupie zwierzat WLP natomiast, potwierdzono pomiarami niewielka
preferencje etanolu. Dodatkowo zaobserwowano wyrazne zmiany zachowania szczurOw w
okresie odstawienia, zwlaszcza w grupie WHP, takie jak piloerekcja, sztywnos$¢ migsniowa,
nadwrazliwo$¢ na $wiatlo i dzwigki oraz agresja. Pozostaje to w zgodzie z obserwacjami
autoréw linii [Dyr 1 wsp. 1999] 1 wskazuje na mozliwo$¢ powstania zespotu abstynencyjnego.
Tak wigc, wyraznie zaobserwowane zmiany w zachowaniu zwierzat moga stanowi¢ dowdd
posredni, ze szczury te mozna uznaé za zwierzgta uzaleznione [Dyr i1 wsp. 1999].

Zastosowanie w niniejszej pracy zwierzat WHP 1 WLP jako modelu alkoholizmu
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doswiadczanego jest zgodne z kryteriami charakteryzujacymi zwierzeta uzywane w badaniach
eksperymentalnych nad uzaleznieniem alkoholowym, a do ktorych nalezy m.in. rozwijanie
linii zwierzat z utrwalonym odruchem samopodawania i wybierania alkoholu (preferencja)
sposrod innych roztworow [Hammoumi 1 wsp. 1997, Koob 2000, Sanchis-Segura i Spanagel
2006].

Wiadomo, ze poziomy greliny koreluja rowniez z masa ciata i spadaja wraz z jej
wzrostem [Tschop 1 wsp. 2001b, Bellone 1 wsp. 2002, Cummings i wsp. 2002b, Shiiya i wsp.
2002]. Dlatego, podczas kazdego badania kontrolowano masy ciata zwierzat we wszystkich
fazach do$wiadczenia, co jest wazne dla otrzymania wiarygodnych wynikow, na jednolitej
pod wzgledem kondycji grupie zwierzat. Stwierdzono, ze przebieg doswiadczen i stosowane
procedury nie wptynely na kondycj¢ zwierzat, poniewaz nie stwierdzono istotnych réznic w
masach ciata zwierzat miedzy grupami. Poniewaz w licznych badaniach stwierdzono silng
korelacje pomigdzy apetytem, spozywanymi positkami i glodem, a poziomem greliny we krwi
[Cummings 1 wsp. 2001, Toshinai i wsp. 2001, Suzuki i wsp. 2009], stad w celu normalizacji
poziomu greliny pomig¢dzy réznymi osobnikami (tj. wykluczenia wpltywu ww. czynnikdéw)
szczury byly glodzone 12 godzin przed pobieraniem krwi.

Podczas doswiadczen z piciem alkoholu, mierzono rowniez ilo$¢ wypijanych ptynow,
tak systematycznie w trakcie trwania badan (dane niezamieszczone), jak i na koncu kazdego
doswiaczenia. W przebiegu wszystkich doswiadczen nie stwierdzono istotnych réznic migdzy
grupami w sumarycznej ilo§ci wypijanych ptynoéw, co $wiadczyloby, Ze stosowana w
doswiadczeniach procedura nie wplynela na stan gospodarki wodnej szczurdéw, a tym samym,
ze zwierzgta nie byly odwodnione. Taki stan pozostaje w zgodzie z danymi uzyskiwanymi w
innych badaniach przeprowadzonych w Katedrze 1 Zakladzie Farmakologii UM w Poznaniu
w podobnym uktadzie doswiadczalnym [Mikotajczak 1 wsp. 2003], czy tez postulowanymi
przez innych autoréw [Lin 1 wsp. 1996].

Badania Gomeza i wsp. wykazaty, ze picie wody nie wptywa na poziomy greliny
[Gomez i wsp. 2004], stad, w zastosowanym modelu zwierz¢ta mialy swobodny dostep do
wody do konca do$wiadczen. Na podstawie wynikéw wiasnych réwniez nie zaobserwowano
korelacji pomigdzy ilo$cia wypijanej wody (u zwierzat kontrolnych) a poziomami greliny.

Wykluczenie z badan zmiennych takich jak swobodny i rozny dostep do paszy przed
pobieraniem krwi, r6zna masa ciata zwierzat, godzina pobrania, lub brak znaczenia takich
zmiennych jak wplyw picia wody, umozliwit przeprowadzenie badan w sposob maksymalnie

zoptymalizowany 1 pozbawiony wplywu czynnikéw zewngtrznych, innych niz alkohol i/lub

81



stosowane leki. Realizacja tych zalozen pozwolila zmniejszy¢ ryzyko powstania bledow i
rozbiezno$ci w otrzymanych wynikach.

W badaniach nad dziataniem lekoéw u zwierzat pijacych alkohol zastosowano migdzy
innymi akamprozat (AC) w dawce 500 mg/kg m.c. p.o., podobnie jak w poprzednich
badaniach przeprowadzonych w Katedrze i Zaktadzie Farmakologii UM [Okulicz-Kozaryn i
wsp. 2001, Mikotajczak i wsp. 2002, Piorunska-Mikotajczak i wsp. 2004]. AC jest lekiem o
uznanym dzialaniu przeciwalkoholowym [Whitworth 1996, Mason 1 wsp. 2003, 2006, Mann 1
wsp. 2009, Diehl i wsp. 2010], chociaz doktadny mechanizm jego dziatania pozostaje ciagle
przedmiotem badan [Mann i wsp. 2008].

