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Wykaz skrotow

ADHD - zesp6t nadpobudliwosci psychoruchowej z deficytem uwagi

AMNO082 - N,N'-dibenzhydryletano-1,2-diamino dihydrochlorek

AMPA - receptor kwasu a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowy

APUD — ang. amine precursor uptake and decarboxylation - komérki gromadzace

i dekarboksylujgce prekursory amin katecholowych

BER — ang. basic electric rhythm — podstawowy rytm elektryczny

CAMP - Cykliczny adenozyno-3’,5'-monofosforan

cDNA - komplementarny DNA

CTT —ang. coloninc transient time - czas pasazu przez jelito grube

DNA - Kwas deoksyrybonukleinowy

EDTA - ang. ethylenediaminetetraacetic acid — kwas wersenowy

EEC — ang. enteroendocrine cells — komérki enteroendokrynne

ENS — ang. enteral nervous system — uktad nerwowy przewodu pokarmowego

ESPGHAN - The European Society for Paediatric Gastroenterology Hepatology and Nutrition —
Europejskie Towarzystwo Gastroenterologii, Hepatologii i Zywienia Dzieci

GHRH - ang. Growth Hormone Releasing Hormon —hormon uwalniajgcy hormon wzrostu
GHS-R - ang. Growth Hormone Secretagogues Receptor — receptor wydzielania hormonu
wzrostu

GOAT - ang. Ghrelin O-acetylotransferase — O-acetylotransferaza ghreliny

GPR38 - ang. G protein-coupled receptor 38 — sprzezony z biatkiem G receptor 38

GPR39 - ang. G protein-coupled receptor 39 — sprzezony z biatkiem G receptor 39
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HAPC — ang. high amplitude propagated contractions — skurcze propagujgce o wysokiej
amplitudzie

HAPS — ang. high amplitude propagated sequences — sekwencje propagujgce o wysokiej
amplitudzie

HCl — chlorowodor

IBS — ang. irritable bowel syndrome — zepét jelita nadwrazliwego

ICZMP — Instytut Centrum Zdrowia Matki Polki w todzi

mGlu — receptor metabotropowy dla glutaminianu

MMC — ang. motor migrating complex — migrujacy kompleks motoryczny

MRNA - ang. messenger RNA — matrycowy RNA

NAD(P)H - dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy

NASPGHAN - North American Society For Pediatric Gastroenterology, Hepatology & Nutrition
— Pétnocno Amerykariskie Towarzystwo Gastroenterologii Dzieciecej, Hepatologii | Zywienia
NMDA - receptor N-metylo-D-asparaginowy

OUN — osrodkowy uktad nerwowy

RAIR — ang. recto-anal inhibitory reflex — odbytowo-odbytniczy odruch hamowania

rIGLE — ang. rectal intraganglionic laminar endings —laminarne wewnatrzzwojowe
zakonczenia nerwowe odbytu

RNA — kwas rybonukleinowy



Wstep

Epidemiologia

Problem zaparcia stolca u dzieci ma znaczacy wplyw zarédwno na jako$é Zzycia
pacjentéw jaki i ich rodzin. Wstrzymywanie oddania stolca i brak efektywnej defekacji
wptywajg na status socjologiczny, psychologiczny, jak réwniez na wyniki w nauce [1].
Metaanaliza badan pordwnujgcych jakos$¢ zycia dzieci z zaparciem stolca w poréwnaniu
do oséb zdrowych, wykazata znaczne pogorszenie samooceny jak i funkcjonowania
w spoteczenstwie chorych z przewlektym zaparciem [2]. Na podstawie badan jakosci zycia
w oparciu o kwestionariusze wykazano wptyw choroby na wszystkie aspekty takie jak
ograniczenie w petnieniu rél z powodu zdrowia fizycznego, ogdlne poczucie zdrowia,
funkcjonowanie spoteczne, interakcje rodzinne i z rdéwiesnikami, poczucie zdrowia
psychicznego, ogdlne zadowolenie z zycia, problemy szkolne. Réwniez wyniki pozyskane
z ankiet uzupetnionych przez opiekunéw dzieci z chorobg zaparciowg wykazaty, ze rodzice

zaobserwowali zdecydowany wptyw choroby na ksztattowanie sie samooceny ich dzieci.

Innym aspektem zwigzanym z leczeniem choroby zaparciowej s ponoszone koszty.
W Stanach Zjednoczonych w latach 2006-2011 zaobserwowano znaczny wzrost czestosci
zgtaszania sie pacjentdéw do szpitala z powodu dolegliwosci zwigzanych z zaparciem stolca.
Jednoczesnie zanotowano wzrost kosztéw takiej hospitalizacji z $1,474 w 2006 roku do $2,306

w 2011 roku, co w 2011 roku dato sume $1,622,624,341 [3].

Zaparcie jest jednym z najczystszych problemoéw gastroenterologicznych z ktorymi

spotykaja sie pediatrzy na catym Swiecie. Szacuje sie, ze dotyczy nawet 37% dzieci [4—6]. 95%
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przyczyn zaparcia stolca to zaburzenia czynnosciowe przewodu pokarmowego, a tylko
5% ma uwarunkowania organiczne. Zaparcie u dzieci pojawia sie czesto podczas tzw. treningu
korzystania z toalety, czyli pomiedzy 2. a 4. rokiem Zzycia i dotyczy gtéwnie chtopcow [7].
Czynnosciowe zaparcie stolca rozpoznaje sie na podstawie Kryteridéw Rzymskich. W 2006 roku
wydano Il wersje dokumentu, ktory $cisle okresla ramy niezbedne do rozpoznania choroby.
W maju 2016 roku wprowadzono IV wersje dokumentu, ktéra wyraZznie rozgranicza dzieci
z zaparciem na dwie grupy: te dzieci, ktére potrafig samodzielnie korzystaé z toalety oraz
te, ktére jeszcze nie nabyly tej umiejetnosci. Gtéwng przyczyng takiego podziatu jest
to, ze w okresie przed uzyskaniem umiejetnosci kontrolowania samodzielnego wyprdzniania
sie trudno jest oceni¢ nietrzymanie stolca oraz oceni¢ wielko$é stolca jako ,zatykajacy
toalete”. Ponadto u starszych dzieci z obawy przed niepotrzebnym opdznieniem wdrozenia
leczenia skrocono czas niezbedny do rozpoznania zaburzenia z 2 do 1 miesigca [8].

W tej pracy rozpoznawano zaparcie stolca na podstawie kryteridow Rzymskich I
z uwagi na ich obowigzywanie w okresie rozpoczecia rekrutacji pacjentow do oceny udziatu
enterohormondw w patogenezie choroby zaparciowej u dzieci.

Wedtug obowigzujgcych zalecen ESPGHAN i NASPGHAN odpowiednie preparaty
glikolu polietylenowego sg preparatami zalecanymi do leczenia zaparcia stolca u dzieci [9].
Sg bezpieczne, ich skutecznos$é znaczgco przewyzsza preparaty zawierajgce laktuloze,
preparaty magnezowe, parafine czy placebo. Udowodniono, ze ok. 50% dzieci leczonych
z powodu zaparcia czynnosciowego doswiadczyto przynajmniej jednego epizodu nawrotu
choroby w ciggu 5 lat od zakonczenia leczenia [10]. Stad wynika potrzeba wyjasniania
mechanizmdw powstawania czynnosciowego zaparcia, jak i poszukiwania nowych punktow

uchwytu dla potencjalnych lekéw skutecznych w terapii choroby zaparciowej.



Mechanizm defekacji

Za ruchy perystaltyczne przewodu pokarmowego odpowiadajg miesnie gtadkie,
neurony jelitowe, komaorki srédmigzszowe przewodu pokarmowego, w tym telocyty i komorki
Cajala. Heterogenne komoérki, pochodzenia mezenchymalnego - komérki Cajala,
rozmieszczone w warstwie miesniowej przewodu pokarmowego charakteryzujg sie zmiennym
potencjatem btonowym, przez co wykazujg ceche komérek rozrusznikowych w przewodzie
pokarmowym. Przez potaczenia szczelinowe (ang. gap junctions) z innymi komdrkami
przewodu pokarmowego, gtéwnie z komdorkami miesniowymi i nerwowymi petnig one funkcje
regulatorowg motoryki przewodu pokarmowego [11, 12]. Podstawowy rytm bioelektryczny
(BER - ang. basic electric rythm) rozpoczyna sie w warstwie podtuznej miocytéw przewodu
pokarmowego, a nastepnie jest przenoszony na warstwe okrezng. Zjawisko to podlega statej
modulacji enterohormonalnej. W okresie spoczynkowym czynno$é elektryczna i skurczowa
przewodu pokarmowego jest ograniczona do minimum. Woéwczas dochodzi do wywotania
tzw. miedzytrawiennych komplekséw mioelektrycznych (MMC — ang. migrating motor
complex) [13]. MMC rozpoczyna swojg aktywnos¢ ok 90 min po positku i dzieli sie go na 4 fazy
trwajgce 90-180min:
- faza | — okres spoczynku
- faza Il - sktada sie z przerywanych skurczéw o niskiej amplitudzie
- faza Il — sktada sie z krotkich serii regularnych skurczéw o wysokiej amplitudzie
- faza IV — jest to okres przejsciowy do fazy pierwszej
Zadaniem tego kompleksu jest przesuwanie tresci pokarmowej w kierunku dystalnym jelita.

Pod wptywem positku MMC jest wyciszany na rzeczy motoryki trawienne;j.

-10-



Akt wyprdznienia jest nierozerwalnie powigzany z warunkami anatomicznymi,
sprawnym dziataniem i komunikacjg z osSrodkowym uktadem nerwowym (OUN) oraz uktadem
endokrynnym [14]. Na jakos¢ wyprdznien ma wptywa wiele czynnikdw, poczgwszy
od czynnikéw psychobehawioralnych, przyjmowanie odpowiedniej pozycji w trakcie defekacji,
przez diete, wiek, pte¢, choroby towarzyszgce oraz czynniki metaboliczne.

Mechanizm defekacji mozna podzieli¢ na cztery fazy:

- faze podstawowa
- faze przed defekacja
- faze wydalenia stolca

- faze po defekacji

Faza podstawowa

Jest to czas regularnego funkcjonowania jelita grubego. Funkcje okreznicy zwigzane
z prawidtowym wyprdéznianiem obejmujg: wchtanianie wody z tresci jelita, wyrzut zawartosci
okreznicy w odpowiednim tempie oraz tymczasowa retencja mas katowych do wystgpienia
dogodnego czasu i warunkéw do ich wydalenia. Po dostarczeniu tresci pokarmowej
z koicowego odcinka jelita kretego do katnicy, podczas transportu w kierunku dystalnym,
nastepuje stopniowe osuszanie i mieszanie, przez co masy katowe stajg sie coraz bardziej
geste i uformowane [15].

Motoryka okreznicy wykazuje cechy zmiennosci dobowej. Rano, po przebudzeniu,
obserwowany jest znaczny wzrost aktywnosci motorycznej, natomiast w nocy zauwazalna jest
tendencja do spowolnienia [16]. Ponadto, wzmozona aktywno$¢ wystepuje réwniez

po positkach.
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Aktywnos¢ ruchowa okreznicy charakteryzuje sie krotkimi skurczami — tzw. fazowymi,
a takze dtuzej utrzymujacymi sie skurczami tonicznymi [17]. Skurcze fazowe s3 dalej
klasyfikowane jako skurcze propagujace lub niepropagujgce, w zaleznosci od tego,
czy postepujg wzdtuz okreznicy. Czesciej wystepujg skurcze niepropagujace. Mogg one
wystepowac jako pojedyncze, pozornie losowe skurcze lub serie skurczéw [15]. Majg one
czestotliwos¢ od 2 do 4 cykli na minute [18] i amplitude od 5 do 50 mmHg [19]. Ze wzgledu
na czas trwania tych skurczéw dzieli sie je na krotkie tj. ponizej 15 s oraz dtugie trwajgce 15-
60 s [15]. Skurcze propagujace z kolei dzieli sie na wsteczne (rzadziej wystepujgce)
i postepujace [19]. Skurcze wsteczne sg znacznie czesciej obserwowane u 0séb z zaparciem
stolca [20].

W esicy stwierdza sie przede wszystkim cykliczne skurcze MMC, ktére odgrywaja role
w modulowaniu transportu mas katowych do odbytnicy. Kompleksy motoryczne maja
amplitudy rzedu 15—-60 mm Hg, trwajg 3—30 min i nawracajg w odstepach 80-90 min [19, 21].

Wsréd sekwencji propagujgcych wystepujg zestawy rozchodzacych sie fal cisnienia
o podwyzszonej amplitudzie. Fale te zostaty nazwane sekwencjami propagujgcymi o duzej
amplitudzie (HAPS — ang. high amplitude propagated sequences, lub HAPC — ang. high
amplitude propagated contractions) [15], zazwyczaj osiggajg one amplitudy ok. 100 mmHg
[22]. U dorostych HAPC wystepujg Srednio 5—6 razy dziennie (zakres 2—24), natomiast u dzieci
ponizej 4 roku zycia czestos¢ wystepowania HAPC jest istotnie wieksza [23].

Podobnie jak w esicy, charakterystyczne dla aktywnosci motorycznej odbytnicy jest
wystepowanie kompleksdw motorycznych [19].

W czasie pomiedzy defekacjami kanat odbytu pozostaje zamkniety, wynika to ze stale
utrzymujacej sie tonicznej aktywnosci zwieraczy wewnetrznego i zewnetrznego odbytu. Taki

stan zapobiega nietrzymaniu stolca oraz stanowi naturalng bariere oddzielajgca dolny odcinek
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przewodu pokarmowego od s$wiata zewnetrznego. Najwieksze znaczenie w zapobieganiu
bezwiednego wydalania stolca ma zwieracz wewnetrzny (ok. 55%), nastepnie zwieracz
zewnetrzny (ok. 30%); pozostate 15% napiecia jest wytwarzane przez swego rodzaju poduszki
naczyniowe sktadajgce sie ze splotow naczyn zylnych [24]. Okresowo nastepuje chwilowe
rozluznianie zwieracza wewnetrznego, aby czes¢ tresci jelitowej dostata sie do gornej czesci
kanatu odbytu, gdzie znajduja sie liczne receptory odpowiedzialne za percepcje wtasciwosci
fizycznych tresci jelitowej. Taka sygnalizacja, stuzgca ocenie tresci jelitowej, wystepuje
ok. 7 razy w ciggu godziny [25]. Odruch chwilowego rozluznienia zwieracza wewnetrznego
mozna wywota¢ w trakcie badania manometrycznego w czasie napetniania balonu —
po wypetnieniu balonu dochodzi do odruchowego rozluznienia zwieracza wewnetrznego

odbytu oraz skurczu zwieracza zewnetrznego (RAIR — ang. recto-anal inhibitory reflex) [14].

Faza przed wydaleniem stolca

W trakcie tej fazy dochodzi do uswiadomienia potrzeby defekacji. U oséb zdrowych
istnieje Scisty zwigzek miedzy amplitudg fal propagujacych a potrzebg wydalenia mas
katowych. Takiej zaleznos$ci w wielu przypadkach nie obserwuje sie u pacjentéw z zaparciem
stolca [26]. Miejscem, ktére wyzwala uczucie parcia na stolec sg Sciany odbytnicy
i rozmieszczone w niej receptory. Stopniowe rozszerzanie odbytnicy masami katowymi
powoduje reakcje czuciowg, rozpoczynajacg sie od poczatkowej swiadomosci wypetnienia
odbytnicy, az do uczucia dyskomfortu. Osiggniecie maksymalnej objetosci prowadzi
do intensywnego poczucia koniecznosci defekacji [27, 28]. U oséb z retencyjnym zaparciem

stolca, ktére ttumia uczucie parcia, dochodzi do ostabienia podatnosci wypetnionej barki
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odbytnicy, co skutkuje zatrzymaniem mas katowych i wtérnym poszerzeniem banki odbytnicy
[29].

W miesnidwce odbytnicy znajdujg sie wyspecjalizowane zakoriczenia nerwowe
zrozgatezionymi i sptaszczonymi zakoriczeniami blaszkowatymi, zwane odbytniczymi
wewnatrz-zwojowymi zakoriczeniami laminarnymi (rIGLE - ang. rectal intraganglionic laminar
endings). Ich rolg jest przekazywanie informacji z niskoprogowych mechanoreceptoréw,
wrazliwych narozcigganie do osrodkowego uktadu nerwowego. Gesto$¢ rozmieszczenia
mechanoreceptoréw zmniejsza sie znacznie proksymalnie od odbytu, wzdtuz dystalnego
odcinka jelita [30]. Wykazano, ze niskie znieczulenie podpajeczynéwkowe (L5-S1) znosi czucie
odbytnicze, ktére przy wiekszym wypetnieniu banki odbytnicy jest postrzegane jako
dyskomfort w jamie brzusznej, co $wiadczy o istotnosci udziatu wtdkien aferentnych z tego

obszaru w uczuciu petnosci bariki odbytnicy [31].

Faza wydalenia stolca

W trakcie defekacji dochodzi do opréznienia odbytnicy. W celu usuniecia zawartosci
odbytnicy, ci$nienie wewnatrzodbytnicze musi przekracza¢ ci$nienie w kanale odbytu.
Prawidtowe wyprdznianie wigze sie zatem ze wzrostem cisnienia wewngatrzodbytniczego oraz
konieczng relaksacjg kanatu odbytu, co skutkuje zmniejszeniem cisnienia w odbycie.
Naprezenie mie$ni podczas ewakuacji stolca podnosi cisnienie w miednicy, a tym samym
w odbytnicy. U zdrowych oséb 35-40% wszystkich fal propagujacych o wysokiej amplitudzie
(HAPS) w ciggu dnia wystepuje w trakcie lub bezposrednio przed defekacjg [15].