Zaobserwowany efekt badanego leku to zmniejszenie picia alkoholu z wolnego
wyboru o ok. 30% przez zwierzgta PR 1 WHP w stosunku do odpowiednich zwierzat
kontrolnych, nieotrzymujacych leku. Tym samym potwierdzono skutecznos¢ AC w
warunkach modelowych, co pozostaje w zgodnos$ci z innymi badaniami [Gewiss 1 wsp. 1991,
Szulc 1 wsp. 2002, Piorunska-Mikotajczak 1 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 wptyw tego leku na odruch picia i zaobserwowano, ze w
grupie zwierzat PR ilo$¢ wypijanego etanolu spadta trzykrotnie wzgledem grupy otrzymujace;j
placebo, co pozostaje w zgodzie z innymi badaniami i obserwacjami u ludzi [Wiliams i
Woods 1999, Heindla i wsp. 2001, Sinclair 2001].

W kolejnym badaniu podawano ekstrakt z korzenia otownika fatkowatego — kudzu (KU) w
dawce 500 mg/kg m.c. p.o. przez 28 dni wedlug danych z innych badan [Mikotajczak i wsp.
2006]. Zastosowanie KU jako substancji pochodzenia roslinnego bylo poparte opisami na
temat jego dzialania i wykorzystania w medycynie tradycyjnej oraz nowszymi badaniami
[Wing i Vallee 1998, Keung 2003, Mikotajczak 1 wsp. 2009].

Wiyniki picia alkoholu z wolnego wyboru przez zwierzeta otrzymujace KU wykazaty,
wyrazne zmiany, wyrazone 6-krotnym zmniejszeniem ilo$ci wypijanego alkoholu przez
zwierzgta nalezace do grupy PR w poréwnaniu do zwierzat otrzymujacych vehiculum. Jest to
dowdd na to, ze w przedstawionym modelu doswiadczalnym KU wykazywato dziatanie
zmniejszajace picie etanolu z wolnego wyboru. Bylo to zgodne z wynikami badan innych
autoréw, w ktérych KU mial zdolno$¢ do hamowania odruchu picia przez zwierzgta
doswiadczalne [Keung i wsp. 1995, Overstreet 1 wsp. 1996, Keung 1 Valle 1998,
Overstreet 1 wsp. 1998, Keung 2003].
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Wiadomo, ze KU jako surowiec pochodzenia roslinnego, stosowany w niniejszych
badaniach jako ekstrakt, ze swej natury stanowi mieszaning roznych zwiazkow chemicznych.
Za zwiazki decydujace o przeciwalkoholowej aktywnos$ci farmakologicznej KU uznaje si¢
przede wszystkim izoflawonoidy. Znajac sktad ekstraktu (rozdziat 3.1.1) postanowiono
sprawdzi¢, czy efekty zaobserwowane po podaniu samego KU na picie alkoholu z wolnego
wyboru beda podobne dla dziatania wyizolowanych zwiazkow — daidzyny (DAI)
1 pueraryny (PUE).

Do badan wptywu DAI na odruch picia alkoholu zastosowano dawke¢ 40 mg/kg m.c.
p.o., podobnie jak we wczesniejszych badanich [Mikotajczak 1 wsp. 2009]. Poniewaz wiadomo,
ze zawarto$¢ DAI w KU (4. ekstrakcie z korzenia Pueraria lobata) wynosi 6,91% (Rozdziat 3.1.1)
a silny efekt antyalkoholowy (tak w poprzednich badaniach prowadzonych w Katedrze jak i
prezentowanych w niniejszej pracy) obserwowano po zastosowaniu dawki KU 500 mg/kg m.c., p.o.,
stad postanowiono przeprowadzi¢ dalsze badania wykorzystujac DAI w dawce 40 mg/kg m.c. p.o., co
proporcjonalnie odpowiada przyblizonej zawartosci tego izoflawonoidu w 500 mg/kg m.c KU. Na
podstawie otrzymanych wynikow, stwierdzono, ze wielokrotne (28x) podawanie DAI (40
mg/kg m.c. p.o.) wptyngto na zmniejszenie ilosci wypijanego alkoholu o okoto 20% przez
zwierzeta nalezace do grupy PR, co sugeruje, ze DAI posiada dziatanie hamujace picie
etanolu z wolnego wyboru. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze czynnikiem ograniczajacym aktywne
dzialanie DALI jest jej biodostepnos¢ przy podaniu dozotadkowym. Wiadomo bowiem, jak
sugeruja niektorzy autorzy, iz DAI podana w ten sam sposob co KU, wywotuje efekty
antyalkoholowe 10 razy stabsze niz po podaniu tej samej ilo$ci tego izoflawonoidu ale
zawartego w KU [Keung i wsp. 1996, Keung 2003]. Roéznice te moga mie¢ znaczenie
zardbwno w dziataniu obwodowym jak 1 o$Srodkowym DAI Ponadto w niektérych pracach
podawano DAI (30 mg/kg m.c., p.o.) w peletkach razem z dieta, stad procedura ta mogtaby
zwigksza¢ biodostgpnos¢ zawartego w nich izoflawonoidu [Lin i wsp. 1996]. Niemniej, znane
sa tez sugestie o braku wptywu diety na dziatanie DAI jako substancji zmniejszajacej picie
etanolu przez zwierzeta doswiadczalne [Heyman i wsp. 1996].