Rozluznienie zwieracza wewnetrznego odbytu nastepuje mimowolnie w odpowiedzi

na rozszerzenie odbytnicy. Po przyjeciu pozycji dogodnej do defekacji, napinane sg miesnie
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brzucha i przepona przy zamkniete] gtosni (jak w prébie Valsalvy). Wigze sie to z rozluznieniem
zewnetrznego zwieracza odbytu. Wypadkowy wektor sity skierowany jest do tytu i do dotu,
co powoduje otwarcie kata anorektalnego. Utatwia to skurcz miesnia tonowo-guzicznego,
ktéry ,,usztywnia” krocze, skutecznie napinajgc przednig sciane kanatu odbytu, umozliwiajac
jedynie ruch tylnej sciany kanatu odbytu [32]. Skurcz potgczonych podtuznych miesni odbytu
powoduje rowniez sptaszczenie poduszek naczyniowych odbytu i skrécenie kanatu odbytu.
Wszystkie te zmiany, zachodzace jednoczesnie, obnizajg ci$nienie w kanale odbytu
do wartosci nizszej niz cisnienie wewnatrzodbytnicze, powodujgc gradient cisnienia

z odbytnicy na zewnatrz, co skutkuje wydaleniem mas katowych.

Faza po defekac;i

W tej fazie dochodzi do mimowolnego skurczu zwieracza zewnetrznego odbytu oraz
miesni dna miednicy co doprowadza do zamkniecia odbytu. Zwieracz zewnetrzy wykazuje
chwilowe zwiekszenie aktywnosci — tzw. odruch zamykajacy, co pozwala na swobodny skurcz
zwieracza wewnetrznego, ktory nie jest juz hamowany przez rozdecie odbytnicy. Po ustaniu
wysitku i spadku cisnienia w jamie brzusznej dochodzi do skurczu miesnia tonowo-
odbytniczego, co zwieksza jego przyczepno$é do potgczenia anorektalnego, przywracajac kat
do stanu podstawowego, nastepuje réwniez bierne rozciggniecie poduszek odbytu,

co powoduje catkowite zamknieciem kanatu odbytu [14].
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Zaparcie czynnosciowe

Aby rozpoznaé czynnosciowe zaparcie stolca wg wspominanych wczesniej Kryteridéw
Rzymskich Il muszg zostaé spetnione co najmniej 2 z nizej wymienionych warunkéw u dziecka
w wieku przynajmniej 4 lat, nie spetniajgc przy tym jednoczesnie kryteriow zespotu jelita
drazliwego (IBS — ang. irritable bowel syndrome):

1) dwa lub mniej wyprdznien w toalecie w tygodniu,

2) przynajmniej jeden epizod popuszczania stolca w tygodniu,

3) w wywiadzie postawa retencyjna lub Swiadome unikanie defekacji,

4) w wywiadzie bolesne wyprdznienia lub oddawane twarde stolce,

5) obecnos¢ obfitych mas katowych w odbytnicy,

6) w wywiadzie duza $rednica stolca, ktéry ,,zatyka” toalete [7].

Najczestszg przyczyng wystepowania zaparcia u dzieci sg zaburzenia czynnosciowe
przewodu pokarmowego, jednak istnieje pewna grupa czynnikdw ryzyka sprzyjajgcych
wystgpieniu tych zaburzen. Najwazniejszym czynnikiem wydaje sie by¢ dieta uboga w btonnik.
Badania oceniajgce spozycie btonnika w diecie i jego wptyw na rytm i jakos¢ wyprdznien jasno
wykazaty, ze u dzieci, u ktérych stosowano diete bogatoresztkowg obserwowano znacznie
mniej czeste wystepowanie zaparcia stolca [33].

W kilku innych badaniach opisano wptyw czynnikdw psychologicznych na czestos¢
wystepowania zaparcia u dzieci [34—-38]. Kim J. i wsp. wykazali znaczacy wptyw zaburzen
psychicznych pod postacig leku, depresji, odpornosci na stres czy wystepowanie mysli
samobdjczych na rytm i rodzaj wyprdznien u dzieci [39]. Inni badacze wykazali wptyw stresu

w szkole jak i poza nig na wystepowanie zaparcia u dzieci, co skutecznie potwierdza wazny
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udziat osi modzgowo-jelitowej w patogenezie czynnosciowych zaburzen przewodu
pokarmowego.

Zaparcie stolca, zwtaszcza wystepujgce u matych dzieci, moze by¢ objawem alergii
na biatka mleka krowiego. W kilku badaniach potwierdzono, ze tego typu nieprawidtowosci
w oddawaniu stolca moga by¢ manifestacijg alergii [40].

Innymi czynnikami ryzyka predysponujgcymi do wystgpienia zaparcia mogg by¢: niska
masa urodzeniowa, pozytywne wywiady rodzinne w kierunku zaparcia stolca oraz

zamieszkiwanie w rozwinietej, zurbanizowanej spotecznosci.

Ponad 95% zaparcia stolca stanowig zaburzenia czynnosciowe, pozostate 5% jest
zwigzane z wystepowaniem:

- choréb jelit: choroba Hirschsprunga, inne agangliozy btony $luzowej przewodu
pokarmowego, wrodzone i nabyte nieprawidtowosci anatomiczne anorektalne (m.in.
zarosniecie odbytu), dysplazja komérek nerwowych w zakresie przewodu pokarmowego

- przyczyn metabolicznych: niedoczynnos¢ tarczycy, cukrzyca, hiperkalcemia,
hipokaliemia, zatrucie witaming D

- stosowania lekéw: opioidy, leki antycholinergiczne, leki przeciwdepresyjne

- inne: anoreksja, naduzycia seksualne, twardzina, mukowiscydoza

Borowitz i wsp. w 2003 roku opisali teorie , bolesnego” wyprdznienia jako gtéwna
przyczyne czynnosciowego zaparcia stolca [41]. Wg tej teorii po incydencie bolesnego
wyprdznienia dziecko Swiadomie zaczyna powstrzymywaé akt defekacji. W trakcie
wstrzymywania oddania stolca w btonie $luzowej odbytnicy dochodzi do wchtaniania wody

z mas katowych, ktore przez to stajg sie twarde. W zwigzku z tym, dziecko zaczyna przyjmowac
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postawe retencyjng prébujgc unikngé bolesnego oddania stolca. Gdy dojdzie do oddania
stolca, czasem z peknieciem S$luzowki odbytu, dziecko podtrzymuje swoje zatozenia,
ze defekacja jest nieprzyjemna. Poprzez utrwalenie tego schematu dochodzi do rozciggania
Scian jelita grubego, a prog odczuwania obecnosci stolca w bance odbytnicy ulega
zwiekszeniu. W ten sposéb powstaje btedne koto prowadzace do dtugotrwatego zaparcia

stolca.

Enterohormony

Enterohormony zostaty pierwszy raz opisane na poczatku XX wieku, kiedy to w 1903
roku Bayliss i Starling wykazali, ze ekstrakty z jelit psa podane innemu zwierzeciu stymulujg
wydzielanie soku trzustkowego — przypuszczajac, ze ekstrakt zawiera sekretng substancje,
nadali jej nazwe ,sekretyna” [42]. Dzieki rozwojowi metod immunohistochemicznych oraz
genetycznych w latach 60 XX wieku odkryto, ze komorki endokrynne zlokalizowane
w przewodzie pokarmowym wykazujg cechy wspodlne dla komdrek uktadu nerwowego. Dalsze
obserwacje przyczynity sie do rozwiniecia teorii komérek ,APUD” (APUD - ang. Amine
Precursor Uptake and Decarboxylation) [43].

Biorgc pod uwage liczbe komodrek, najwieksza cze$é uktadu endokrynnego jest
zlokalizowana w przewodzie pokarmowym, gdzie komérki czynne endokrynologicznie
stanowig ok. 1% komodrek nabtonka [44-46]. Komorki endokrynne zlokalizowane
w przewodzie pokarmowym (EEC — ang. enteroendocrine cells) sg wyspecjalizowane
w wytwarzaniu oraz uwalnianiu enterohormondéw o dziataniu miejscowym jak
i ogbélnoustrojowym, natomiast rola enterohormondw i ich receptoréw w zaparciu stolca jak

dotad nie byta jednoznacznie okreslona.
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Komérki enteroendokrynne wyspecjalizowaty sie z pluripotencjalnych komorek
endodermy [42]. Komérki te pod wzgledem budowy podzielono na dwa typy: ,otwarte” —
w ksztatcie szyjki butelki z wydtuzeniem z mikrokosmkami skierowanymi w kierunku Swiatta
przewodu pokarmowego oraz ,zamkniete”, ktére sg zlokalizowane blizej btony podstawnej,
nie dosiegajg one do Swiatta przewodu pokarmowego i sg pozbawione mikrokosmkow [42].
Komérki typu otwartego posiadajg facznos¢ ze sSwiattem zotgdka, przez co ich funkcje
sg regulowane przez zawarto$é tresci pokarmowej oraz pH wewnatrz zotgdka. Komérki
zamkniete, nie posiadajg facznosci ze Swiattem narzadu, przez co ich funkcje s regulowane
parakrynnie, endokrynnie oraz przez bodice mechaniczne — np. przez rozcigganie $cian
zotagdka [47, 48]. Obydwa typy komodrek gromadzg produkowane czagsteczki
w cytoplazmatycznych granulkach, a po zadziataniu odpowiedniego bodzca mechanicznego,
biochemicznego lub nerwowego uwalniajg je przez egzocytoze do btony podstawne;j.
Substancje wydostajgce sie w ten sposdb z komadrek dziatajg lokalnie, na pozostajgce w poblizu
zakoniczenia nerwowe lub poprzez dostanie sie do krwioobiegu wptywajg na inne receptory
w organizmie. Dotychczas opisano ponad 20 rézinych czasteczek produkowanych przez
komorki endokrynne, ktére sg zlokalizowane w przewodzie pokarmowym. Zazwyczaj
pojedyncze komorki produkujg wiecej niz jeden rodzaj czgsteczek, natomiast nie sg do korica
znane procesy, ktére indukujg odpowiednie réznicowanie sie EEC [48].

EEC s3 komdrkami odpowiadajgcymi na réznorodne substancje i mikroorganizmy
obecne w swietle przewodu pokarmowego, tym samym sg czesto pierwszg linig komodrek
aktywujgcych neurony, przekazujg informacje do réznych obszaréw w osrodkowym ukfadzie
nerwowym. Sensoryczna funkcja tych komoérek aktywuje réznorodne funkcje: indukuje proces
trawienia oraz przyswajania, jak réwniez bierze udziat w obronie organizmu przed réznymi

toksynami poprzez uruchamianie odruchéw obronnych takich jak np. wymioty czy biegunka.
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EEC w odpowiedzi na bodziec pokarmowy uwalniajg enterohormony, ktérych zadaniem jest
obkurczenie pecherzyka zdétciowego, wydzielenie soku trzustkowego oraz odpowiednia
modyfikacja motoryki przewodu pokarmowego. Znane sg rowniez inne fizjologiczne funkcje
EEC, takie jak wspomaganie wzrostu i naprawa nabtonka, przez co wptywajg na wzmocnienie
bariery jelitowej. Catoksztatt ich funkcji znaczgco wptywa na dziatanie osi mézgowo-jelitowe;j,
dzieki ktorej mdzg stale otrzymuje doptyw informacji z przewodu pokarmowego. Przekaz ten
odbywa sie poprzez nerwy btedne, aferentne witdkna nerwowe rdzenia kregowego,
immunomediatory, produkty mikrobioty oraz enterohormony [49].

Dotychczas w literaturze pojawialy sie badania dotyczace roli enterohormondéw
w patogenezie zaparcia stolca, zdecydowana wiekszo$é z tych badan byta przeprowadzona
na modelu zwierzecym lub dotyczyta populacji oséb dorostych [50, 51]. Nie przeprowadzono
dotychczas badan wyjasniajgcych relacje enterohormondéw z patogenezg czynnosciowego

zaparcia stolca u dzieci.

Ghrelina

W latach ‘70 i ‘80 XX wieku opisano syntetyczne czynniki stymulujgce wydzielanie
hormonu wzrostu na poziomie podwzgdrza i przysadki. Ich budowa nie przypominata
struktury GHRH (GHRH - ang. Growth Hormone Releasing Hormon) a receptor, przez ktéry
oddziatywaty nazwano GHS-R (GHS-R - ang. Growth Hormone Secretagogues
Receptor). W 1999 roku z komérek zotadka szczura wyizolowano nieznany dotad endogenny
ligand dla GHS-R. Ligand ten nazwano ghreling (org. ghrelin od stéw ,ghre” — proto-indo-
europejskiego protoplasty stowa ,growth”— wzrost oraz ,relin” od , releasing”— wydzielajacy)

[52-54].
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Ghrelina jest 28-aminokwasowym peptydem syntetyzowanym przez komérki P/D1
i X/A-podobne w btonie $luzowej zotgdka oraz w podwzgdrzu [55, 56]. Czgsteczka ghreliny
wstepnie jest syntetyzowana jako 117 aminokwasowy prohormon - preproghrelina,
a nastepnie jest poddawana dalszej obrébce w aparacie Golgiego. Genem dla preproghreliny
jest GHRL znajdujacy sie na trzecim chromosomie w regionie 3p25-26. Gen ten skfada sie
z5 eksonéw oraz 4 intronéw. Po proteolizie z czasteczki preproghreliny powstaje 23-
aminokwasowa czgsteczka sygnatowa oraz 94-aminokwasowa proghrelina. Kolejny etap
obrébki posttranslacyjnej polega na dziataniu O-acetylotrasferazy ghreliny (GOAT — ang.
Ghrelin O-acetylotransferase), ktéra przytacza grupe oktanylowg do seryny w pozycji trzeciej
tancucha peptydowego. Ostatecznym etapem jest dziatanie proteazy PC1/3 w pozycji
Arg28/Ala29 w wyniku czego dochodzi do powstania biologicznie czynnej ghreliny ztozonej
z 28-aminokwasoéw [53, 57].

W zaleznosci od zwigzania grupy acylowej z seryng, ktdora znajduje sie na trzecim
miejscu tafcucha peptydowego rozrdznia sie dwie aktywne biologicznie formy ghreliny:
acylowang i nieacylowang. Forma acylowa wykazuje dziatanie endokrynne, natomiast forma
nieacylowana wptywa gtéwnie na ukfad krazenia oraz na regulacje proliferacji komadrek
[57,58].

U oséb dorostych obserwuje sie wyrazny wzrost stezenia acylowanej ghreliny
w surowicy krwi przed positkiem a nastepnie po positkowy spadek stezenia. Natomiast u dzieci
to zjawisko spadku stezenia ghreliny jest znacznie mniej zaznaczone, co sprzyja dodatniemu

bilansowi energetycznemu oraz pozytywnie wptywa na wzrastanie [59].

Ghrelina jest najsilniejszym agonistg dla receptora uwalniajgcego hormon wzrostu

[56,60]. Ten receptor nalezy do rodziny receptoréw powigzanych z biatkiem G. Jego gen
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znajduje sie na dtugim ramieniu chromosomu 3 w regionie 3g26.2. GHS-R wystepuje
w organizmie w dwéch formach: GHS-Rla — zbudowanego z pojedynczego polipeptydu
o strukturze a-helikalnej sktadajgcej sie na 7 przezbtonowych domen oraz GHS-R1b, ktéry
sktada sie tylko na 5 przezbtonowych domen [54]. Rola receptora GHS-R1b wcigz pozostaje
niejasna, nie zaobserwowano, aby wigzat on czgsteczke ghreliny lub w jakikolwiek sposdb
na nig odpowiadat. Uwaza sie, ze moze on modulowac aktywnos¢ receptora GHS-R1a [61, 62].

Natomiast, gdy dochodzi do aktywacji receptora 1a przez ghreline, prowadzi
to do zmiany konformacji biatka G, co nastepnie aktywuje fosolipaze-C lub zostaje
uruchomiony szlak kinazy proteinowej A/cAMP. Aktywacja Sciezki kinazy proteinowej
prowadzi do uwolnienia jonéw wapniowych z siateczki endoplazmatycznej, zwtaszcza
w komérkach zawierajgcych neuropeptyd Y [54]. U szczurdw, za posrednictwem tej Sciezki,

zaobserwowano nasilenie motoryki przewodu pokarmowego [62].

W zwigzku z tym, ze duza cze$s¢ komodrek syntetyzujgcych ghreline znajduje sie
w zotadku, zwrdcito to uwage badaczy na jej role w regulacji motoryki przewodu
pokarmowego, a zwtaszcza zotgdka. Wyniki przeprowadzanych badan wskazujg na ztozony
wptyw regulujgcy ghreliny na sekrecje kwasu solnego. Natomiast w badaniach
przeprowadzonych in vitro nie zaobserwowano, aby podanie ghreliny na wyizolowane
komorki D, G i ECL z btony $luzowej zotgdka powodowato zmniejszong badz zwiekszong
sekrecje kwasu solnego. Inne badania natomiast wykazaty pobudzajgcy wptyw ghreliny
podanej dozylnie [63] i dootrzewnowo na sekrecje HCI [64].

Szeroko badanym efektem dziata ghreliny jest jej protekcyjny wptyw na btone sluzowa
zofadka. Wykazano, ze ghrelina pochodzenia egzogennego w zaleznosci od dawki tagodzi ostre

uszkodzenia btony sluzowej zotadka wywotane takimi czynnikami jak etanol [65] czy stres [66].
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Dziatanie ochronne ghreliny na btone $luzowa zotadka jest opisywane jako efekt zwiekszenia
przeptywu krwi w naczyniach krwionosnych zotadka, co skutkuje efektem troficznym,

a dodatkowo wspomaga dziatania komérek uktadu immunologicznego [67].

Ghrelina wykazuje duze podobienstwo w budowie czgsteczki do motyliny, szczegdlnie
w zakresie budowy receptoréw dla obydwu enterohormondw. Z tego powodu stafa sie
przedmiotem badan nad jej wptywem na motoryke przewodu pokarmowego. W toku badan
wykazano, ze ghrelina skutecznie pobudza kompleks motoryczny jelita oraz przyspiesza
oprdznianie zotadka [68, 69]. Dzieje sie tak za pomocg aktywacji aferentnych wiékien nerwu
btednego [70]. Podanie ghreliny dozylnie bgdz dokomorowo u szczuréw, w trakcie karmienia,
indukuje powstanie gtodowego wzorca cyklu, ponadto dozylny wlew ghreliny na czczo
wywoftuje przedwczesng lll faze MMC rozpoczynajacg sie w zotgdku [71]. Natomiast u myszy
pozbawionych genu dla ghreliny obserwowane jest prawidtowe MMC, co sugeruje, ze ghrelina
nie jest gtdwnym regulatorem motoryki przewodu pokarmowego [70]. Pomimo, ze ghrelina
i jej receptory byty dos¢ doktadnie opisane w oprdznianiu zotgdka, wciaz nie zostata okreslona
jej rola w etiopatogenezie zaparcia stolca, zwtaszcza u dzieci [72].
Dodatkowo ghrelina petni wiele innych funkcji w organizmie:
- reguluje wydzielanie hormonu wzrostu
- uczestniczy w przemianie tkanki ttuszczowej
- bierze udziat w metabolizmie glukozy oraz wydzielaniu insuliny

- reguluje przyjmowanie pokarmu [55, 69]
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Obestatyna

Obestatyna jest odkrytym w 2005 roku peptydem, zbudowanym z 23 aminokwaséw
jako rezultat postprodukcji opisanej wczesniej czgsteczki preproghreliny. Jej nazwa pochodzi
od pofaczenia dwdch tacinskich stdw: ,,obedere” — pozeraé i ,statin” — hamowac co obrazuje
pierwsze opisane funkcje enterohormonu. Aktywnosé obestatyny jest przeciwna do dziatania
ghreliny — zmniejsza cheé¢ przyjmowania pokarmu, opdznia oprdznianie zotgdka oraz
spontaniczng aktywnos¢ izolowanych czesci jelita cienkiego [54]. Pierwotnie opisywano,
ze gen GHRL, zlokalizowany na krotkim ramieniu trzeciego chromosomu, jest prekursorem dla
zbudowanej ze 117 aminokwasdw czasteczki preproghreliny. Natomiast Seim i wsp. wykazali,
ze oprécz czterech eksondw produkujgcych preproghreliny, gen moze zawieraé takze dwa
dodatkowe eksony poczgtkowe (-1 i 0) oraz rozszerzony ekson 1. Ponadto istniejg rowniez
rozne wersje spilicingowe prekursorowego mRNA. Wyindukowana u ludzi delecja eksonu
3 w pre-mRNA dla preproghreliny skutkuje powstaniem matrycy kodujgcej prawidtowg
czasteczke ghreliny oraz C-koricowy peptyd sktadajacy sie z 16 aminokwasdw, nie stwierdzono
natomiast aby w tym wypadku kodowana byta czgsteczka obestatyny. Z drugiej strony delecja
eksonéw 1 i/lub 2 skutkuje wytworzeniem prekursorowego mRNA jedynie dla czgsteczki

obestatyny [73].

Receptor dla obestatyny wecigz pozostaje nieznany. Przypuszcza sie, ze jest nim
prawdopodobnie receptor 39 powigzany z biatkiem G (GPR39 - ang. G protein-coupled
receptor 39) lub glukagonopodobny receptor 1 (ang. Glucagon-like peptide 1 receptor) [74].
W 2005 r. Zhang i wsp. postawili hipoteze, wedtug ktérej ligandem dla GPR39 jest obestatyna.

W badaniu przeprowadzonym na komodrkach jajnika chomika chinskiego wykazali,
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ze znakowana '2°| obestatyna z wysokim powinowactwem oddziatuje z sierocym receptorem
GPR39 [75].

Receptor GPR39 nalezy do rodziny tzw. receptoréw rodopsynopodobnych, do ktérej
rowniez nalezy opisany wczesniej GHS-R oraz receptor dla motyliny (GPR38). Masa
molekularna receptora ludzkiego wynosi 52kDa.

Ponadto najwiekszg ekspresje gendw receptora stwierdzono w btonie $luzowej
zotagdka oraz jelit, jak rowniez w tkance ttuszczowej, watrobie, sledzionie, tarczycy, ptucach,
sercu, tkankach uktadu rozrodczego jak i w niektérych regionach mézgu [76].

Receptory GPR39 biorg udziat w regulowaniu wielu mechanizméw w celu utrzymania
homeostazy, opisano ich wptyw na przyjmowanie pokarméw, motoryke zotgdka oraz smierc
komorek [76].

W celu blizszego poznania funkcji receptora wyhodowano myszy pozbawione GPR39.
Na tym modelu Tremblay i wsp. stwierdzili, ze masa ciata, otytos¢ i spozycie pokarmu byty
podobne zaréwno u osobnikéw posiadajgcych obie kopie genu jak i u tych pozbawionych obu
kopii [77]. Dodatkowo stwierdzili, ze poziomy glukozy i insuliny na czczo sg podobne
w przypadku obu genotypow. Moechars i wsp. w swoich badaniach skupili sie na funkcjach
zofadkowo-jelitowych GPR39 [78]. Wyniki przez nich uzyskane dowiodty, ze oprdznianie
zotadka, pasaz przewodu pokarmowego oraz stezenia cholesterolu i objetos¢ wydzielonego
soku zotgdkowego ulegly znacznemu zwiekszeniu, ale wydzielanie kwasu Zzotgdkowego
pozostato niezmienione po 4-godzinnym podwigzaniu odzwiernika u myszy pozbawionych
genu GPR39. Ponadto u myszy pozbawionych genu dochodzito do szybszego oddawania stolca
niz w grupie kontrolnej [78].

Natomiast Dittmer i wsp [79]. stwierdzili, ze linia komdrkowa z nadekspresjg GPR39

w hipokampie byta odporna na rdéine stymulatory $Smierci komorkowej i chronita przed
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stresem oksydacyjnym. Wynik ten sugeruje, ze GPR39 moze by¢ nowym inhibitorem smierci
komorki.

Szlak dziatania receptora odbywa sie za posrednictwem biatka G, czyli biatka
adaptorowego dla receptora metabotropowego, czego nastepstwem jest zwiekszona
produkcja cAMP [80, 81]. Receptory zwigzane z biatkiem G stanowig najliczniejszg i bardzo
zréznicowang grupe biatek btonowych odpowiedzialnych za przekazywanie sygnatéw przez

dwuwarstwe lipidowa do miejsc efektorowych znajdujgcych sie we wnetrzu komorki [82].

GPR39 razem z receptorem GPR38 po raz pierwszy wyizolowano oraz opisano w 1997
roku. Receptory wykazywaty bardzo duze podobienstwo w budowie do GHS-R [83]. Obecnos¢
GPR39 opisano w podwzgérzu, przysadce mdzgowej, zotagdku, jelicie cienkim, jelicie grubym,
trzustce, ptucach, w miesniu sercowym oraz w tkance ttuszczowej.

Gen dla GPR39 znajduje sie na chromosomie 2 w pozycji q21.2, a jego wielkos¢ jest
oceniana na 230kb. Sktada sie on z dwdch eksonédw oddzielonych od siebie intronem
o dtugosci 200kb [82].

Przeprowadzone analizy PCR, udowodnity, ze GPR39 wykazuje dwie izoformy: GPR39-
1la — biologicznie aktywny, zawierajacy 7 przezbtonowych domen, GPR39-1b — biologicznie
nieaktywny, sktadajacy sie z 5 przezbtonowych domen [54, 84]. Uwaza sie, Zze poprzez
tworzenie heterodimeréw GHS-R1a/GHS-R1b receptor 39 moze wywieraé negatywny wptyw

na receptor dla ghreliny.

Pierwsze opisy dziatania czasteczki obestatyny jednomyslnie wskazywaty
na opozycyjne dziatanie w stosunku do czasteczki ghreliny, tj. opdznienie oprdzniania zotadka,

zmniejszenie przyjmowania pokarmow oraz obnizenie przyrostu masy ciata [81]. Wynik badan
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przeprowadzonych na zwierzetach nie wykazaty jednoznacznego dziatania obestatyny pod
postacig obnizenia masy ciafa. Istniejg prace potwierdzajgce tg teze, ale wyniki innych badan
nie wykazujg jakiegokolwiek wptywu na mase ciata. Ataka K. i wsp. poprzez analize aktywnosci
motorycznej oraz pomiar czasu potrzebnego do inicjacji 3 fazy ruchdw perystaltycznych
zotgdka i dwunastnicy, u szczuréw zaréwno gtodzonych jak i karmionych, wykazali hamujacy
wptyw obestatyny na motoryke przewodu pokarmowego [85]. W badaniu tym poprzez
dozylne podawanie obestatyny udato sie uzyska¢ hamujgcy wptyw obestatyny po 30-90 min
od podania. W dalszej czesci badania udowodniono, ze dziatanie tego enterohormonu
na przewéd pokarmowy odbywa sie réwniez poprzez aferentne wtékna nerwu btednego,
jednak jest to dziatanie czesciowe a nie catkowite, co posrednio ttumaczy obecnosc
receptorow dla obestatyny w jelicie.

W literaturze mozna spotka¢ réwniez opisy udziatu obestatyny w metabolizmie
glukozy. Natomiast dalej pozostaje niejasne jaki wywiera wptyw na wydzielanie insuliny.
Wykazano bowiem zarédwno jej hamujgcy jak i pobudzajagcy wptyw, ponadto dostepne
sg rowniez wyniki badan, w ktérych nie stwierdzono jakiegokolwiek wptywu na wydzielanie
insuliny [86].

Zespot Aydin i wsp. wykazat, ze obestatyna, podobnie do leptyny, jest obecna w mleku
kobiet, a jej stezenie znaczgco przewyzisza stezenie mierzone w surowicy [87]. Te wyniki
przyczynity sie do przypuszczen, ze hormon ten jest takze produkowany w gruczotach
mlekowych.

Wiele badan wskazuje na wptyw obestatyny na jej udziat w procesach proliferacji
i apoptozy. Wykazano wptyw obestatyny na stymulacje proliferacji komérek nowotworowych
zarowno zotadka jak i jajnika i prostaty [88]. Na modelu swinskim potwierdzono, ze podanie

dozotgdkowe enterohormonu nowonarodzonym prosietom powoduje znaczny wzrost
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indeksu mitotycznego w jelicie cienkim oraz obnizenie indeksu apoptycznego, co skutkuje

przyspieszeniem rozwoju jelita cienkiego [89].

Glutaminian

Glutaminian (anion karboksylowy kwasu glutaminowego) jest endogennym,
piecioweglowym aminokwasem posiadajgcym dwie grupy karboksylowe. W warunkach
fizjologicznych wystepuje on w formie anionu, stagd wymienna nazwa glutaminian — kwas
glutaminowy. Jest on jednym z najwazniejszych neuroprzekaznikdw w ludzkim organizmie,
zwtaszcza w osrodkowym ukfadzie nerwowym [90]. W komdrkach jest syntetyzowany na trzy
rézne sposoby:

e na drodze reakcji dehydrogenazy glutaminianowej z a-ketoglutaratu, jonu
amonowego i w obecnosci NAD(P)H + H+

e na drodze reakcji aminotransferazy glutaminianowej, z a-ketoglutaranu
i dowolnego L-aminokwasu

e reakcji glutaminazy odtgczajacej jon amonowy od glutaminy [91].

Glutaminian oddziatuje na dwa typy receptorow: jonowy i metabotropowy. Poprzez
receptory jonotropowe glutaminian wykazuje szybkie dziatanie neurotranmisyjne, natomiast
poprzez receptory metabotropowe dochodzi do wolnej mediacji sygnatu w synapsach [92].
Do receptorow jonotropowych nalezy: NMDA (receptor N-metylo-D-asparaginowy) —
receptor przewodzacy jony sodu, potasu i wapnia, AMPA (selektywnie aktywowany przez
kwas a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowy — analog glutaminianu) oraz
receptory dla kwasu kinowego [93].

Ponadto dla kwasu glutaminowego istniejg receptory metabotropowe (mGlu) powigzane

z aktywacja biatka G. Obecnie znanych jest osiem receptoréw tego typu, ktére podzielono
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na trzy podstawowe grupy, ze wzgledu na ich homologie sekwencji DNA, aktywnos¢ wobec
szlakdw sygnalizacyjnych llI-rzedu oraz wybidrczo$é wobec agonistéw [94]:

e grupa pierwsza: receptory mGlul i mGlu5

e grupadruga: mGlu2, mGlu3

e grupa trzecia: mGlu4, mGlu6, mGlu7 i mGlu8.

Receptory grupy pierwszej charakteryzujg sie wywotywaniem powolnej depolaryzacji
przez fosfolipaze C, natomiast receptory z grupy drugiej i trzeciej sg odpowiedzialne
za powolng hiperpolaryzacje za pomocg hamujgcego wptywu na cyklaze adenylowg oraz

odwrdcenia przeptywu jondw wapnia i potasu [95].

Receptory metabotropowe dla kwasu glutaminowego skfadajg sie z siedmiu
hydrofobowych domen transbtonowych, potgczonych trzema petlami zewngtrzkomérkowymi
i trzema petlami wewngatrzkomérkowymi, posiadajg duzg zewngatrzkomérkowg domene N-
koricowga oraz cytoplazmatyczng domeng C-koricowg. Sekwencja aminokwasdw receptoréw
mGlu jest silnie konserwatywna zaréwno u ssakow jak i u innych gatunkéw, co wskazuje na ich
znaczenie w utrzymaniu homeostazy [96].

Ekspresja mGIuR7 jest najbardziej wyrazana w OUN [97, 98]. Najwieksza gestos¢ ekspresji
genu receptora mGIuR7 wystepuje w opuszce wechowej, hipokampie, podwzgdrzu

i czuciowych drogach aferentnych [99-102].

Receptory metabotropowe dla glutaminianu s szeroko reprezentowane
w osrodkowym ukfadzie nerwowym. Upatruje sie roli poszczegdlnych receptoréow oraz
zaburzeiA w ich funkcjonowaniu jako przyczyny choréb neurodegeneracyjnych jak choroba
Alzheimera, choroba Parkinsona czy plgsawica Huntingtona [103, 104], a takze padaczka,
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schizofrenia czy inne choroby psychiatryczne [105]. Najmniej zbadang grupg s receptory
mGlu grupy lll, gtéwnie ze wzgledu na brak odpowiednich srodkéw farmakologicznych
bedacych dla nich bodZzcem do reakcji [106, 107]. Z receptorami tej grupy nierozwieralnie

wigze sie termin osi mdézgowo-jelitowej [108].

W OUN glutaminian najczesciej syntetyzowany de novo, natomiast w przewodzie
pokarmowym moze on by¢ tatwo pozyskiwany z biatek podczas procesu trawienia w Swietle
przewodu pokarmowego. Ponadto glutaminian jest mediatorem w aktywacji nerwu btednego
[109]. Wsrdd receptoréow metabotropowych dla glutaminianu szczegdlne zainteresowanie
budzi mGlu7, poniewaz genetyczna delecja tego receptora u myszy skutkuje zmiang zachowan
zwigzanych z lekiem i stresem [107]. Odkrycie AMNO082 (N,N'-dibenzhydryletano-1,2-diamino
dihydrochlorek), pierwszego selektywnego agonisty receptoréw mGlu7, ktéry w swoim
dziataniu przypomina dziatanie glutaminianu przyczynito sie znacznemu pogtebieniu wiedzy
na temat receptoréw mGlu7 w fizjologii i zachowaniu zwigzanym ze stresem [105, 110, 111].
Wyniki opisanych badan wskazuja, ze receptory mGlu7 sg waznym sktadnikiem mechanizmu
molekularnego lezgcego u podstaw depresji i leku. Ponadto sugeruja, ze receptory mGlu7
mogg by¢ celem w nowych terapiach leczenia stanéw zwigzanych z przewlektym stresem.

Niemniej jednak niewiele wiadomo na temat roli receptoréw mGlu7 poza OUN.

Oprécz tego, ze kwas glutaminowy jest kluczowym neuroprzekaznikiem w OUN, jest
réwniez obecny w jelitowym uktadzie nerwowym (ENS — ang. enteral nervous system). Jego
receptory jonotropowe i metabotropowe zostaty wielokrotnie opisane w literaturze jako
receptory obecne w ENS [112-114]. W 2010 r. Julio-Pieper i wsp. opisali aktywnosé

metabotropowych receptoréw 7 dla glutaminaninu w jelicie grubym u myszy. Wyniki
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przeprowadzonego badania wykazaty wysoky ekspresje mGlu7 w btonie $luzowej jelita
grubego, oraz ze aktywacja receptorow mGlu7 znaczaco zwiekszata in vivo zawartos¢ wody
w kale, a tym samym potwierdza funkcjonalne znaczenie ekspresji mRNA receptorow mGlu7

w okreznicy [115].
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Zatozenia i cel pracy

Dzieci z zaparciem stolca ciggle stanowig duzy odsetek pacjentéw gabinetéw
pediatrycznych i gastroenterologicznych. Pomimo rosngcej $wiadomosci spoteczenstwa,
przestrzegania diety bogatej w btonnik oraz prawidtowo przeprowadzonych treningéw
korzystania z toalety zapadalnos¢ na chorobe zaparciowg ciggle wzrasta [7]. W zwigzku z tym
konieczne jest poszukiwanie czynnikdw osobniczych, ktére decydujg o wystgpieniu
zaburzania.