Drugim izoflawonoidem, ktérego wptyw na picie etanolu z wolnego wyboru zbadano,
byta PUE. Dawka tego zwiazku (150 mg/kg m.c., p.o.) zostala wybrana na podstawie danych
z piSmiennictwa [Lin 1 wsp. 1996, Overstreet i wsp. 1996] oraz na podstawie dawki
KU (500 mg/kg m.c., p.o.)stosowanego uprzednio do badan w Katedrze, uwzgledniajac
typowy sktad procentowy izoflawonoidéw w korzeniu tego surowca [Matkowski i wsp. 2003]

jak 1 w ekstrakcie (Rozdziat 3.1.1).
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Zwiazek ten podawano przez 28 dni, wedlug tego samego schematu jak pozostate
substancje uzyte w doswiadczeniach. Z otrzymanych danych wynika, ze wielokrotne
podawanie PUE wywotato zmiang wyrazona spadkiem ilosci wypijanego alkoholu o potowg
przez zwierzeta nalezace do grupy PR, co jest zgodne z wynikami innych autoréw [Lin 1 wsp.
1996,0verstreet i wsp. 1996].

Analiza wynikéw badan z wykorzystaniem KU, DAI i PUE jako potencjalnych
zwiazkow o dziataniu zmniejszajacym picie pokazala, ze najsilniejszy efekt wywiera KU
obnizajac picie etanolu 6-krotnie, natomiast DAI 1 PUE wykazuja taki efekt tylko w 20% 1
50%. Taka obserwacja moze sugerowac, ze za dziatanie zmniejszajace picie odpowiadaja nie
tylko zawarte w KU aktywne izoflawonoidy, co wczesniej zostatlo udowodnione [Lin 1 wsp.
1996, Overstreet 1 wsp. 1996], ale rOwniez inne substancje zawarte w wyciagu, ktore moga
m.in. utatwia¢ wchtanianie DAI i PUE jako zwiazkéw aktywnych, badz wplywac¢ na
wlasciwos$ci w ekstrakcie poprzez inne mechanizmy.

W przeprowadzonych badaniach postanowiono rowniez sprawdzi¢, jakie poziomy
etanolu we krwi beda obserwowane po jego jednorazowym podaniu. Zgodnie z
oczekiwaniami, stwierdzono wystgpowanie dawkozaleznej 1 wprost proporcjonalnej
zalezno$ci pomigdzy iloscia podanego etanolu i.p., a jego poziomem obserwowanym we krwi.
Na uwage zastuguje fakt, ze w grupie zwierzat pochodzacych z linii, podanie etanolu w
najwyzszej dawce (4,0 g/lkg m.c.) powoduje istotnie nizsze stgzenia u zwierzat WHP niz w
grupie WLP. Obserwacja ta pozostaje w zgodzie z obserwacjami autoréw linii, ktorzy
stwierdzili, ze w do$wiadczeniu z jednorazowym podaniem etanolu w dawce 2,0 g/kg m.c.
zwierzeta WHP maja nizsze st¢zenia etanolu we krwi od zwierzat WLP [Dyr i wsp. 1999]. W
innym badaniu, ci sami autorzy zaobserwowali, ze zwierzgta o wysokiej preferencji picia
mimo wypijania wielokrotnie wigkszych ilosci etanolu w stosunku do zwierzat
niepreferujacych posiadaja porownywalne stgzenia etanolu we krwi, co nasunglo
przypuszczenie, ze zwierzeta te znacznie szybciej metabolizuja alkohol oraz lepiej znosza
jego wysokie dawki [Dyr i wsp. 1999].

W badaniu nad rozwojem tolerancji etanolowej u zwierzat WHP stwierdzono, ze
codzienne, dootrzewnowe podawanie etanolu prowadzi do szybkiego rozwoju tolerancji u
tych zwierzat, a efekt ten mozna stwierdzi¢ juz w trzeciej dobie do$wiadczenia. Jest to w
zgodzie z podobnymi badaniami wykonanymi na zwierzgtach szczepu Wistar w Katedrze i
Zaktadzie Farmakologii [Okulicz 1 wsp. 1992].

Obserwacje dotyczace poziomow fizjologicznych greliny (u szczurow pozbawionych

dostepu do alkoholu) pokazaty, ze szczury pochodzace z linii (WHP) wykazuja fizjologiczna
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odmienno$¢ w stosunku do szczuréw Wistar. Wykorzystanie w badaniach modelu z
preferencja uwarunkowana selekcja (WHP i WLP) dato t¢ przewagg, ze mozliwa byta ocena
pozioméw greliny bez ekspozycji zwierzat na alkohol, dzigki czemu udato si¢ okresli¢
poziomy ,.fizjologiczne” greliny w tej grupie zwierzat. Stwierdzono, ze u szczurow WLP
stezenia tak greliny aktywnej, jak 1 catkowitej sa na poziomie zblizonym do szczuréw Wistar.
Zaobserwowano natomiast, ze u zwierzat WHP poziom tak greliny aktywnej jak i catkowitej
jest obnizony o okoto 40% w stosunku do warto$ci w pozostatych grupach.