Celem pracy byto ustalenie udziatu wybranych enterohormonéw (ghreliny
i obestatyny), odpowiednich dla nich receptorow (GHS-R, GPR39) oraz receptora
metabotropowego glutaminianu (mGlu7) w patogenezie przewlektej czynnosciowej choroby
zaparciowej u dzieci.

Cele szczegotowe:

Cele pierwszorzedowe:

1. zbadanie wptywu ghreliny na motoryke przewodu pokarmowego u dzieci,

2. zbadanie wptywu obestatyny na motoryke przewodu pokarmowego u dzieci,

3. ustalenie wzajemnych zaleznosci pomiedzy ghreling a obestatyng i ich
wptywem na motoryke przewodu pokarmowego,

4. ustalenie udziatu receptora metabotropowego 7 dla glutaminianu
w regulowaniu motoryki przewodu pokarmowego u dzieci

Cele drugorzedowe:
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1. wyodrebnienie postaci czynnosciowego zaparcia stolca u dzieci:
z wydtuzeniem czasu pasazu jelita grubego (colonic inertia), postac retencyjng

(outlet obstruction) i posta¢ mieszang
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Materiat i metody

Komisja Bioetyczna i finansowanie

Badanie  przeprowadzono zgodnie z zasadami Deklaracji  Helsinskiej.
Do przeprowadzenia badania uzyskano zgode Komisji Bioetycznej mieszczacej sie przy
Instytucie Centrum Zdrowia Matki Polki w todzi — opinia z 23 sierpnia 2009 roku oraz zgoda
nr 48/2017.

Badanie byto finansowane z srodkéw pozyskanych z Narodowego Centrum Nauki —

nr grantu 2011/01/B/NZ7/0036.

Dobdr grupy

Do wziecia udziatu w badaniu zostato tacznie zakwalifikowanych 255. dzieci w wieku
4 - 17 lat, hospitalizowanych w latach 2009-2013 w Klinice Gastroenterologii, Alergologii
i Pediatrii ICZMP w todzi. W tej grupie pacjentow 168 stanowity osoby z zaparciem stolca oraz
z objawami towarzyszgcymi (béle brzucha, bolesna defekacja, krwawienie z odbytu, wzdecia).
87. dzieci z objawami przewlektych, silnych bdlédw brzucha, bez zaparcia i bez cech klinicznych
choroby organicznej zostato zakwalifikowanych do grupy kontrolnej. Zaréwno z grupy badane;j
jaki z grupy kontrolnej wykluczono tgcznie 90 pacjentdw z dalszego udziatu w badaniu z uwagi
na niespetnienie wszystkich kryteriow witgczenia, badz spetnienie ktoregokolwiek z kryteridw
wytgczenia z badania. U 66. oséb w wyniku badan dodatkowych ustalono tto organiczne
prezentowanych objawdw, a 39 osdb nie wyrazito zgody i/lub zrezygnowato z dalszego udziatu
w badaniu. Ostatecznie do badania zostato wtgczonych 150. pacjentéw (114 dzieci z zaparciem

i 36 grupa kontrolna). (Rysunek 1.).
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Pacjenci, ktorzy spetnili kryteria
wlgczenia do badania:
255

A 4
‘ Pacjenci z rozpoznanym

\

Pacjenci bez zaparcia stolca:

zaparciem stolca:
87 P

168

105 pacjentéw wytgczono z badania:
-66 inne choroby organiczne
-39 brak zgody na udziat/wycofanie
zgody

>

v

Pacjenci witgczeni do badania: 150

Grupa kontrolna: \
36 \

Grupa badana:
114

Rysunek 1. Schemat procesu wiqgczenia pacjentéw do udziatu w badaniu.

Kryteria wtaczenia do badania:

- dzieci obojga ptci w wieku 4 - 18 lat, u ktérych rozpoznano zaparcie stolca wg wdweczas
obowigzujgcych Kryteriow Rzymskich Il

- petna wspdtpraca ze strony pacjenta

- pisemna zgoda pacjenta i opiekuna prawnego na udziat w badaniu

Kryteria wyfaczenia:

- brak pisemnej zgody na udziat w badaniu / wycofanie zgody na dalszy udziat w badaniu

- rozpoznanie choroby przewodu pokarmowego innej niz czynnos$ciowe zaparcie stolca

- rozpoznanie organicznej przyczyny zaparcia stolca

- brak wspétpracy ze strony pacjenta i/lub opiekuna

- obecnos¢ przeciwwskazan do przeprowadzenia zaplanowanych badan
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Metody badawcze

Badanie ogdlnolekarskie

Z kazdym pacjentem oraz z jego rodzicem/opiekunem prawnym przed wtgczeniem
do badania przeprowadzono wywiad lekarski, uwzgledniajgcy obowigzujgce wowczas kryteria
rozpoznania czynnosciowego zaparcia stolca (Kryteria Rzymskie lll), przedstawiono zatozenia
badania oraz pozostawiono odpowiednig ilos¢ czasu na zastanowienie sie oraz podpisanie
zgody na udziat w badaniu. Wczesniej wyczerpujgco udzielono odpowiedzi na wszystkie
zadane przez pacjenta badz opiekuna pytania dotyczace badania.

Zgode na udziat w badaniu uzyskano w formie pisemnej od rodzicéw/opiekunéw prawnych
oraz od dziecka, w przypadku gdy ukonczyto 16 rok zycia.
Badanie fizykalne pozwolito na wstepng identyfikacje innych chorobowych przyczyn zaparcia

stolca.

USG jamy brzusznej

U kazdego dziecka przeprowadzono USG jamy brzusznej z oceng przestrzeni
zaotrzewnowej i miednicy mniejszej w celu wykluczenia organicznych przyczyn zaparcia stolca.
W trakcie badania oceniano srednice banki odbytnicy, czesto identyfikujgc megarectum.
Badanie zostato przeprowadzone w Zaktadzie Radiologii ICZMP przy pomocy aparatu Aloka

ProSound Alpha 6.

Test Hintona

Badanie czasu pasazu przewodu pokarmowego u pacjentdow z zaparciem stolca

przeprowadzono za pomocg testu Hintona. Do badania wykorzystano znaczniki sktadajgce sie
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z 20 cieniodajnych w RTG granulek umieszczonych w optatku. Pacjenci byli proszeni
o potykanie, przez szes¢ kolejnych dni zawartosci jednego optatka o statej porze dnia.
Siédmego dnia przeprowadzano przeglagdowe RTG jamy brzusznej. Nastepnie widoczng liczbe
znacznikdw mnozono razy 1,2 uzyskujgc tym samym czas pasazu przewodu pokarmowego

w godzinach [h] [116].

Badania endoskopowe

U pacjentdéw z przewlektymi bdlami brzucha, krwawieniem z przewodu pokarmowego,
wzdeciem, bolesng defekacja przeprowadzono gastroskopie oraz sigmoidoskopie
po uprzednim uzyskaniu osobnej pisemnej zgody rodzica/opiekuna, a w przypadku dziecka
powyzej 16. roku zycia rowniez pisemnej zgody pacjenta. Badania zostaty przeprowadzone
w Pracowni Endoskopowej Kliniki Gastroenterologii, Alergologii i Pediatrii Instytutu CZMP
w todzi. Do badan uzywano gastrofiberoskopéw EVIS GIF-Q165 firmy Olympus oraz
kolonoskopow EVIS CF-H185L i PCF-PH190L firmy Olympus. Stosowane do zabiegéw
endoskopy i szczypczyki poddawano 45 min procesowi mycia i dezynfekcji w automatyczne;j
myjni Autodesinfector Il i ETDII (Olympus).

U dzieci mtodszych, niedeklarujgcych wspétpracy badania byty przeprowadzane
w znieczuleniu ogdlnym. Znieczulenie bylo przeprowadzane przez lekarza specjaliste
anestezjologii przy uzyciu preparatéw dozylnych (propofol, fentanyl). W trakcie zabiegu oraz
przez 2 godziny po znieczuleniu byty monitorowane parametry zyciowe.

Podczas endoskopii gdrnego odcinka przewodu pokarmowego makroskopowo
oceniono btone $luzowg przetyku, zotgdka oraz dwunastnicy. W trakcie endoskopii dolnego

odcinka przewodu pokarmowego oceniano makroskopowo btone sluzowg odbytnicy, esicy
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i zstepnicy. Oprdcz standardowo pobieranych biopsji (badania patomorfologiczne i badania
identyfikujgce bakterie produkujgce ureaze np. Helicobacter pylori), pobierano dodatkowo
wycinki btony $luzowej zotadka oraz odbytnicy w celu oznaczenia ekspresji gendéw
odpowiednich receptoréw. Pobrane wycinki umieszczono w probdéwkach Eppendorff;
do czasu wykonania oznaczen preparaty przetrzymywano w zamrazarce w temperaturze -80

st C.

Ekspresja gendw dla wybranych receptorow

Catkowite RNA wyizolowano z bioptatéw oraz oczyszczono przy uzyciu zestawu RNeasy
Lipid Tissue Midi Kit (Qiagen, Niemcy) wg protokotu opracowanego przez producenta.
Catkowite RNA byto ocenione przy uzyciu spektrofotometru Nano-Drop ND-2000 (THERMO
Scientific, USA). Synteza cDNA zostata przeprowadzona za pomocy zestawu High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Life Technologies, USA) z 1ug catkowitego RNA
w termocyklerze MJ Research Thermal Cycler (Model PTC-200, USA).
Ekspresja mRNA receptoréw GHS-R, GPR39 i mGlu7 zostata zmierzona za pomocg ilosciowego
real-time PCR, przy uzyciu komercyjnie zaprojektowanych starterow TagMan Gene Expression
Assays (Hs00269780_s1, Hs00230762_m1, Hs00356067_m1 respectively, Applied Biosystem,
USA) przy uzyciu 7900HT Fast Real-Time PCR System (Life Technologies, USA). RNA dla
dehydrogenazy aldehydu glicero-3-fosforanowego (GADPH) byto uzyte jako endogenna
kontrola. Wyniki ekspresji genéw dla wybranych receptoréow zostaty przedstawione jako
stosunek ich ekspresji do ekspresji GADPH.
Mieszanina reakcyjna sktadata sie z 5ul cDNA, 10ulTagMan Gene Expression Master Mix

(Applied Biosystem, USA) i 2ul z kazdego zestawu TagMan Gene Expression Assay. Profil
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termiczny przebiegat nastepujgco: 2 min w 50°C, 10 min w 95°C, nastepnie 40 cykli po 15
sekund w 95°C i 1 min w 60°C. Dane uzyskane byly poddane analizie przy pomocy

oprogramowania RQ Manager Software (Life Technologies, USA).

Stezenia ghreliny i obestatyny

Stezenia ghreliny i obestatyny byty ocenione za pomoca testu ELISA przy uzyciu Human
Ghrelin ELISA Kit (MyBiosource, San Diego USA) i Human Obestatin ELISA Kit (MyBiosource,
San Diego USA) zgodnie z zaleceniami producenta.

W celu oznaczenia stezen enterohormondw w surowicy pobrano od kazdego pacjenta
2,7ml krwi zylnej, w zamknietym prézniowym systemie pobierania krwi, do probdéwki
zawierajacej EDTA (ang.: ethylenediaminetetraacetic acid - kwas wersenowy). Materiat byt
pobierany od pacjentéw pozostajgcych co najmniej 10 godzin na czczo. Po wykrzepnieciu krwi
kazdg probéwke odwirowano przez 15min z predkoscig 2500 obr./min. Odciggniety
supernatant przeniesiono za pomocg jednorazowej pipety do osobnej probéwki Eppendorf,
a nastepnie po oznakowaniu, zamrozono w temperaturze -70°C do czasu przeprowadzenia

oznaczen, jednak nie dtuzej niz do 2 miesiecy.

Ghrelina:

Przed dokonaniem pomiaréw ogrzano odczynniki i probki to temperatury pokojowe;j.

Do kazdego dotka studzienki nakroplono 100ul standardu i probki, nastepnie
inkubowano przez 2 godziny w 37°C. Trzykrotnie przemyto kazdg studzienke wypetniajgc
buforem do przemywania (250ul). Podczas ostatniego mycia usunieto pozostaty bufor

do ptukania przez odsaczenie.
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Nastepnym krokiem byto dodanie 100ul koniugatu biotyny do kazdej studzienki oraz
inkubowano przez 1 godzine w 37°C. Ponownie trzykrotnie przemyto kazdg studzienke
wypetniajac buforem do przemywania (250pl). Podczas ostatniego mycia usunieto pozostaty
bufor do ptukania przez odsgczenie. W kolejnym etapie dodano 100ul streptawidyny-HRP (1x)
do kazdego dotka oraz inkubowano przez kolejng godzine w 37°C. Nastepnie pieciokrotnie
przemyto kazdg studzienke buforem do przemywania (250ul). W trakcie ostatniego mycia
bufor zostat odsgczony.

W kolejnym etapie dodano 100pul roztworu substratu do kazdej studzienki. Preparat
byt inkubowany przez 15 minut w temperaturze 37°C.

Nastepnie dodano 50ul roztworu zatrzymujgcego reakcje do kazdego dotka do czasu
az pierwsze cztery studzienki zawierajgce najwyzisze stezenie standarddw zmienity kolor
na niebieski.

Ostatni etap polegat na okresleniu gestosci optycznej za pomocg spektrofotmetru.

Czytnik mikroptytek ustawiono na dtugosc fali 450nm.

Obestatyna:

Przed uzyciem ogrzano odczynniki i prébki to temperatury pokojowej. Do kazdej
studzienki dodano 50 pl wzorca i prébki, nastepnie dodano 50ul biotynylu oraz poddano
inkubacji przez 45min w 37°C. Preparat przemyto 3-krotnie.

W kolejnym etapie dodano 100ul koniugatu HRP do kazdej studzienki oraz inkubowano
przez 30min w 37°C. Po inkubacji preparat przemyto 5-krotnie. Dodano 90ul substratu
odczynnika oraz inkubowano 15min w temperaturze 37°C. Nastepnie dodano 50 pl roztworu
zatrzymujgcego reakcje. Ostatni etap polegat na okresleniu gestosci optycznej za pomocg

spektrofotmetru. Czytnik mikroptytek ustawiono na dtugos¢ fali 450nm.
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Analiza statystyczna

Statystyczne opracowanie zgromadzonego materiatu polegato na wskazaniu wartosci
minimalnych i maksymalnych, obliczono srednie arytmetyczne, mediany, a takze obliczono
parametry okreslajgce wewnetrzne zrdznicowanie analizowanych zmiennych - odchylenia
standardowe. Wszystkie uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej za pomocg
oprogramowania statystycznego R (wersja 3.4.3), Wieden, Austria.

W zwigzku z tym, iz rozktad cech odbiegat od normalnego, do oceny istotnosci réznic
wartosci pomiedzy grupami wykorzystano test ANOVA. Korelacje analizowanych zmiennych
w dwdch grupach oceniano za pomocg testu Spearmana. Za istotne statystycznie uznano

wartosci p<0,05.
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Wyniki

Do grupy badanej wtaczono tgcznie 114. dzieci — 47 chtopcoéw oraz 67 dziewczynek.
Sredni wiek pacjentéw w grupie oséb z zaparciem stolca wynidst 10,32 lat, z mediang 10 lat,
odchylenie standardowe wyniosto 3,85. Do grupy kontrolnej zostato wigczonych 36 dzieci (17.
chtopcéw i 19 dziewczynek). Sredni wiek pacjentéw wigczonych do grupy kontrolnej wynidst

12,53 lat, mediana 13, odchylenie standardowe 3,65 (Tabela 1.).
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Tabela 1. Charakterystyka zbadanej populacji.

Wiek [lata] Masa ciata [kg] Wzrost [cm]
Grupa Liczba N Srednia Odchylenie Mediana | Srednia Odchylenie Mediana | Srednia Odchylenie Mediana
standardowe standardowe standardowe
ijsger:fe'; ctolca 114 10,32 3,85 10,0 | 35,03 16,25 31,4 | 13672 2321 137,0
dziewczynki 67 10,75 3,81 10,0 | 34,86 14,79 296 | 138,73 2456 136,0
chtopcy 47 9,70 3,94 10,0 | 3526 18,10 340 | 133,98 20,94 146,5
Grupa kontrolna 36 12,53 3,65 13,0 | 43,08 17,51 42,0 | 14331 29,06 146,7
dziewczynki 19 12,58 3,46 13,0 | 42,34 17,29 435 | 146,58 17,02 1471
chtopcy 17 12,47 3,94 13,0 | 43,92 18,15 40,5 | 139,65 38,65 146,2
Razem 150 10,85 3,91 11,0 | 37,22 16,92 140 | 138,50 24,99 139,0
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Pordwnanie stezenia enterohormondw w badanych grupach pacjentéw

Stwierdzono istotne statystycznie mniejsze stezenia ghreliny w osoczu dzieci
z zaparciem stolca w stosunku do dzieci z grupy kontrolnej (1,9 ng/ml vs. 2,6 ng/ml, p<0,05),
co przemawia za pozytywnym wptywem ghreliny na motoryke przewodu pokarmowego
(Rysunek 2.). Nie zaobserwowano istotnej statystycznie réznicy w medianach wartosci stezen
obestatyny pomiedzy grupami (p=0,297), natomiast stezenia obestatyny byty nizsze u dzieci

z zaparciem stolca (0,0242ng/ml vs. 0,02923ng/ml) (Rysunek 3.).