Ograniczona liczba badan nad linia WLP 1 WHP nie daje mozliwosci potwierdzenia
takiej obserwacji oraz wytlumaczenia jej w tym wzgledzie. Nalezy jednak podkresli¢, iz w
badaniach przeprowadzonych wczesnej w Katedrze zauwazono réwniez réznice pomigdzy
szczurami WHP 1 WLP wyrazone st¢zniami leptyny [Mikotajczak 1 wsp. 2002]. Stwierdzono
bowiem, ze u zwierzat WLP nie pijacych etanolu poziomy leptyny tak w surowicy jak 1
w plynie moézgowo-rdzeniowym byly znamiennie nizsze niz u zwierzat WHP nie
otrzymujacych alkoholu.

Reasumujac, z badan przeprowadzonych w niniejszej pracy oraz danych z cytowanych
badan wynika, ze wyj$ciowo szczury WHP maja wyzsze poziomy leptyny, a nizsze greliny w
porownaniu do ich odpowiednikéw niepreferujacych, tj, szczurow WLP.

Roznice stgzen peptydow endogennych zaobserwowano rowniez w innych badaniach,
w ktérych stwierdzono, ze poziom B-endorfin we krwi jest wyjsciowo nizszy u WHP w
porownaniu do WLP [Zalewska-Kaszubska 1 wsp. 2005].

W niniejszych badaniach zaobserwowano znamiennie nizsze st¢zenia etanolu we krwi
szczurow WHP w stosunku do WLP po jednorazowym podaniu alkoholu, ktére moga by¢
thumaczone rdéznicami metabolizmu tych zwierzat [Dyr i wsp. 1999]. Te obserwacje
pozwalaja przypuszczaé, ze zwierzgta te r6znia si¢ nie tylko ilo$cia wypijanego alkoholu, ale
wykazuja rdwniez szereg zmian i1 réznic na poziomie neurologicznym i biochemicznym, co
postuluja ci sami autorzy [Dyr i Kostowski 2008].

W badaniu po jednorazowym, dootrzewnowym podaniu alkoholu stwierdzono
generalng tendencje do obnizania poziomdéw greliny przez alkohol w sposdéb odwrotnie
proporcjonalny do dawki u szczuréw Wistar i WLP, co pozostaje w zgodzie z efektami po
podawaniu wielokrotnym oraz obserwacjami u ludzi, u ktérych jednorazowe podanie
alkoholu zdrowym ochotnikom powodowalo spadek poziomu greliny calkowitej
[Calissendorf 1 wsp. 2005, 2006, Zimmermann i wsp. 2007]. Efekt ten u ludzi pojawia si¢ po

kilku minutach osiagajac minimum po 75 minutach i trwa kilka godzin wg cytowanych
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autoréw. Spadek stezenia greliny spowodowany podaniem alkoholu nie odpowiada jego
warto$ci kalorycznej, wigc nie moze by¢ thumaczony tym faktem [Zimmermann i wsp. 2007].

Odmienne dzialanie alkoholu zaobserwowano natomiast u zwierzat WHP, u ktorych
wystapit dawkozalezny 1 wprost proporcjonalny wzrost pozioméw obu form greliny w
odpowiedzi na jednorazowe podanie réznych dawek alkoholu. Jak wspomniano wcze$niej, u
zwierzat WHP zaobserwowano rowniez fizjologicznie nizsze st¢zenia greliny w stosunku do
zwierzat WLP 1 Wistar. Obecny stan wiedzy nie pozwala jednak na jasna odpowiedz, co moze
leze¢ u podstaw takiej odmiennosci.

Zastosowane modele, tj. zar6wno model indukcyjny (szczury PR i NP) jak i model z
wykorzystaniem zwierzat pochodzacych z linii (WHP i WLP) daly podobny obraz zmian
wyrazonych zmierzonymi st¢zeniami greliny. Wydaje sig, ze juz kilkudniowe dzialanie
alkoholu wyraznie obniza poziomy obu form greliny, co stwierdzono w dos$wiadczeniu
zwiazanym z wywolywaniem tolerancji etanolowej. Ponadto, dlugotrwate picie alkoholu
przez szczury wywotuje podobne efekty.

W jednym z pierwszych badan wszystkim grupom zwierzat pobrano krew przed
rozpoczgciem doswiadczenia, jak 1 po okresie preferencji (Ryc. 30, Ryc. 31). Pomiar
poziomoéw greliny wykazatl, ze poczatkowo wszystkie szczury, z ktérych poéznej wyloniono
grupy NP i RP stanowily homogenna, niezréznicowana ze wzgledu na st¢zenia obu form
greliny jak i preferencji do picia alkoholu z wolnego wyboru grupg. Po okresie preferencji
(patrz rozdziat 3.1.4) stwierdzono natomiast zroznicowanie zwierzat zar6wno pod wzgledem
ilosci picia etanolu na NP i PR oraz proporcjonalniec do tego wyboru zrdéznicowanie
poziomoéw obu form greliny. Zauwazono, ze szczury PR mialy nizsze stezenia greliny od
szczurow NP. Podobne efekty zaobserwowano rowniez w innych doswiadczeniach -
generalnie szczury PR 1 WHP maja nizsze st¢zenia obu form greliny niz szczury NP 1 WLP -
co wigcej jest to odwrotnie proporcjonalnie skorelowane z ilo$cia wypijanego alkoholu przez
szczury PR 1 WHP. Na podstawie otrzymanych danych, mozna réwniez zaryzykowac
stwierdzenie, ze oba modele mozna w ten sam sposob scharakteryzowaé¢ przy pomocy stgzen
greliny, a otrzymane réznice wynikaja wyraznie z wigkszej ilosci alkoholu wypijanego przez
szczury WHP w stosunku do PR. Wyjasnienie przyczyny tej zaleznosci nie jest tatwe, chociaz
podobne obserwacje stwierdzono w niektorych badaniach u alkoholikdéw, ktdrzy mieli istotnie
nizsze st¢zenia greliny niz zdrowi ochotnicy [Addolorado i wsp. 2006]. Podobnie w
badaniach Badaoui stwierdzono, ze poziom aktywnej greliny u osob pijacych alkohol jest

obnizony [Badaoui i wsp. 2008].
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Przyczyna wptywu dtugotrwatego picia alkoholu na obnizenie st¢zenia greliny nie jest
znana. Ten fakt zastanawia tym bardziej, ze u szczurow WHP w przeprowadzonych
doswiadczeniach zaobserwowano odwrotnie, wprost proporcjonalnie i dawko zalezny efekt
po podaniu jednorazowym etanolu, czyli wzrost poziomow obu form greliny w odpowiedzi
na alkohol podany i.p. By¢é moze obserwowana jest tutaj znana zasada istniejaca w
farmakologii dos$wiadczalnej, ze efekty jednorazowego podania etanolu czgsto roznia sig
znaczaco co do kierunku zmian w stosunku do podan przewlektych [Kostowski i Herman
2003]. Do tego wyjasnienia nalezy jednak podej$¢ z ostroznos$cia, bowiem efekty alkoholu u
szczurow typu WLP i NP nie moga by¢ thumaczone w ten sam sposob.

Wecezedniejsze badania nad KU wykazaly jego dziatanie obnizajace picie etanolu, w
zwiazku z czym postanowiono sprawdzi¢ jego mozliwy wplyw na rozwdj tolerancji.
Dysponujac sprawdzonym modelem tolerancji [Okulicz i wsp. 1992], przeprowadzono
badanie, ktore wykazalo, ze KU hamuje rozwdj tolerancji etanolowej, co najsilniej
zaobserwowano po 60 minutach od podania etanolu. Otrzymane wyniki dziatania KU sa
interesujace, zwlaszcza, ze jak wiadomo tolerancja jest procesem, ktory czgsto poprzedza lub
towarzyszy rozwojowi procesu uzaleznienia od alkoholu wg DSM IV [Soyka 1 wsp. 2008,
Schuckit 2009].

Oceniono réwniez st¢zenie greliny po przeprowadzeniu doswiaczen nad rozwojem
tolerancji alkoholowej i wykazano, ze juz 8-krotne podawanie etanolu powoduje silny spadek
warto$ci obu form greliny. Stwierdzono réwniez, ze juz o$miokrotne podanie KU —
analogicznie jak w przypadku podawania dlugotrwatego (28x) - powoduje nasilenie spadku
poziomu greliny w stosunku do grupy otrzymujacej sam etanol. Obserwacja w grupie
otrzymujacej tylko KU wykazata natomiast brak spadku poziomu greliny w tej grupie, co
moze sugerowac, ze za spadek warto$ci greliny nie odpowiada efekt kaloryczny ekstraktu ani
jego zwiazki aktywne jak DAI i PUE (ktore powodowaly wzrost st¢zenia obu form tego
peptydu — rozdzialy 4.10 1 4.11) lecz pewien rodzaj interakcji pomigdzy
etanolem, a KU.

Analiza wptywu wielokrotnego (28x) podania AC na poziomy greliny u zwierzat NP 1
PR oraz WLP i1 WHP wykazata, Ze w obu ukladach do$§wiadczalnych poziom greliny tak
aktywnej jak i catkowitej ulegat istotnemu obnizeniu na skutek picia alkoholu, a podawanie
AC dziatalo wyrownujaco na ten proces podnoszac poziom greliny do wartosci
obserwowanych u zwierzat kontrolnych (NP lub WLP). Mechanizm, na podstawie ktorego
badany lek mialby wptywaé na zmiany poziomu greliny nie jest znany. Wiadomo, ze

blokowanie receptora NMDA w uktadzie mezolimbicznym (VTA) prowadzi do zahamowania
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wzrostu aktywnosci motorycznej obserwowanej po podaniu greliny [Jerlhag i wsp. 2011].
Jednakze nie jest jasne, na ile ten mechanizm jest zwiazany z wptywem AC na poziom obu
form greliny obserwownym w tej pracy. Wiadomo, ze AC wplywa tez na st¢zenie leptyny
(peptydu fizjologicznie dzialajacego przeciwstawnie do greliny) w plynie moézgowo-
rdzeniowym u zwierzat preferujacych [Mikotajczak i wsp. 2004]. Odpowiedz na pytanie, czy
wptyw AC na poziom greliny jest powiazany ze wzrostem st¢zenia leptyny, wymaga dalszych
badan.