Ghrelina [ng/ml]

_

T T
Grupa kontrolna Dzieci z zaparciem

Rysunek 2. Poréwnanie stezenia ghreliny w osoczu pacjentow z grupy kontrolnej oraz grupy badane;.
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Rysunek 3. Poréwnanie stezenia obestatyny w osoczu pacjentow z grupy kontrolnej oraz z grupy badane;.

Potwierdzono nizszy stosunek wartosci stezen ghreliny do obestatyny u pacjentow
z zaparciem stolca w poréwnaniu do pacjentéw z grupy kontrolnej (72,83 vs. 129,58, p=0,01),
co sugeruje dysproporcje stezen enterohormondéw w surowicy krwi pacjentéw cierpigcych

z powodu zaparcia stolca (Tabela 2.).
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Tabela 2. Stezenia ghreliny i obestatyny w obu grupach.

Pacjenci z s
. Grupa Istotnosc
zaparciem kontrolna statystyczna - p
stolca
Min 1.04 0,83
_ Max 23.2 27
Ghrelina [ng/ml] . ) 0,000725626
Srednia 2,879504132 4,296857143
Mediana 4,4075 4,3984
Min 0,0000203 0,000199
Max 0,09254 0,1476
Obestatyna [ng/ml] |, ) 0,296523874
Srednia 0,030372482 0,030601083
Mediana 0,02923 0,0242
Min 21,82936203 13,19796954
Max 8040,201005 1000000
Stosunek , 0,012945718
ghrelina/obestatyna |$rednia 424,8445373 8773,197027
Mediana 129,5774648 72,831816

Porownanie ekspresji receptorow (mGlu7, GHS-R, GPR39) w badanych grupach
pacjentow

Receptor glutaminianu

Stwierdzono wyisze S$rednie wartosci ekspresji mRNA receptorow dla mGlu?
w bioptatach pobranych z btony sluzowej zotadka dzieci z zaparciem stolca niz u dzieci bez
zaparcia (32,281 vs. 31,439, p=0,03), natomiast w bioptatach pobranych z btony sluzowej
odbytnicy zaobserwowano odwrotng zaleznos$¢, tj. znacznie nizsze wartosci ekspresji

u pacjentdw z zaparciem stolca w poréwnaniu do grupy kontrolnej (31,2 vs. 32,4, p<0,05),
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co moze potwierdzaé hipoteze, ze u pacjentéw z zaparciem stolca

ekspresje mRNA dla mGlu7 (Rysunek 4.).
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Rysunek 4. Poréwnanie ekspresji mRNA dla receptorow mGlu7 grupa kontrolna vs. pacjenci z chorobq zaparciowg: A. w

bioptatach z zotqgdka, B.W bioptatach z odbytnicy.

Receptor ghreliny

Zaobserwowano wyzsze srednie wartosci ekspresji mRNA receptora dla ghreliny

w bioptatach pobranych z odbytnicy dzieci z zaparciem stolca, w poréwnaniu do grupy

kontrolnej (29,35 vs. 28,25, p<0,05). Sugeruje to, ze jedng z przyczyn zaparcia moze by¢ deficyt

oddziatywania ghreliny. (Rysunek 5).

Receptor obestatyny

U dzieci z zaparciem stolca zaobserwowano rowniez wyzszg ekspresje mRNA dla

GPR39 w bioptatach pobranych z odbytnicy (31,03 vs. 26,92, p<0,05). (Tabela 3.)
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Rysunek 5. Poréwnanie ekspresji mRNA dla receptoréw ghreliny w odbytnicy

Tabela 3. Ekspresja mRNA receptorow ghreliny, obestatyny oraz receptora metabotropowego 7 dla glutaminianu.

Pacjenci z zaparciem stolca Grupa kontrolna Istotnos¢
Receptor ) ) statystyczna
Min Max Srednia Mediana| Min  Max Srednia Mediana p
GHS-R.S | 26,354 35,98 29,5291 29,457| 20,91 39,84 29,49305 28,99 | 0,24806997
GPR39.S | 23,599 37,818 30,0010 31,642| 23,96 37,99 27,94470 27,32 0,07245883
mGlu7.S | 20,827 38,952 32,2808 32,485| 27,98 33,98 31,43861 31,47| 0,03037529
GHS-R.R 14,31 36,8 29,3485 29,354 | 25,97 33,98 28,62944 28,25| 0,00040186
GPR39.R | 14,63 36,468 29,8766 31,027| 24,16 35,58 27,42083 26,92 | 0,00212517
mGIu7.R | 23,564 37,163 31,1893 31,759| 28,09 34,93 32,39833 32,62 | 0,01631402

GHS-R.S - Ekspresja mRNA receptora ghreliny w Zotqdku, GPR39.S - Ekspresja mRNA obestatyny w
zotgdku, mGlu7.S — Ekspresja mRNA receptora glutaminianu w Zotqdku, GHS-R.R - Ekspresja mRNA
receptora ghreliny w odbytnicy, GPR39.R- Ekspresja mRNA receptora ghreliny w odbytnicy, mGlu7.R -
Ekspresja mRNA receptora glutaminianu w odbytnicy
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Porownanie wielkosci banki odbytnicy w obu grupach

U pacjentéw z obu grup w trakcie badania ultrasonograficznego jamy brzusznej
oceniono $rednice banki odbytnicy. Zaobserwowano zdecydowanie wyzsze srednie wartosci
pomiardw w grupie dzieci z zaparciem w poréwnaniu do grupy kontrolnej (p<0.05) (rysunek

6.).
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70 | _
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50 t

40 +

30t

20t

Rozmiar banki odbytnicy [mm]

10

-10

Dzieci z zaparciem Grupa kontrolna

Rysunek 6. Poréwnanie Srednicy banki odbytnicy w obu grupach pacjentéw.

Korelacje

Pacjenci z zaparciem stolca

Zaobserwowana negatywng korelacje pomiedzy stezeniem ghreliny a czasem pasazu
jelitowego oraz pozytywna korelacje pomiedzy stezeniem obestatyny a czasem pasazu
jelitowego, co udowadnia wptyw enterohormondéw na motoryke przewodu pokarmowego.

(Rysunek 7.i8.)
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W grupie badanej zaobserwowano pozytywng korelacje pomiedzy ekspresjg genéw
receptorow dla ghreliny i glutaminianu w bioptatach btony Sluzowe] zotgdka (rho=0,3;
p<0,05). W tej grupie pacjentdw zaobserwowano réwniez pozytywng, stabg, jednak istotng
statystycznie korelacje pomiedzy ekspresjg mGlu7 w bioptatach z btony sluzowej zotgdka oraz
ekspresjg mGlu7 w bioptatach z odbytnicy (rho=0,23; p=0,02). Zaobserwowano réowniez stabg,
pozytywng korelacje pomiedzy obecnoscig GPR39 w bioptatach pobranych z odbytnicy oraz
stezeniem ghreliny w osoczu (rho=0,19; p=0,04).

W grupie pacjentdw z czynnosciowym zaparciem stolca wykazano pozytywng korelacje
pomiedzy ekspresjg receptora ghreliny (GHS-R) i receptora obestatyny (GPR39) w btonie
Sluzowej odbytnicy (rho=0,4; p<0,05). W tej grupie pacjentéw wykazano ujemng korelacje
pomiedzy stezeniem ghreliny w osoczu a czasem pasazu przewodu pokarmowego (rho=-0,23;
p=0,01) oraz pozytywng korelacje pomiedzy stezeniem obestatyny a czasem pasazu przewodu

pokarmowego (rho=0,18; p<0,05).
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Rysunek 7. Korelacja stezenia ghreliny z czasem pasazu jelitowego.
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Rysunek 8. Korelacja stezenia obestatyny z czasem pasazu jelitowego.

Grupa kontrolna

W grupie kontrolnej wykazano niewielkg pozytywng korelacje pomiedzy ekspresja
gendw receptorow ghreliny i receptordw obestatyny w bioptatach pobranych z btony sluzowej
zofadka (rho=0,47; p<0,005).

W tej samej grupie udowodniono silng pozytywng korelacje pomiedzy ekspresjg genéw
receptorow ghreliny i receptoréw obestatyny w bioptatach pobranych z btony S$luzowej
odbytnicy (rho=0,74; p<0,05).

W grupie kontrolnej zaobserwowano réwniez umiarkowang pozytywng zaleznos¢
pomiedzy ekspresjg receptora obestatyny (GPR39) w bioptatach pobranych z btony Sluzowej
zofadka oraz stezeniem obestatyny w surowicy krwi obwodowej (rho=0,45; p<0,05) (Tabela

4.).
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Tabela 4. Korelacje czasu pasazu jelitowego, ekspresji badanych receptorow oraz stezenia badanych enterohormondw.

Pacjenci z zaparciem

Grupa kontrolna

Ghrelina/Obestatyna

Korelacje Istotnos$é rho Istotnos$é rho
statystyczna - p statystyczna - p

CTT VS GHSR.S 0,366365923 -0,085009357 N/A N/A

CTT VS GPR39.S 0,402610558 0,086858508 N/A N/A

CTT VS GRM7.S 0,967117484 -0,004032604 N/A N/A

CTT VS GHSR.R 0,694008387 -0,036128905 N/A N/A

CTT VS GPR39.R 0,859604345 -0,017301361 N/A N/A

CTT VS GRM7.R 0,675419788 0,039461846 N/A N/A

CTT VS Ghrelina 0,010755435 -0,231118616 N/A N/A

CTT VS Obestatyna 0,043476737 0,183894947 N/A N/A

CTT VS Ghrelina/Obestatyna 0,006490714 -0,246180829 N/A N/A
GHSR.S VS GPR39.S 0,213446123 0,128819348 0,00483707 0,47191015
GHSR.S VS GRM7.S 0,001586272 0,301730599 0,33144435 -0,166613
GHSR.S VS GHSR.R 0,344880646 0,088877666 0,83989063 0,03489345
GHSR.S VS GPR39.R 0,722701543 -0,035562618 0,37145655 0,15348958
GHSR.S VS GRM7.R 0,091761923 0,162304805 0,96699743 -0,0071479
GHSR.S VS Ghrelina 0,905999132 0,0111329 0,97385397 -0,0057487
GHSR.S VS Obestatyna 0,678825525 -0,039023476 0,00643635 0,44576066
GHSR.'S VS 0,905457713 -0,01119732 0,14638899 -0,2506656
Ghrelina/Obestatyna

GPR39.S VS GRM7.S 7,63E-19 0,759111484 0,06173783 0,32380807
GPR39.S VS GHSR.R 0,089395778 -0,175240595 0,33511933 0,17046149
GPR39.S VS GPR39.R 0,713068728 0,040469629 0,02070762 0,39520135
GPR39.S VS GRM7.R 0,196673828 0,137366437 0,9159476 0,01880159
GPR39.S VS Ghrelina 0,135476018 -0,154287135 0,57736858 0,10063525
GPR39.S VS Obestatyna 0,548664762 -0,062299213 0,20215142 0,22432763
GPRS?.S VS 0,651462921 -0,046942475 0,59152219 -0,0965909
Ghrelina/Obestatyna

GRM7.S VS GHSR.R 0,278051177 -0,10581075 0,36538124 0,15542541
GRM7.S VS GPR39.R 0,871020565 0,016700748 0,29220408 0,18047242
GRM7.SVS GRM7.R 0,018757419 0,233528644 0,67494338 0,07235741
GRM7.S VS Ghrelina 0,662859239 0,042628235 0,44043018 -0,1346976
GRM7.S VS Obestatyna 0,774145269 -0,028065354 0,38146441 -0,1503411
GRM7.'S v 0,704773037 0,037050825 0,99299147 0,00154072
Ghrelina/Obestatyna

GHSR.R VS GPR39.R 2,27E-05 0,397214745 2,00E-07 0,74390166
GHSR.R VS GRM7.R 0,707827419 0,035322967 0,07396974 0,30146776
GHSR.R VS Ghrelina 0,280113908 0,098973629 0,08440705 -0,2958655
GHSR.R VS Obestatyna 0,588570922 -0,049658567 0,48822255 0,11932038
GHSR.R VS 0,310261376 0,093008368 0,12507408 -0,2641457

-52-




GPR39.R VS GRM7.R 0,063107465  0,18470212 0,09364146  0,28365416

GPR39.R VS Ghrelina 0,045687601 0,193621868 0,25975272 -0,1957528
GPR39.R VS Obestatyna 0,332594593 -0,094567818 0,43144632 0,13528995
GPRS?'RVS 0,056670715 0,184824884 0,22952935 -0,2084326
Ghrelina/Obestatyna

GRM7.R VS Ghrelina 0,512997406 0,061617499 0,10716334 -0,2770223
GRM7.R VS Obestatyna 0,126820577 -0,143200694 0,20610236 -0,2158491
GRM?'RVS 0,067605699 0,171037343 0,54161762 0,1067526
Ghrelina/Obestatyna

Ghrelina VS Obestatyna 0,073699667 -0,163190646 0,97067699 -0,0064475

GHS-R.S - Ekspresja mRNA receptora ghreliny w Zotqdku, GPR39.S - Ekspresja mRNA obestatyny w Zotqdku,
mGlu7.S — Ekspresja mRNA receptora glutaminianu w Zotqdku, GHS-R.R - Ekspresja mRNA receptora ghreliny
w odbytnicy, GPR39.R- Ekspresja mRNA receptora ghreliny w odbytnicy, mGlu7.R - Ekspresja mRNA receptora
glutaminianu w odbytnicy

Korelacje czasu pasazu jelitowego (test Hintona) i rozmiaréw banki odbytnicy w USG

W grupie dzieci z zaparciem stolca oceniono korelacje pomiedzy $rednicg banki
odbytnicy a pasazem przewodu pokarmowego. Wykazano ujemng warto$é korelacji,
natomiast nie jest ona istotna statystycznie (rho=-0,0119; p=0,214). Mozna natomiast
zaobserwowac trend wskazujgcy na to, ze w zaparciu typu colonic inertia nie obserwuje sie
zwiekszenia banki odbytnicy, co z kolei mozna jest obecne w typie retencyjnym zaparcia stolca

(Rysunek 9., Rysunek. 10.).
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Rysunek 9. Korelacja sSrednicy barki odbytnicy z czasem pasazu jelitowego.
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Rysunek 10. Poréwnanie srednicy bariki odbytnicy u dzieci z prawidtowym i wydfuzonym czasem pasazu jelitowego.
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W grupie dzieci z rozpoznanym zaparciem stolca (n=114) stwierdzono u ponad potowy
pacjentéw (64,9%) poszerzenie banki odbytnicy oraz zwolniony pasaz jelitowy. U % badanych
dzieci (25,4%) zaobserwowano poszerzong bankg odbytnicy z prawidlowym pasazem
jelitowym, w pozostatych przypadkach (9,6%) stwierdzono wydtuzony pasaz jelitowy oraz
prawidtowe wymiary baniki odbytnicy. Nie zaobserwowano istotnej statystycznie réznicy
w stezeniach ghreliny i obestatyny w surowicy pomiedzy wyzej opisanymi podgrupami

pacjentdéw z rozpoznanym zaparciem stolca (p>0,05).

Korelacje masy ciata, wzrostu i Z-Score BMI

W przeprowadzonym badaniu oceniono réwniez korelacje poszczegdlnych wynikéw
z danymi antropometrycznymi pacjentow z obu grup. Nie stwierdzono istotnych statystycznie
korelacji w grupie kontrolnej pomiedzy masg ciata, wzrostem czy BMI a stezeniami wybranych
enterohormondw oraz odpowiednimi receptorami.

W grupie dzieci z zaparciem stolca stwierdzono pozytywng korelacje pomiedzy masg
ciata i wskaznikiem BMI a ekspresja mGlu7 w odbytnicy. Identyczne wyniki uzyskano
w korelacji wszystkich pacjentéw, bez podziatu na grupy.

Nie zaobserwowano istotnych statystycznie korelacji pomiedzy wybranymi zmiennymi
a Z-Score BMI. Brak zaleznosci w grupie kontrolnej moze wynikaé z liczebnos$ci grupy, ktéra

byta zdecydowanie mniejsza niz grupa badana (Tabela 5.).
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Tabela 5. Korelacje parametrow antropometrycznych z ekspresjg badanych receptoréw oraz stezeniami ghreliny i obestatyny. A — bez podziatu na grup, B— w grupie dzieci z zaparciem, C —
w grupie kontrolnej.