Zaobserwowane zmiany poziomoéw greliny pozostawaly w jednoznacznie odwrotnie
proporcjonalnej zaleznosci z ilo$cia wypijanego alkoholu przez zwierzg¢ta PR 1 WHP. Chociaz
doktadny mechanizm tej zalezno$ci nie jest jasny, wydaje sig¢, ze jest on spowodowany
glownie iloscia dostgpnego alkoholu spozywanego pzez szczury PR 1 WHP. Znany jest, co
prawda fakt, ze AC moze obniza¢ ekspresje genu dla greliny u myszy w korze frontalnej
[Hicks 1 Olive 2009], jednak badania te przeprowadzono bez udziatu alkoholu, stad wnioski z
nich wyplywajace nie moga w prosty sposob odnosi¢ si¢ do badan przeprowadzonych w
niniejszej pracy.

W przebiegu badania nad wptywem NAL na odruch picia alkoholu z wolnego wyboru
u szczuré6w NP i PR stwierdzono, ze NAL wptywa normalizujaco na obnizone wartosci obu
form greliny u szczuréw PR, czego nie zaobserwowano u zwierzat NP. Efekt ten podobnie jak
dla podawania AC pozostaje w odwrotnie proporcjonalnym zwiazku z ilo$cia wypijanego
alkoholu w warunkach jego wyboru przez zwierzata PR. Natura wptywu NAL na wzrost
poziomu greliny przy jednoczesnym zniesieniu picia alkoholu jest prawdopodobnie zwiazana
z dziataniem samego alkoholu, chociaz nie mozna wykluczy¢ bardziej skomplikowanych
mechanizmoéw zwiazanych z dziataniem przez receptor dla greliny na aktywnos¢ POMC 1
CART - peptydow zaangazowanych w powstawanie uzaleznien [Zigman i Elmquist 2003].
Podobnie, nie mozna wykluczyé, iz blokowanie receptoréw opioidowych prowadzi do
dziatania zmniejszajacego aktywnos¢ B-endorfin u szczuréw RP, u ktorych podanie alkoholu
powoduje znamiennie wyzsze uwalnianie B-endorfin w poréwnaniu ze zwierzgtami NP
[Zalewska-Kaszubska 1 wsp. 2005]. Badania na szczurach pochodzacych z linii (WLP i WHP)
wykazaly bowiem, Ze poziom B-endorfin jest wyjSciowo nizszy u WHP, ale po podaniu
alkoholu wzrasta silniej u WHP niz u WLP [Zalewska-Kaszubska i wsp. 2005].

W kolejnym badaniu zwierz¢tom po okresie preferencji podawano dhugotrwale (28x)
KU. Stwierdzono, ze odmiennie do pozostalych substancji KU nie powoduje wyréwnania
pozioméw greliny do waro$ci kontrolnych, lecz dalszy spadek jej wartosci. Moznaby sadzi¢,

ze jest to efekt, na ktory wplyw moze mie¢ warto$¢ kaloryczna ekstraktu, poniewaz nie
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stanowil on czystej, aktywnej substancji chemicznej, lecz alkoholowy wyciag roslinny w
sktad ktorego wchodza thuszcze, biatka 1 weglowodany, ktorych podanie wywoluje obnizenie
poziomu greliny [Gomez 1 wsp. 2004]. Mechanizm ten jednak w przedstawionych badaniach
nie wystgpuje, bowiem jak juz wspomniano poprzednio, w czg$ci doswiadczen w ktorych
badano wplyw KU na rozwoj tolerancji etanolowej, potaczenie KU tylko z woda nie
wptywalo na st¢zenie obu form greliny. Stad wydaje si¢, ze przyczyna obnizenia stgzen
greliny po podaniu KU w obecnosci alkoholu etylowego jest blizej niezany mechanizm
interakcji zwiazkéw obecnych w stosowanym wyciagu z korzenia Pueraria lobata z
etanolem.

W kolejnych badaniach sprawdzano rowniez wptyw izoflawonoidéw obecnych w KU,
a mianowicie DAI 1 PUE na st¢zenia greliny. Zaobserwowano — podobnie jak po podawaniu
AC 1 NAL - dzialanie wyrownujace poziomy greliny u zwierzat PR otrzymujacych omawiane
substancje. W przypadku DAI stwierdzono, ze zwiazek ten normalizowat st¢zenia obu form
greliny w stosunku do stgzen obserwowanych dla zwierzat NP stanowiacych kontrole,
natomiast DAI nie zmieniata stgzen badanego peptydu u szczurow NP. Z kolei analizujac
wplyw PUE na stgzenie tak greliny aktywnej jak 1 calkowitej zauwazono, ze badany
izoflawonoid normalizowal st¢znie formy catkowitej greliny do wartosci kontrolnych u
szczurow NP. W przypadku analizowania wptywu PUE na poziomy greliny aktywnej
omawiany izoflawonoid jednoznacznie podwyzszal jej stezenie, jednakze do wartosci
obserwowanych u szczurow NP otrzymujacych PUE. Byly to poziomy nieco wyzsze niz
obserwowane u zwierzat stanowiacych kontrolg¢ dla NP (chociaz nieznamienne podczas
poréwnywania NP_PUE vs NP_MC). Mechanizm, na podstawie ktdrego oba izoflawonoidy
miatyby wplywa¢ na zmiany poziomu greliny nie jest znany, jest on jednak wyraznie
skorelowany z jednoznacznym zmniejszeniem ilo$ci wypijanego alkoholu przez szczury PR.