A. Bez podziatu na grupy

GHS-R.S GPR39.S mGlu7.S GHS-R.R GPR39.R mGlu7.R Ghrelina  Obestatyna Stosunek
[ng/ml] [ng/ml] ghrelina/obestatyna
Masa ciata -0,056116 -0,016380 -0,079449 -0,091095 0,016405 0,222297 -0,073842  0,055698 -0,070801
Wysokogé -0,012772 -0,000733 -0,146371 -0,062479 0,052338 0,194550 -0,072994  0,015223 -0,039406
BMI -0,067096 -0,078228 -0,014017 -0,085128 -0,023486 0,226678 -0,016580 0,030393 -0,013081
BMIZ-Score | -0,009816 -0,065012 0,021489 -0,042853 -0,019367 0,164365 -0,029032  0,084933 -0,054989

B. Grupa dzieci z zaparciem stolca

GHS-R.S GPR39S mGlu7.S GHS-R.R GPR39.R mGlu7.R Ghrelina  Obestatyna Stosunek
[ng/ml] [ng/ml] ghrelina/obestatyna
Masa ciata -0,068818 -0,007004 -0,004233 0,058325 0,077362 0,206437 -0,161732  0,080045 -0,078585
Wysokos¢ -0,017991 0,005827 -0,100844 0,054259 0,118302 0,193624 -0,153038 0,043516 -0,072873
BMI -0,107654 -0,104928 0,037824 0,043975 0,019059 0,238700 -0,088871 0,048144 0,014580
BMI Z-Score -0,032663 -0,064421 0,055040 0,046532 -0,006002 0,196325 -0,101827 0,128939 -0,042197

C. Grupa kontrolna

GHS-RS  GPR39.S mGIu7.S GHS-RR GPR39.R  mGlu7.R G[:;:::l']a o?g;t/i:‘l’]”a ghre“i;o/iub”eitatyna
Masa ciata 0,095306 -0,068499 -0,053431 -0,127591 -0,181742 0,000129 -0,218422  0,106734 -0,283231
Wysokogé 0,066362 -0,001997 -0,063120 -0,050818 -0,096361 0,002319 -0,147902  0,078578 -0,179429
BMI 0,096124 -0,069065 -0,045955 -0,228036 -0,273043 -0,041203 -0,171947  0,059085 -0,284850
BMI Z-Score 0,065965 -0,089395 -0,040238 -0,251503 -0,267732 0,021513 -0,021908  -0,008526 -0,143246

GHS-R.S - Ekspresja mRNA receptora ghreliny w Zotqdku, GPR39.S - Ekspresja mRNA obestatyny w Zotqdku, mGlu7.S — Ekspresja mRNA receptora glutaminianu w Zotfgdku,
GHS-R.R - Ekspresja mRNA receptora ghreliny w odbytnicy, GPR39.R- Ekspresja mRNA receptora ghreliny w odbytnicy, mGlu7.R - Ekspresja mRNA receptora glutaminianu
w odbytnicy
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Dyskusja

Zaparcie stolca w przebiegu czynnosciowych zaburzen przewodu pokarmowego jest
jednym z najwiekszych wyzwan w dziedzinie gastroenterologii dzieciecej. Szacuje sieg,
Ze czynnos$ciowe zaparcie stolca dotyczy ok. 14,4% dzieci na catym swiecie [6]. Najwiekszy
odsetek dzieci z chorobg zaparciowg odnotowuje sie w krajach Afrykanskich (31,4%) oraz
w Ameryce Pétnocnej (12,1%). W Europie problem ten dotyczy ok. 8,3% dzieci [6]. W populacji
0s0Ob dorostych odsetek ludzi cierpigcych z powodu zaparcia nie rdzni sie znaczgco od populacji
pediatrycznej, tj. szacuje sie, ze dotyczy ok. 14% dorostych [117]. Przyczyny czynnosciowych
zaburzenA przewodu pokarmowego sg zfozone. Na wystepowanie zaparcia mogg wptywaé
czynniki genetyczne (dane wifasne prezentowane ustnie na 52. kongresie ESPGHAN
w Glasgow, 2019), behawioralne, immunologiczne, Srodowiskowe, jak réwniez zawartos¢
btonnika w diecie, czy objetos¢ przyjmowanych ptyndéw. Powstato wiele prac prébujgcych
opisaé i wyjasni¢ patogeneze tych zaburzen [68, 72, 118-121], jednak niewiele z tych badan
dotyczyto udziatu enterohormonéw w mechanizmie zaparcia.

Przewlekfe zaparcie stolca moze spowodowaé wielorakie zaburzenia dotyczace nie
tylko przewodu pokarmowego, ale réwniez innych uktadéw i narzagdoéw.

Dtugotrwate zaparcie, ktére czesto doprowadza do brudzenia bielizny i niekiedy
do nietrzymania mas katowych, zwtaszcza wsrdd dzieci uczeszczajgcych do przedszkola i szkoty
wigze sie z naganng oceng Srodowiska. Wyszydzanie i wySmiewanie przez otoczenie wptywa
negatywnie na rozwéj psychiczny i socjologiczny dzieci. Udowodniono oddziatywanie choroby

zaparciowej na wzrost wystepowania zaburzen depresyjnych czy lekowych u dzieci. Czesto tez
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obserwuje sie wspoétwystepowanie zaburzen wyprdzniania z takimi chorobami jak zaburzenia
ze spektrum autyzmu czy ADHD.

Zaparcie stolca czesto moze byé zwigzane z innymi chorobami. Moze byé jednym
z objawow alergii na biatka mleka krowiego, zwtaszcza IgE-niezaleznej, moze byé zaparcie
stolca. W tym wypadku przeprowadzenie, zgodnie z obowigzujgcymi zaleceniami, proby
prowokacyjnej po 2-4 tygodniowym wytgczeniu z diety biatek mleka krowiego moze okazac
sie skuteczng metodg leczenia, niewymagajacg dodatkowej farmakoterapii [40].

Dysfunkcja przewodu pokarmowego pod postacig choroby zaparciowej moze wptyngc
negatywnie na uktad moczowy. Zanieczyszczanie sie w konsekwencji przewlektej choroby
zaparciowej doprowadza do zwiekszonej czestosci wystepowania zakazen ukfadu
moczowego. Posta¢ retencyjna zaparcia wywotuje dysfunkcje pecherza moczowego

polegajaca na nietrzymaniu moczu.

W wynikach tej pracy wykazano zaréwno wiekszg ekspresje gendw receptoréw
ghreliny w bioptatach btony $luzowej odbytnicy, jak i mniejsze stezenia same] ghreliny
w surowicy krwi u dzieci z zaparciem stolca, niz u dzieci w grupie kontrolnej. Podobne wyniki
uzyskali Egritas Girkan O. i wsp., ktérzy w swoim badaniu oceniali stezenia ghreliny
w surowicy krwi dzieci z zaparciem stolca przed wigczeniem, oraz po 2 miesigcach
od wiagczenia leczenia przeciw-zaparciowego [72]. Grupe kontrolng w cytowanej pracy
stanowity dzieci niespetniajgce kryteriéw rozpoznania czynnosciowego zaparcia stolca.
Autorzy wykazali, ze w grupie dzieci z zaparciem, przed wigczeniem leczenia obserwowano
istotnie statystycznie, nizsze stezenia ghreliny w surowicy krwi. Natomiast po 2 miesigcach
stosowania wtasciwego leczenia zanotowano wzrost stezenia ghreliny, niemniej jednak wcigz

nie odpowiadat on wyjsciowym pomiarom z grupy kontrolnej. Uwage zwraca mniejsza liczba
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badanych pacjentow (43. dzieci) oraz wiek pacjentéw wtgczonych do badania. Autorzy pracy
tureckiej skupili sie na ocenie dzieci mtodszych, od 1 roku zycia do 6 lat, stgd mogty wynikac
réznice w wynikach w poréwnaniu z wynikami badan wtasnych. Mimo to trend w zakresie
nizszego stezenia ghreliny u dzieci z zaparciem jest taki sam jak w wynikach pracy wtasnej.

We wczesdniej przeprowadzonych badaniach na modelach szczurzych nie wykazano
natomiast wptywu ghreliny podawanej dozylnie w dawce 20 ug/kg masy ciata, na czas pasazu
przewodu pokarmowego mierzonego metodg izotopu technetu 99-m [122]. Preparat izotopu
podawano za pomocg cewnika umieszczonego wczedniej w przewodzie pokarmowym
zwierzecia. Natomiast w badaniu poréwnujgcym m.in. dziatanie ghreliny acylowanej
i nieacylowanej na czas pasazu przez jelito grube u szczuréw przeprowadzonym przez Hsien-
Hao i wsp., wykazano skrdcenie czasu pasazu jelitowego u szczuréw po podaniu badanych
substancji w poréwnaniu do roztworu 0,9% chlorku sodu jako placebo w prébie kontrolnej
[123]. Wynik ten koreluje z wynikami pracy witasnej.

Wyisza ekspresja GHSR w grupie dzieci z zaparciem moze, moze byé odpowiedzig
na niskie stezenia ghreliny w mechanizmie sprzezenia zwrotnego. W dostepnej literaturze
medycznej brakuje pracy poswieconych temu zagadnieniu i nie mozna znalez¢ odniesienia
do wynikéw wtasnych.

W 2014 roku R. V. Pustovit i wsp. opisali eksperyment przeprowadzony na szczurach
polegajacy na podaniu agonisty GHS-R — ulimoreliny [120]. Dawka 0,3-5 mg/kg masy ciata
wywofata znaczny wzrost czestosci i amplitudy aktywnosci propulsywnej jelita grubego.
Pierwsze efekty badacze zaobserwowali juz po 31,746,7 s od dozylnego podania leku.
Po uszkodzeniu rdzenia kregowego u badanych zwierzat skutecznosé zastosowanej substancji
znaczgco zmalata, co przemawia za dziataniem osrodkowym ulimoreliny, a nie przez receptory

obecne w przewodzie pokarmowym.
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Rok pdzniej ten sam autor opublikowat prace, w ktdrej badany byt inny agonista GHS-
R, a mianowicie kapromorelina [124]. Podobnie jak poprzednie, badanie polegato
na okresleniu wptywu tego analogu ghreliny na motoryke jelita grubego poprzez GHS-R.
Potwierdzono efekt skutecznego wyprdznienia u zwierzat z zaparciem stolca. Natomiast
w tym badaniu nie rozrézniono wptywu agonisty GHS-R na receptory obecne w osrodkowym
uktadzie nerwowym oraz obwodowe — w jelicie grubym.

W innym badaniu R. V. Pustovit i wsp. udowodnili, ze pobudzenie receptoréw ghreliny
zlokalizowanych w os$rodku defekacji w odcinku ledZzwiowo-krzyzowym rdzenia kregowego
wptywa pozytywnie na proces oddania stolca, chociaz nie udato sie potwierdzi¢ obecnosci
ghreliny w preparatach rdzenia kregowego przy uzyciu technik immunochemicznych [125].
Z kolei Ferens i wsp. zaobserwowali propulsywne ruchy perystaltyczne jelita grubego trwajace
do 20 minut po dozylnym podaniu kapromoreliny dozylnie uszczuréw z uszkodzonym
rdzeniem kregowym [126]. Ponadto nie wykazano istotnie statystycznych rdznic pomiedzy
pobudzeniem motoryki jelita grubego u szczuréw z uszkodzeniem rdzenia a u szczuréw
zgrupy kontrolnej. Eksperyment ten przemawia za obwodowg stymulacjg receptorow
ghreliny (w jelicie grubym). Ta obserwacja stanowi cenne uzupetnienie drugiego wedtug
kolejnosci opisywania eksperymentu Pustovita i wsp. Te prace eksperymentalne ttumacza
wykrytg przeze mnie zaleznosci pomiedzy ekspresjg obwodowego receptora ghreliny w jelicie
grubym a zaparciem u dzieci.

W badaniu klinicznym ll-fazy przeprowadzonym na 48 zrandomizowanych, dorostych
pacjentach, polegajagcym na ocenie wptywu analogu ghreliny — relamoreliny na motoryke
przewodu pokarmowego wykazano, pozytywny wptyw preparatu na przyspieszenie
oprdzniania zotgdka, perystaltyki jelita cienkiego i jelita grubego po 32h od zastosowaniu

substancji [127]. Wyniki te mogg ttumaczy¢ obserwowane zaleznos$ci w pracy wtasnej. Tym
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bardziej, ze uzyty w omawianym badaniu analog ghreliny ma 3-krotnie wieksze
powinowactwo do aktywowania GHS-R niz sama ghrelina, ktdéra wykazuje krotki okres
dziatania, wiec w warunkach laboratoryjnych nie jest dobrym substratem do tego typu badan.
Ponadto potwierdzono wptyw relamoreliny na receptory obecne w jelicie grubym [128],
co wyklucza izolowane dziatanie osrodkowe podanej substancji.

Wyniki pozostajgce w opozycji w stosunku do wyzej wymienionych rezultatow badan,
opisujgcych wptyw ghreliny na motoryke jelita grubego, uzyskali James J. i wsp. [129]. Autorzy
badali wptyw uromoreliny m.in. na motoryke przewodu pokarmowego u ludzi. Zatozenie
badaczy byto poparte wynikami innych badan przeprowadzonych gtéwnie na zwierzetach,
u ktorych wykazywano pobudzajgcy wptyw badanej czasteczki na motoryke zotadka,
dwunastnicy oraz jelita grubego. Badanie to zostato przeprowadzone na zdrowych, dorostych
ochotnikach, ktorych losowo przydzielono do dwdch grup, w ktdrych zastosowano badang
substancje w dawce 600 ug/kg masy ciata lub placebo. Uczestnikom podawano dozylnie
substancje przez 2 dni. Nastepnie, trzeciego dnia za pomocg badania scyntygraficznego
oceniano przemieszczanie spozytego przez nich kwasu dietylenotriaminopentaoctowego
znakowanego technetem-99. Wyniki badania nie wykazaty istotnego statystycznie wptywu
uromoreliny na czas pasazu przez jelito grube. W drugiej czesci badania wyniki wykazaty
prokinetyczne dziatanie uromoreliny na motoryke zotadka i dwunastnicy. Niepowodzenie
w osiggnieciu wzmozenia perystaltyki w dolnym odcinku przewodu pokarmowego autorzy
ttumaczyli brakiem dziatania substancji w jelicie grubym. Jako analog receptora substancja
ta nie jest identycznie dziatajgca jak ghrelina. Uromorelina w wiecej niz 99% jest zwigzana
z kwasnga a-1 glikoproteing, a swojg aktywnos¢ wykazuje wytgcznie wolna frakcja substancji,
co rowniez moze ttumaczy¢ rdéine wyniki wczesniej cytowanych autoréw od wynikéw

uzyskanych w tej pracy.
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Wyizsze wartosci wskaznika stosunku ghreliny do obestatyny w surowicy dzieci z grupy
kontrolnej niz u dzieci z zaparciem przemawiajg za znaczeniem udziatu wzajemnych proporcji
enterohormondw w modulowaniu motoryki przewodu pokarmowego. W badaniu wtasnym
wykazano wyzsze wartosci wskaznika stosunku ghreliny do obestatyny w grupie kontrolnej
w stosunku do dzieci z zaparciem. Obserwacja ta przemawia za dysproporcjg w wydzielaniu
ghreliny i obestatyny w chorobie zaparciowej udzieci. Nalezy podkredli¢, iz nie
zaobserwowano istotnych statystycznie réznic w stezeniach obestatyny pomiedzy dzie¢mi
zobu grup. Rézinice te zaleza od zmniejszonego wydzielania ghreliny przez komérki
enteroendokrynne u dzieci z zaparciem stolca. Nie znaleziono w przeanalizowanej literaturze
punktéw odniesienia dotyczagcych omowionego wskaznika w chorobie zaparciowej u dzieci,
natomiast podobne obserwacje opisano u oséb z otytoscig [130]. Zaobserwowano réwniez,
ze zaburzenia proporcji stezen ghreliny w stosunku do obestatyny mogg stuzy¢ jako marker
nasilenia zapalenia w nieswoistych chorobach zapalnych jelit [131]. Autorzy udokumentowali,
ze w aktywnej fazie choroby obserwowano istotnie statycznie wyzsze stezenia ghreliny
w surowicy badanych pacjentéw niz u oséb zdrowych. Nie odnotowano takich rdznic
w stezeniu obestatyny, zatem stosunek ghrelina/obestatyna ulega znacznemu podwyzszeniu
w przypadku aktywnego nieswoistego zapalenia jelit. Wartos¢ pracy ogranicza niska liczba
0s6b badanych (31 przypadkdéw choroby Lesniowskiego-Crohna, 22 przypadki wrzodziejgcego
zapalenia jelita grubego). Coprawda z badania wykluczono pacjentéw z chorobami
endokrynologicznymi, ktére potencjalnie mogg wptywaé na stezenie enterohormondw
w surowicy, ale dalej grupy pozostawaty bardzo heterogenne pod wzgledem innych czynnikéw
mogacych zaburzaé proporcje pomiedzy stezeniami ghreliny i obestatyny — takie jak: wiek

pacjentéw, czas trwania choroby czy metoda leczenia choroby podstawowej.
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Istotne wnioski przedstawili Sedlackova i wsp., ktérzy w swojej pracy analizowali
m.in. stosunek ghreliny do obestatyny w anoreksji oraz bulimii [132]. Autorzy publikacji
zaobserwowali znacznie nizsze wartosci omawianego wskaznika w surowicy krwi u chorych
na bulimie w poréwnaniu do chorych na anoreksje. Ponadto, badacze wskazali na nizsze
wartosci wskaznika w obu grupach pacjentéw z zaburzeniami odzywiania w stosunku do grupy
kontrolnej. Autorzy tej pracy ttumaczyli to zjawisko wyzszym wydzielaniem obestatyny
u pacjentdw z bulimiag i anoreksjg na skutek zmienionej ekspresji preprogreliny. Natomiast
nalezy wzigé po uwage to, ze wyniki wyzej opisanej pracy mogg by¢ zaburzone przez
wielohormonalne  zaburzenia powstate w przebiegu przewlektej choroby.
W pracy witasnej takze oceniono korelacje pomiedzy wskaznikiem okreslajgcym stosunek
ghreliny do obestatyny z BMI i Z-Score BMI pacjentdw, zaréwno w podziale na grupy, jak i bez
podziatu. Nie zaobserwowano istotnej statystycznie korelacji pomiedzy Z-Score BMI
a stosunkiem ghrelina-obestatyna w poszczegdlnych grupach oraz wséréd wszystkich
przebadanych pacjentéw. Natomiast nalezy wzig¢ pod uwage, ze do badania zostali wtgczeni
tylko nieliczni pacjenci z niskg lub wysokg masa ciata, tzn. ponizej 3 i powyzej 97 centyla normy
dla wieku. Jako drugi czynnik odrézniajgcy oba badania nalezy uwzglednié brak oceny stezenia
enterohormondw przed i po positku.