Podsumowujac, na podstawie przeprowadzonych badan zauwazono silny, odwrotnie
proporcjonalny zwiazek pomiedzy iloscia podawanego alkoholu, stezeniem etanolu we krwi,
a poziomem greliny aktywnej i calkowitej u zwierzat doswiadczalnych. Moznaby wigc
postulowac, ze obnizone poziomy obu form greliny moga stanowi¢ pewien sygnatl (wskaznik)
dluzszego picia alkoholu. Jednakze, ze wzgledu na fakt, ze szczury WHP wykazuja
wyjéciowe nizsze stgzenia obu form greliny oraz odmienna wprost proporcjonalng
dawkozalezna reakcje na jednorazowe podanie etanolu w stosunku do szczurow WLP i
Wistar, stad wydaje sig, ze u tej specyficznej grupy, zwlaszcza na poczatku kontaku z

alkoholem odpowiedZ wyrazona za pomoca greliny jest inna, by¢ moze stanowigc pewien
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marker predyspozycji do picia alkoholu, zwlaszcza w potaczeniu z pomiarami st¢zen leptyny
we krwi.

Zauwazono takze jednoznaczna, proporcjonalna zalezno$¢ pomigdzy dziataniem
przeciwalkoholowym (zmniejszajacym odruch picia alkoholu) lekéw (AC 1 NAL) 1
izoflawonoidéw (DAI i PUE), a normalizacja pozioméw obu form greliny, czego nie
zobserwowano dla dziatania KU (efekt obnizajacy). Moznaby wigc sadzié¢, ze stezenia obu
form greliny mogltby peti¢ pewna role wskaznikowa, zwlaszcza podczas kontrolowania
ilosci wypijanego alkoholu jak i aktywnoS$ci przeciwalkoholowej czy skutecznosci dziatania
stosowanych obecnie lekow.

Zastosowanie jednak greliny do badania zalezno$ci miedzy iloscia wypijanego
alkoholu 1i/lub skuteczno$cia dziatania przeciwalkoholowego musi by¢ traktowane z
ostroznoscia, bowiem na przyktad podawanie KU skutkuje uzyskaniem odmiennych efektow.

Na podkreslenie zastuguje jednak fakt, ze wyciag ten wykazat interesujaca zdolno$¢
hamowania rozwoju tolerancji etanolowej u szczuréw typu WHP, co mogloby wskazywac, ze
KU mogtoby znalez¢ zastosowania nie tylko w celu zmniejszenia ilosci wypijanego alkoholu,
ale rOwniez poprzez hamowanie rozwoju tolerancji, zmniejsza¢ ryzyko powstania zaleznosci

alkoholowe;j.
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WNIOSKI

Istnieje silny, odwrotnie proporcjonalny zwiazek pomigdzy iloscia podawanego
alkoholu, stezeniem etanolu we krwi, a poziomem greliny aktywnej i catkowitej u
zwierzat doswiadczalnych, z wyjatkiem szczurow WHP.

Szczury WHP wykazuja wyjSciowe nizsze stgzenia obu form greliny oraz wprost
proporcjonalng i dawkozalezna, reakcje na jednorazowe podanie etanolu w
stosunku do szczurow WLP i zwierzat kontrolnych.

Szczury preferujace (PR i WHP), pijace alkohol posiadaja niskie st¢zenia obu form
greliny skorelowane odwrotnie proporcjonalnie z iloscia wypijanego alkoholu.
Istnieje proporcjonalna zalezno$¢ pomigdzy dziataniem przeciwalkoholowym
(zmniejszajacym odruch picia alkoholu) lekow (akamprozat i naltrekson) i
izoflawonoidéw (daidzyna i1 pueraryna), a normalizacja pozioméw obu form
greliny.

Wyciag z korzenia Pueraria lobata zmniejsza ilo$¢ wypijango alkoholu
jednocze$nie obnizajac stezenia obu form greliny — odmiennie, niz pozostate
badane substancje.

Wyciag z korzenia Pueraria lobata zapobiega rozwojowi tolerancji etanolowej u
szczurow WHP.

Wydaje sig, ze stgzenia greliny w surowicy krwi mogloby by¢ wskaznikiem
nadmiernego picia alkoholu i/lub skuteczno$ci dziatania stosowanych obecnie

lekow przeciwalkoholowych.
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7. STRESZCZENIE

Istnieja dane sktaniajace do hipotezy, ze grelina moglaby uczestniczy¢ w osrodkowym
dziataniu alkoholu, jak i ewentualnie stanowi¢ obwodowy wskaznik zmian towarzyszacych
dhlugotrwatemu piciu alkoholu [Calissendorff i wsp. 2005]. Wiadomo, ze istnieje zwiazek
migdzy dzialaniem niektorych lekow antypsychotycznych czy $rodkow o dziataniu
stymulujacym, a stezeniami greliny we krwi obwodowej [Palik i wsp. 2005, Murashita 1 wsp.
2007], stad w niniejszej pracy postanowiono okresli¢ udziat greliny w aktywnos$ci lekow
przeciwalkoholowych w modelu do§wiadczalnym uzaleznienia alkoholowego.