Dysproporcja w zakresie stezed obestatyny i ghreliny u dzieci z zaparciem jest
powigzana z pochodzeniem obu enterohormondéw z jednej czasteczki prekursorowe;j.
Odpowiednie wariancje splicingowe prekursorowego mRNA dla preproghreliny sg zapewne
determinowane przez sprzezenie zwrotne wynikajgce z choroby zaparciowej. Stanowi
to podtoze do dalszych poszukiwan oraz badan.

Bllbul M. i wsp. przeprowadzili badanie na szczurach z uszkodzonym genem receptora
ghreliny. W celu pomiaru napiecia miesnidwki przewodu pokarmowego u zwierzat
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umieszczono przetworniki tensometryczne w zotadku i dwunastnicy [133]. Po dozylnym
podaniu ghreliny zaobserwowano istotny wzrost aktywnosci motorycznej zotadka
i dwunastnicy u szczuréw z grupy kontrolnej (bezposrednio po podaniu ghreliny
zaobserwowano znaczgcy wzrost amplitudy skurczéow Il fazy MMC), natomiast u zwierzat
pozbawionych GHS-R nie wykazano jakiegokolwiek wptywu na motoryke. Badanie
to dotyczyto wytacznie gérnego odcinka przewodu pokarmowego, jednak ze wzgledu na brak
rozni¢ w budowie tych receptoréw zaréwno w gornym, jak i w dolnym odcinku przewodu
pokarmowego nalezy domniemywaé, ze pobudzenie tych receptoréw przez ghreline bedzie
oddziatywac na motoryke jelita grubego.

Yan Wang i wsp. w przeprowadzonym badaniu réwniez wykazali, ze aktywacja
receptora dla ghreliny uszczuréw, wzmaga perystaltyke przewodu pokarmowego [134].
Eksperyment ten byt przeprowadzony na 36 szczurach podzielonych na odpowiednie grupy
w zaleznosci od podawanych substancji. Kazde ze zwierzat miato umieszczony cewnik
w okolicy jader przykomorowych podwzgdrza, gdzie jest najwieksze skupienie GHS-R, w celu
podawania badanej substancji (egzogennej ghreliny, antagonisty GHS-R lub roztworu 0,9%
NaCl jako placebo). Nastepnie po podaniu ghreliny, przez cewnik umieszczony w dwunastnicy
podano zwierzetom niewchtaniany barwnik w celu oceny pasazu przewodu pokarmowego.

Wyniki wyzej wymienionych badan bardzo silnie korespondujg z danymi uzyskanymi
w badaniu witasnym. Wskazujg na pozytywny wptyw ghreliny na wzmozenie perystaltyki
przewodu pokarmowego.

Pozytywna korelacja pomiedzy ekspresjg gendéw receptora ghreliny w bioptatach
pobranych z btony $luzowej zotgdka oraz stezeniami obestatyny w surowicy krwi prowadzi
do stwierdzenia, ze wydzielanie obestatyny jest scisle powigzane 2z obecnoscig

i prawdopodobnie z aktywnoscig GHS-R. Nawigzujac do wynikdéw innych badaczy, po raz
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kolejny wykazano, ze obydwa hormony pochodzace z jednej czasteczki prekursorowej, jak
rowniez ich receptory nie moga byé rozpatrywane osobno [125, 133-135].

Na podstawie przeprowadzonej analizy nalezy podkreslic role ghreliny jako
enterohormonu biorgcego czynny udziat w regulowaniu motoryki przewodu pokarmowego.
Wyniki badan wtfasnych, potwierdzajacych znaczenie ghreliny w funkcjonowaniu przewodu
pokarmowego, mogg przyczynié sie w przysztosci do rozwoju nowych terapii stosowanych
zarébwno w leczeniu zaparcia stolca, jak innych czynno$ciowych zaburzed przewodu

pokarmowego.

W przypadku receptora obestatyny rowniez zaobserwowano zwiekszong ekspresje
genu receptora w bioptatach btony Sluzowej odbytnicy u dzieci z rozpoznanym zaparciem
stolca, a takze zaobserwowano istotng statystycznie, pozytywng korelacjag pomiedzy
stezeniem obestatyny w surowicy krwi u dzieci z zaparciem stolca a czasem pasazu przewodu
pokarmowego. Mozna zatem stwierdzi¢, ze wyisze stezenia obestatyny w surowicy
proporcjonalnie wptywajg na wydtuzenie czasu pasazu jelitowego.

Opisywano w literaturze obecnos¢ w jelicie grubym komérek produkujacych
obestatyne, natomiast w przeanalizowanym pismiennictwie znaleziono tylko jedng prace,
w ktorej badano oddziatywanie obestatyny na motoryke jelita grubego [136].

W 2008 roku Chen i wsp. przeprowadzili doswiadczenie na szczurach majgce na celu
wykazanie i opisanie udziatu obestatyny w motoryce przewodu pokarmowego [137].
Zwierzetom umieszczono chirurgicznie cewnik w proksymalnej czesci okreznicy, nastepnie
przydzielono je do poszczegdlnych grup: pierwszg grupe stanowity szczury, ktérym podawano
dozylnie obestatyne w stezeniu 45 nmol/kg, w drugiej grupie podano dawke 100 nmol/kg,

trzecia grupa szczuréw otrzymata obestatyne w dawce 300 nmol/kg. Czwartg grupe stanowity
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zwierzeta, ktérym podano czynnik uwalniajgcy kortykotropine (CRF — ang. corticotropin
realising factor). Ostatnia grupa byta to grupa kontrolna, ktéra otrzymata 0,9% NaCl jako
placebo. Nastepnie w kazdej grupie po podaniu niewchtanianego ze sSwiatta przewodu
pokarmowego barwnika, mierzono czas do pojawienia sie pierwszego wyproznienia
zawierajgcego podany wczesniej znacznik. Wyniki badania nie wykazaty, aby dozylne podanie
obestatyny w pordwnaniu do placebo wptyneto istotnie na motoryke dolnej czeséci przewodu
pokarmowego u szczuréw. Badacze wykazali natomiast pobudzajgcy wptyw CRF na motoryke
przewodu pokarmowego. Uzyskane wyniki wtasne rowniez nie wykazaty wptywu obestatyny
na spowolnienie ruchéw perystaltycznych w zakresie jelita grubego. Natomiast, nalezy
wspomnied, iz w badaniu Chen i wsp. byta testowana jedynie pojedyncza dawka obestatyny,
a efekt defekacji (ilos¢, masa i zawarto$¢ wody w masach katowych) byt obserwowany przez
jedynie 2 godziny od momentu interwencji. Wydtuzenie obserwacji oraz zastosowanie innych
(wiekszych) dawek obestatyny mogtoby wykazac inne wyniki. W pracy wtasnej nie wykazano
istotnej statystycznie rdznicy stezen obestatyny u dzieci z rozpoznang chorobg zaparciowg
w stosunku do pacjentéw z grupy kontrolnej.

Stupecka i wsp. w swoim badaniu na modelach szczurzych zatozyli hamujgcy wptyw
obestatyny na motoryke jelita cienkiego (dwunastnica i jelito czcze) [138]. Zwierzeta
przydzielono losowo do jednej z trzech grup: w pierwszej podawano egzogenng obestatyne
doustnie w dawce 125 mmol/kg masy ciata, w drugiej w dawce 250 mmol/kg masy ciata, grupa
kontrolna otrzymywata placebo. Wyniki badania wykazaty, hamujgcy wptyw obestatyny
na amplitude skurczow miesniéwki przewodu pokarmowego, zaréwno w dwunastnicy jak
i wjelicie czczym, wobu grupach szczuréw, ktérym podawano obestatyne w stosunku

do grupy kontrolnej.
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Wynik tego badania potwierdza hamujacy wptyw obestatyny na amplitude skurczéw
miesnidwki jelita cienkiego, co moze wptywac na motoryke jelita. Jednak autorzy nie oceniali
motoryki jelita grubego, co bytoby kluczowe w przypadku rozpatrywania obestatyny jako
enterohormonu, ktéry bierze udziat w patogenezie choroby zaparciowej.

W doswiadczeniu przeprowadzonym przez Moechars D. i wsp., majagcym na celu
wykazaé, ze obestatyna jest ligandem dla GPR39, uzyto myszy z nieczynnym genem GPR39
[78]. Wykazano, ze zwierzeta pozbawione receptora dla obestatyny, do 16 tygodnia zycia
miaty bardzo podobne przyrosty masy ciata, natomiast po tym czasie az do zakonczenia
obserwacji w 81 tygodniu, $rednia masa ciata myszy pozbawionych GPR39 byta znacznie
wieksza niz zwierzat z grupy kontrolnej. Potwierdza to udziat enterohormonu
w etiopatogenezie otytosci. Autorzy badali réwniez oprdznianie zotadka jak i wydalanie mas
katowych. Zaobserwowano znacznie szybsze (-50%) oprdznianie zotgdka u zwierzat
pozbawionych genu GPR39. Szybszy pasaz jelita grubego uzyskano u myszy bez genu GPR39
niz w grupie kontrolnej (wynik statystycznie istotny). Omawiana zaleznos¢ moze byc¢
dowodem na hamujgcy wptyw receptora GPR39 na motoryke jelita grubego u ssakow.

Wielu innych autoréw réwniez opisato hamujgcy wptyw obestatyny na motoryke
przewodu pokarmowego [54, 139]. W pracy wifasnej wykazano hamujgce oddziatywanie
wyzszego stezenia obestatyny w surowicy krwi na motoryke przewodu pokarmowego u dzieci
z zaparciem stolca. Niemniej jednak nalezy zwréci¢ uwage, na to, ze wyzej opisywane badania
eksperymentalne byty przeprowadzone na modelu zwierzecym, a badanie wtasne dotyczy
dzieci. Ponadto wliteraturze opisywane sg nowe wyniki badaiA sugerujace,
ze to dwuwartosciowe jony cynku (Zn?**) prawdopodobnie sg ligandem dla receptora GPR39,
€O znaczaco zmienia sposdb interpretacji udziatu tego receptora w powigzaniu z obestatyng

w patogenezie choroby zaparciowej u dzieci [83, 140].
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Na podstawie analizy wynikéw pracy wiasnej oraz danych dostepnych w literaturze
w chwili obecnej nie mozna jednoznacznie okresli¢ udziatu enterohormonu jakim jest
obestatyna, w patogenezie choroby zaparciowej. Wskazana jest kontynuacja badan w tym
zakresie ze szczegdétowym uwzglednieniem roli jondw cynku, ktére obecnie wydajg sie byé
specyficznym ligandem dla receptora GPR39 wptywajgcego na motoryke przewodu

pokarmowego.

Dotychczas opisywano obecno$é i dziatanie receptoréw glutaminianu gtdwnie
w osrodkowym ukfadzie nerwowym [141, 142]. Ten aminokwas jest jednym z kluczowych
neurotrasmiterow osrodkowym i obwodowym w uktadzie nerwowym, jak rdwniez
w enteralnym uktadzie nerwowym. Obecno$é¢ swoistych receptoréw w przewodzie
pokarmowym dla glutaminianu zostata niejednokrotnie potwierdzona, natomiast wcigz
pozostaje przedmiotem badan funkcja poszczegdlnych znanych receptoréw, zaréwno jono-
i metabotropowych [94, 113]. W przeanalizowanym pi$miennictwie zdecydowana wiekszo$é
autoréw ogniskowata swoje zainteresowania na funkcji receptordw jono- i metabotropowych
pobudzanych przez glutaminian w chorobach $cisle powigzanych z OUN.

W 1999 roku Jankovi¢ i wsp. przeprowadzili eksperyment na modelu zwierzecym,
polegajacy na poddaniu stymulacji wypreparowanych fragmentéw przewodu pokarmowego
w obecnosci roztwordw glutaminianu i asparaginianu [112]. Badacze wykazali, ze kwas
glutaminowy oraz asparaginian zastosowane in vitro jako substraty dodawane do izotonicznej
kapieli, poprzez specyficzne dla siebie receptory odpowiadajg za wytwarzanie tonicznych
skurczéw w dnie zotgdka oraz odbytnicy u szczurow. Takiego zjawiska autorzy nie
zaobserwowali w preparatach jelita cienkiego i wstepniacy. Prowadzi todo wniosku,

ze receptory dla tych zwigzkéw wystepujg tylko w tych dwodch czesciach przewodu
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pokarmowego. Autorzy podkreslili, ze ich badanie nie wskazuje jednoznacznie, ktéry rodzaj
receptorow jest pobudzany (jonotropowe czy metabotropowe). W pracy wtasnej zostata
potwierdzona ekspresja gendw receptoréw metabotropowych glutaminianu zaréwno
w bioptatach pobranych z zotagdka jak i z odbytnicy, zgodnie z obserwacjg Jankovi¢ i wsp.,
stanowi uzasadnienie do badania obecnosci receptoréw w bioptatach pobranych z zoftadka
i odbytnicy.

Tong Q i wsp., podczas poszukiwania receptorow metabotropowych z grupy Il dla
glutamianu (mGlu4, mGlu6, mGlu7 i mGlu8) w ukfadzie nerwowym przewodu pokarmowego
ssakéw, udowodnili, ze oddziatywanie na te receptory pobudza motoryke przewodu
pokarmowego [94]. Byto to pierwsze badanie, ktore wykazato mRNA dla receptoréw
metabotropowych glutaminianu z grupy Il w preparatach przewodu pokarmowego szczuréw,
myszy, Swinek morskich oraz ludzi. W badaniu potwierdzono ekspresje gendéw za pomoca
Western blot. Badacze réwniez udowodnili in vitro, Zze pobudzenie receptorow
metabotropowych dla glutamianinu z grupy lll, podczas stymulowania wycinkéw jelita w polu
elektrycznym prowokuje przyspieszenie pasazu przez skurcze miesnidowki podtuznej
w preparatach jelita grubego swinek morskich. Wyniki pracy wtasnej odpowiadajg wynikom
powyzszej publikacji, co przemawia za udziatem receptoréw metabotropowych dla
glutamianiu w modulowaniu perystaltyki przewodu pokarmowego.

Jedng z niewielu prac opisujgcych dziatanie receptora metabotropowego 7 dla
glutaminaniu w jelicie grubym ssakdéw byta praca Julio-Pieper i wsp. [115]. Badanie polegato
na podaniu doustnym swoistego agonisty dla mGlu7 (AMNO082) myszom podzielonym na trzy
grupy (mniejsza — 3mg/kg, wieksza dawka substancji badanej — 6mg/kg oraz placebo, ktérym
byta 0,5% zawiesine metylocelulozy). U zwierzat, ktérym podano AMNO082 masy katowe

wydalone na skutek stresu (umieszczono zwierzeta w specjalnych klatkach z przedziatami)
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zawieraty w swoim skfadzie znaczaco wiecej wody niz stolec wydalony przez myszy z grupy
kontrolnej. Autorzy w wynikach swojego eksperymentu wykazali, ze aktywacja mGlu7 przez
selektywnego agoniste tego receptora silnie indukuje wydzielanie wody do sSwiatta jelita
grubego, co sprzyja wyprdznieniu.
Ponadto w badaniu in vitro autorzy udowodnili, ze dodanie agonisty mGlu7 do analogu
acetylocholiny bardziej pobudza perystaltyke wypreparowanej btony sluzowej i podsluzowe;j
jelita grubego niz standardowe pobudzenie receptoréw cholinergicznych. Proces zachodzi
w mechanizmie sekrecji jondw do $wiatta przewodu pokarmowego w szlaku zaleznym od Ca?*.
Wzmozona sekrecja jondw do sSwiatta przewodu pokarmowego wigze sie ze wzrostem
osmolarnosci tresci jelitowej, co wzmaga przechodzenie czasteczek wody do jelita.
Doswiadczenie dowodzi, ze glutaminian moduluje motoryke przewodu pokarmowego.

Inny eksperyment, badajagcy dziatanie receptoréw metabotropowych 7
w czynnos$ciowych zaburzeniach przewodu pokarmowego, zostat opisany przez Shao L. i wsp.
[143]. Badanie zostato przeprowadzone na szczurach podzielonych na trzy grupy: grupa
kontrolna, zwierzeta wczesnie oddzielone od matki oraz zwierzeta wczesnie oddzielone
od matki, ktérym podawano swoisty ligand dla metabotropowego receptora 7 glutaminianu
(AMNO082). Zapomocg stopniowo napetnianego balona lateksowego umieszczonego
w odbytnicy zwierzat oraz obserwacji zwierzat odnotowywano nadwrazliwos¢ trzewng
poszczegdlnych zwierzat. Po usmierceniu zwierzat pobrano wycinki jelita grubego w ktérych
oceniano m.in. RNA dla mGlu7 z potwierdzeniem obecnosci biatek w technice Western blot.
W wynikach wykazano wiekszg nadwrazliwos¢ wisceralng u szczuréw wczes$nie oddzielonych
od matek w stosunku do zwierzat z grupy kontrolnej, przez co wytworzono model imitujgcy
nadwrazliwos¢ trzewng obserwowang w IBS. Badacze udowodnili, ze pobudzanie mGlu7 przez

zastosowanie AMNO082 wptywa supresyjnie na nadwrazliwos¢ trzewna. Ponadto
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potwierdzono zwiekszong ekspresje genu receptora mGlu7 u zwierzat z nadwrazliwoscia
trzewna, co wspotgra z wynikami Julio-Pieper [115].

W wynikach pracy wtasnej, wykazano wyzszg ekspresje mGlu7 w bioptatach pobranych
z zofadka u dzieci z zaparciem niz w grupie kontrolnej. Natomiast nizsza ekspresja receptorow
byta obecna w bioptatach pobranych z odbytnicy. Uzyskane rezultaty u dzieci sg zgodne
z obserwacjami omowionych powyzej eksperymentdow przeprowadzonych na zwierzetach.
Wieksza liczba receptoréw w przewodzie pokarmowym wigze sie z nasileniem efektu dziatania
ich agonisty. W przypadku dzieci z zaparciem stolca w pracy wtasnej odnotowano istotnie
mniejszg ekspresje mGlu7, czym mozna by wyttumaczyé brak adekwatnej odpowiedzi

na dziatanie neurotransmitera — glutaminianu.