W tym celu zaplanowano okreslenie zwiazku pomigdzy stgzeniem alkoholu, a
stezeniem greliny po podaniu jednorazowym alkoholu jak i podczas dlugotrwalego picia
alkoholu przez zwierzgta doswiadczalne; poszukiwanie odpowiedzi na pytanie czy grelina
moze by¢ wskaznikiem réznicujacym preferencje do picia alkoholu, pomigdzy
heterozygotycznymi  szczurami  ($rodowiskowy model indukcyjny), a szczurami
pochodzacymi z tzw. linii (model genetyczny) oraz znalezienie zwiazku pomig¢dzy dziataniem
przeciwalkoholowym wybranych $rodkéw, a stezeniem greliny w surowicy u szczurow
poddanych dlugotrwalemu dziataniu alkoholu z zastosowaniem lekow (akamprozat,
naltrekson), $rodkow o spodziewanym dzialaniu przeciwalkoholowym pochodzenia
ro$linnego - wyciagu z korzenia otownika tatkowatego (Pueraria lobata, Willd Ohwi) 1 jego
gléwnych izoflawonoidow (pueraryna, daidzyna).

Badania przeprowadzono na szczurach, samcach szczepu Wistar, preferujacych picie
alkoholu z wolnego wyboru (PR) oraz niepreferujacych (NP) otrzymanych po zastosowaniu
modelu indukcyjnego oraz na szczurach preferujacych pochodzacych z tzw. linii - Warsaw
High Preferring (WHP) oraz niepreferujacych — Warsaw Low Preferring (WLP). Zastosowane
srodki tj. akamprozat (500 mg/kg m.c., p.o.), naltrekson (0,1 mg/kg m.c., i.p.), wyciag z
korzenia Pueraria lobata — kudzu (500 mg/kg m.c., p.o), daidzyne¢ (40 mg/kg m.c., p.o.) oraz
pueraryn¢ (150 mg/kg m.c., p.o) podawano raz dziennie przez okres 28 dni. Nastgpnie
zwierzeta dekapitowano 1 w otrzymanej surowicy z krwi obwodowej zmierzono stgzenie
greliny catkowitej 1 aktywnej przy pomocy metody ELISA.

Stwierdzono, ze szczury WHP niepoddane dzialaniu alkoholu posiadaja nizsze
stezenia greliny aktywnej 1 catkowite] w surowicy w porownaniu do zwierzat WLP i1 zwierzat
Wistar stanowiacych kontrolg. U szczurdéw, ktérym podano jednorazowo etanol

zaobserwowano wprost proporcjonalna zalezno$¢ pomigdzy stezeniem alkoholu, a poziomami
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greliny aktywnej i catkowitej w surowicy szczuréw WHP, a odwrotnie proporcjonalna u
szczurow WLP i Wistar. Dlugotrwate picie alkoholu przez zwierz¢ta NP, PR oraz WLP i
WHP powoduje spadek poziomu greliny aktywnej w tych grupach szczurdw, podczas gdy dla
greliny catkowitej efekt ten jest widoczny u zwierzat NP, PR i WHP w poréwnaniu do
szczurow szczepu Wistar — kontrolnych, nie poddanych dziataniu alkoholu. Ponadto szczury
preferujace typu PR i WHP poddane dlugotrwatemu dziataniu alkoholu posiadaja nizsze
poziomy obu form greliny w stosunku do zwierzat NP 1 WLP, a otrzymane r6znice poziomow
obu form greliny u PR i WHP pozostaja w odwrotnie proporcjonalnym zwiazku z iloscia
wypijanego alkoholu. Podawanie akamprozatu i naltreksonu oraz izoflawonoidow (daidzyny i
pueraryny) powoduje we wszystkich uktadach do§wiadczalnych normalizacje stezen obu form
greliny pozostajaca w zwiazku z obnizeniem ilo$ci wypijanego alkoholu przez zwierzgta
doswiadczalne. Wielokrotne (8x) oraz dlugotrwate (28x) podawanie wyciagu z korzenia
Pueraria lobata powoduje obnizenie obu form greliny u szczuréw PR, a wielokrotne (8x)
stosowanie tego wyciagu zapobiega rozwojowi tolerancji etanolowej u szczurow WHP.
Podsumowujac na podstawie przeprowadzonych badan mozna stwierdzié, ze istnieje
silny zwiazek pomigdzy iloscia wypijanego alkoholu, stezeniem etanolu we krwi, a poziomem
greliny aktywnej i catkowitej u zwierzat do§wiadczalnych, a pomiar greliny we krwi moze
stuzy¢ jako wskaznik predyspozycji do picia alkoholu. Grelina moze takze stuzy¢ jako
ewentualny marker dzialania przeciwalkoholowego lekéw zmniejszajacych 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 1 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-naive WHP animals
showed a significantly lower when compared with the ethanol-naive 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-naive 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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