Badania przeprowadzone w pracy wtasnej sg pierwszymi, ktére opisujg jednoczesnie
udziat ghreliny, obestatyny oraz ich receptoréw w patogenezie czynno$ciowego zaparcia
stolca u dzieci. Ponadto s3 to pionierskie badania, ktére wykazaty udziat receptorow
metabotropowych 7 dla glutaminianu w motoryce przewodu pokarmowego u ludzi.
Na podstawie wynikdw wtasnych mozna potwierdzi¢ teze o istotnej roli ghreliny, obestatyny
i glutaminianu w patogenezie przewlektego zaparcia stolca u dzieci. W przedstawionych
wynikach badan ghrelina i jej receptor (GHS-R) okazaty sie silnymi modulatorami
wzmagajacymi  perystaltyke dolnego odcinka przewodu pokarmowego. Z kolei
zaobserwowano istotnie wiekszg obecno$¢ mRNA receptora obestatyny (GPR39) w btonie
Sluzowej odbytnicy u dzieci z zaparciem stolca niz w grupie kontrolnej, co przemawia
za udziatem GPR39 w patogenezie choroby zaparciowej. Pozostaje to w zgodzie z obserwacjg
udziatu obestatyny w wydfuzaniu czasu pasazu jelitowego. Watpliwos¢ jednak budza

doniesienia dotyczace roli jondw Zn?* w aktywacji tego receptora. Doniesienia te ujawniaja
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pole do dalszych badan nad receptorem uwzgledniajgc cynk i obestatyne jako ligandy dla
GPR39. Pojedyncze prace wskazujg na wspdtdziatanie cynku i obestatyny w aktywacji tego
receptora [80].

W bioptatach z btony sluzowej odbytnicy u dzieci z zaparciem stolca zanotowano
zdecydowanie nizsze Srednie wartosci ekspresji receptoréw metabotropowych 7 dla

glutaminianu w poréwnaniu do grupy kontrolnej.
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Whnioski

1. Na podstawie wynikdéw badania stezenia ghreliny (istotnie nizsze stezenie ghreliny
u dzieci z zaparciem niz w grupie kontrolnej oraz silna negatywna korelacja stezenia
ghreliny z czasem pasazu jelitowego) wykazano prokinetyczng role ghreliny dla zotgdka

i jelita u dzieci.

2. Pomimo, ze nie wykazano istotnej statystycznie rdznicy w stezeniu obestatyny u dzieci
w grupie badanej i kontrolnej, dodatnia korelacja pomiedzy stezeniem obestatyny
W surowicy a czasem pasazu jelitowego u dzieci z zaparciem przemawia za hamujaca

rolg obestatyny w zakresie pasazu tresci przez przewdd pokarmowy.

3. Stosunek stezen ghreliny do obestatyny jest znaczgco wyzszy u dzieci z chorobg
zaparciowg niz w grupie kontrolnej, co pozwala na spekulacje co do réznicy

w wariantach splicingowych czasteczki preproghreliny u pacjentéw z zaparciem.

4. Istotnie statystycznie obnizona ekspresja genu receptora metabotropowego 7
w bfonie $luzowej odbytnicy u dzieci z chorobg zaparciowg w stosunku do grupy
kontrolnej przemawia za udziatem tego receptora w regulowaniu motoryki przewodu

pokarmowego.

5. W pracy potwierdzono ztozonos¢ mechanizmoéw czynnosciowego zaparcia stolca
u dzieci, polegajaca na spowolnieniu pasazu jelitowego (colonic inertia), na retencji
stolca (outlet obstruction) oraz posta¢ mieszang. Nie odnotowano wptywu badanych
enterohormondw na poszczegdlne postaci zaparcia. Jednak rozpoznanie typu zaparcia
stolca jest istotne, gdyz determinuje wybdr odpowiedniej terapii (np. leki

prokinetyczne z makrogole, same makrogole lub tylko leki prokinetyczne).
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Streszczenie

Zaparcie jest jednym z najczystszych problemdéw gastroenterologicznych z ktérymi
spotykajg sie pediatrzy na catym $wiecie. Szacuje sie, ze dotyczy nawet 37% dzieci [4, 5].
Przewazajgcg cze$é stanowig czynnosciowe zaburzenia przewodu pokarmowego, a tylko
5% ma uwarunkowania organiczne. Zaparcie u dzieci pojawia sie czesto podczas tzw. treningu
korzystania z toalety, czyli pomiedzy 2. a 4. rokiem zycia i dotyczy gtdwnie chtopcéw [7].

Czynno$ciowe zaparcie stolca rozpoznaje sie na podstawie Kryteriéw Rzymskich, w tej
pracy zostaty wykorzystane obowigzujgce w trakcie przeprowadzania badania Kryteria
Rzymskie IlI.

Dotychczas w literaturze pojawiaty sie badania dotyczace roli enterohormondéw
w patogenezie zaparcia stolca, zdecydowana wiekszo$é z tych badan byta przeprowadzona
na modelach zwierzecych Iub dotyczyta populacji oséb dorostych [50, 51]. Nie
przeprowadzono dotychczas badan wyjasniajgcych relacje enterohormondw z patogeneza
czynnos$ciowego zaparcia stolca u dzieci.

Ghrelina wykazuje duze podobienstwo w budowie czasteczki do motyliny,
zaobserwowano podobienstwo w zakresie budowy receptoréw dla obydwu
enterohormondéw. Z tego powodu stata sie ona przedmiotem badan nad wptywem
na motoryke przewodu pokarmowego. W toku badan wykazano, ze ghrelina skutecznie
pobudza kompleks motoryczny jelita oraz przyspiesza opréznianie zotgdka [68, 69].
Receptorem dla ghreliny jest GHS-R (receptor uwalniajgcy hormon wzrostu) [56, 60].

Pierwsze opisy dziatania czasteczki obestatyny jednomyslnie wskazywaty
na opozycyjne dziatanie w stosunku do czgsteczki ghreliny, tj. opéZnienie oprdzniania zotadka,

zmniejszenie przyjmowania pokarmow oraz obnizenie przyrostu masy ciata [81].
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Domniemanym receptorem dla obestatyny jest receptor 39 powigzany z biatkiem G (GPR39 -
ang. G protein-coupled receptor 39).

W 2010 r. Julio-Pieper i wsp. opisali aktywnos¢ metabotropowych receptoréw 7 dla
glutaminaninu w jelicie grubym u myszy. Wyniki przeprowadzonego badania wykazaty wysoka
ekspresje mGlu7 w btonie $luzowej jelita grubego myszy. Ponadto badacze udokumentowali,
iz aktywacja receptorow mGlu7 znaczaco zwiekszata in vivo zawartos¢ wody w kale, co ma
znaczenie przeciwzaparciowe. Eksperyment ten potwierdza funkcjonalne znaczenie ekspresji
MRNA receptoréw mGlu7 w okreznicy [115].

Celem pracy byto ustalenie udziatu ghreliny i obestatyny oraz ich receptordw, a takze
receptora  metabotropowego 7 dla glutaminianu w patogenezie przewlekiego
czynnos$ciowego zaparcia u dzieci.

Do badania zostato wtgczonych 150. pacjentéw (114. dzieci z zaparciem oraz 36. dzieci
bez zaparcia, prezentujgcych zaburzenia z koniecznoscig rdznicowania z organicznymi
przyczynami chordb). U wszystkich pobrano surowice krwi w celu oceny stezenia ghreliny
i obestatyny oraz przeprowadzono gastroskopie i sigmoidoskopie w celu pobrania bioptatow
z zotadka iodbytnicy do oceny ekspresji mRNA receptorow ghreliny, obestatyny
i metabotropowego 7 glutamianu.

Stwierdzono istotne statystycznie nizsze stezenia ghreliny w osoczu dzieci z zaparciem
stolca w stosunku do dzieci z grupy kontrolnej (1,9 ng/ml vs. 2,6 ng/ml, p<0,05). W grupie
dzieci z zaparciem zaobserwowano negatywng korelacje pomiedzy stezeniem ghreliny
a czasem pasazu jelitowego.

Nie zaobserwowano istotnej statystycznie réznicy w medianach wartosci stezen

obestatyny pomiedzy grupami (p=0,297). Potwierdzono nizszy stosunek wartosci stezen
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ghreliny do obestatyny u pacjentéw z zaparciem stolca w poréwnaniu do pacjentéw z grupy
kontrolnej (72,83 vs. 129,58, p=0,01).

Stwierdzono wyisze S$rednie wartosci ekspresji mRNA receptorow dla mGlu?
w bioptatach pobranych z btony sluzowej zotadka dzieci z zaparciem stolca niz u dzieci bez
zaparcia (32,28 vs. 31,44, p=0,03), natomiast w bioptatach pobranych z btony sluzowej
odbytnicy zaobserwowano odwrotng zaleznos¢, tj. znacznie nizsze wartosci ekspresji
u pacjentdw z zaparciem stolca w poréwnaniu do grupy kontrolnej (31,2 vs. 32,4, p<0,05).

Zaobserwowano wyzsze srednie wartosci ekspresji mRNA receptora dla ghreliny
w bioptatach pobranych z odbytnicy dzieci z zaparciem stolca, w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (29,35 vs. 28,25, p<0,05).

W grupie dzieci z rozpoznanym zaparciem stolca stwierdzono u ponad potowy
pacjentéw (64,9%) poszerzenie banki odbytnicy oraz zwolniony pasaz jelitowy. U % badanych
dzieci (25,4%) zaobserwowano poszerzong bankg odbytnicy z prawidlowym pasazem
jelitowym, w pozostatych przypadkach (9,6%) stwierdzono wydtuzony pasaz jelitowy oraz
prawidtowe wymiary banki odbytnicy.

Na podstawie wynikow badania stezenia ghreliny (istotnie nizsze stezenie ghreliny
u dzieci z zaparciem niz w grupie kontrolnej oraz silna negatywna korelacja stezenia ghreliny
z czasem pasazu jelitowego) wykazano prokinetyczna role ghreliny dla zotgdka i jelita u dzieci.

Pomimo, ze nie wykazano istotnej statystycznie réznicy w stezeniu obestatyny u dzieci
w grupie badanej i kontrolnej, dodatnia korelacja pomiedzy stezeniem obestatyny w surowicy
a czasem pasazu jelitowego u dzieci z zaparciem przemawia za hamujacg rolg obestatyny

w zakresie pasazu tresci przez przewdd pokarmowy.
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Istotnie statystycznie obnizona ekspresja genu receptora metabotropowego 7
w bfonie sluzowej odbytnicy u dzieci z chorobg zaparciowg w stosunku do grupy kontrolnej
przemawia za udziatem tego receptora w regulowaniu motoryki przewodu pokarmowego.

W pracy potwierdzono ztozonos¢ mechanizmdw czynnosciowego zaparcia stolca
u dzieci, polegajacg na spowolnieniu pasazu jelitowego (colonic inertia), na retencji stolca
(outlet obstruction) oraz postaé mieszang. Nie odnotowano wptywu badanych

enterohormondw na poszczegdlne postaci zaparcia.
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Abstract

Constipation is one of the most frequent gastrointestinal disorders among children in
the world. It is estimated that it can affect up to 37% of children [4,5]. The most common
reason of constipation are functional disorders and only 5% has organic reason. Constipation
in children often occurs during toilet training, between the ages of 2 and 4 and concerns
mainly boys [7].

Functional constipation is diagnosed on the basis of the Rome Criteria, in this study the
Rome Il Criteria were used.

Studies, which have appeared in the literature, on the role of enterohormones in the
pathogenesis of constipation, in major were conducted on animal models or concerned the
adult population [50,51]. No studies have been conducted to explain the relationship between
enterohormones and the pathogenesis of functional constipation in children.

Ghrelin reveals a great similarity in the structure of the molecule to motilin. Also
similarity in the construction of receptors for both enterohormones has been observed. For
this reason, it has become the subject of research on the effect on the motility of the
gastrointestinal tract. In that research, it was shown that ghrelin effectively stimulates the
motor complex of the intestine and accelerates gastric emptying [68, 69]. The receptor for
ghrelin is GHS-R (growth hormone releasing receptor) [56,60].

The first descriptions of the effect of the obestatin molecule unanimously pointed to
an opposing effect in relation to the ghrelin molecule [81], i.e. delayed gastric emptying,
reduced food intake and decreased body weight gain. The putative receptor for obestatin is G
protein-coupled receptor 39 (GPR39).
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In 2010, Julio-Pieper et al. reported the activity of metabotropic 7 receptors for
glutamate in the large intestine of mice. The results of the study showed high expression of
mGlu?7 in the large intestine mucosa of mice. In addition, researchers documented that
activation of mGIlu7 receptors significantly increased water content in the feces in vivo, which
has anti-constipation properties. This experiment confirms the functional importance of
mGIlu7 receptor mRNA expression in the colon [115].

The aim of the study was to determine the role of ghrelin and obestatin and their
receptors, as well as the metabotropic glutamate receptor 7 in the pathogenesis of chronic
functional constipation in children.

150 patients were included in the study (114 children with constipation and 36 children
without constipation, presenting disorders with the need to differentiate with organic causes
of diseases). In all patients, blood serum was collected to assess the concentration of ghrelin
and obestatin, and gastroscopy and sigmoidoscopy were performed to collect gastric and
rectal biopsies to assess mMRNA expression of ghrelin, obestatin and metabotropic 7-glutamate
receptors.

Statistically significant lower concentrations of ghrelin in the plasma of children with
constipation were found in comparison to children from the control group (1.9 ng/ml vs. 2.6
ng/ml, p<0.05). In the group of children with constipation, a negative correlation between
ghrelin concentration and intestinal transit time was observed.

There was no statistically significant difference in median obestatin levels between the
groups (p=0.297). A lower ratio of ghrelin to obestatin concentrations was confirmed in
patients with constipation compared to patients in the control group (72.83 vs. 129.58,

p=0.01).
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Higher mean values of mGlu7 receptor mRNA expression were found in biopsies from
the gastric mucosa of children with constipation than in children without constipation (32.28
vs. 31.44, p=0.03), while in biopsies from the rectal mucosa an inverse relationship was
observed - significantly lower expression values in patients with constipation compared to the
control group (31.2 vs. 32.4, p<0.05).

Higher mean ghrelin receptor mRNA expression values were observed in rectal
biopsies of children with constipation compared to the control group (29.35 vs. 28.25, p<0.05).

In the group of children diagnosed with constipation, more than half of the patients
(64.9%) had dilation of the rectal ampulla and slowed intestinal transit. In % of the examined
children (25.4%) a dilated rectal ampulla with normal intestinal passage was observed, in the
remaining cases (9.6%) an extended intestinal passage and correct dimensions of the rectal
ampulla were observed.

Based on the results of the ghrelin concentration test (significantly lower ghrelin
concentration in children with constipation than in the control group and a strong negative
correlation of ghrelin concentration with intestinal transit time), the prokinetic role of ghrelin
for the stomach and intestine in children was demonstrated.

Although there was no statistically significant difference in the concentration of
obestatin in children in the study and control groups, the positive correlation between the
concentration of obestatin in the serum and the intestinal transit time in children with
constipation supports the inhibitory role of obestatin in the passage of content through the
gastrointestinal tract.

Statistically significantly reduced expression of the metabotropic receptor 7 gene in
rectal mucosa in children with constipation disease in relation to the control group supports

the participation of this receptor in the regulation of gastrointestinal motility.
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The study confirmed the complexity of the mechanisms of functional constipation in
children, consisting in slowing down the intestinal transit (colonic inertia), stool retention
(outlet obstruction) and a mixed form. There was no effect of the tested enterohormones on

particular forms of constipation.
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Lek. med. Michat Kolejwa
Klinika Gastroenterologii, Alergologii i Pediatrii
Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki

Komisja Bioetyczna przy Instytucie Centrum Zdrowia Matki Polki dzialajac zgodnic z zasadami Dobrej
Prakiyki Klinicznej na posiedzeniu w dniu 06 czerwea 2017 r, rozpatrywala wniosek dotyczicy pracy:

wUdzial ghreliny, obestatyny i kwasu glutaminowego oraz wlasciwych im receptoréw
w patogenczie czynnodciowego zaparcia stolea u dzieci”

Opinia Nr 48/2017

Komisja Bioetyczna przy Instytucie Centrum Zdrowia Matki Polki zapoznala sig 2 ww projektem
eksperymentu medycznego, przeanalizowals wniosek, wystuchala opinli recenzenta o przedstawionym
projekeie | wyniku przeprowadzongj dyskusii oraz tajnego glosowania, po rozwaieniu kryteriow etycznych oraz
celowosd i wykonalnodci projektu pozytywnie zaoginiowala projekt eksperymentu medycznego.

Uchwalg podjgto jednoglodnie.
Uchwate podjeto przy sprzeciwie .........
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Prof. dr hab. n. farm. Daria Orszulak-Michalak ........
Cztonkowie:
Mec. Michal Araszkiewicz s i~

Prof. dr hab. n. med. Tadeusz Biegafski .

Dr n. med. Pawel Czekalski

Mgr Gratyna Kerybut () Jd«,«?&«/’

Prof. dr hab. med. Jerzy Niedzielski

Prof. dr hab. med. Jacek Rysz
Prof. dr hab. med. Krzysztof Szaflik

7
Dr n. filozofii Wojciech Sztombka _ﬁﬁfé‘gﬂﬁj

Prof. dr n. med. Krzysztof Szylo

Ks. dr hab. Jan Wolski ;

Prof. dr hab. n. med. Krzysztof Zeman l /

-101 -



