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Streszczenie |

Wstep: W powstawaniu jadtowstretu psychicznego (anorexia nervosa, AN) rozpatruje si¢ udziat peptydow
oreksygenicznych, do ktdrych nalezg m.in. oreksyny A i B, grelina, galanina, neuropeptyd Y oraz peptydow
anoreksygenicznych reprezentowanych przez leptyng, proopiomelanokortyng (POMC) czy transkrypt regu-
lowany przez kokaing i amfetaming (CART). Cel pracy: Celem pracy byto zbadanie zaleznosci pomiedzy ste-
zeniami peptydow oreksygenicznych: oreksyn A i B (OXA i OXB) oraz greliny (GRE) w osoczu a wskazni-
kiem masy ciata (BMI) u chorych z AN. Materiat i metoda: Badaniem objeto 25 dziewczat z jadiowstrgtem
psychicznym. Grupe odniesienia stanowito 20 zdrowych dziewczat. U wszystkich oznaczano jednorazowo
w osoczu stezenie OXA, OXB, GRE i glukozy. Krew pobierano na czczo w godzinach rannych, po zachowa-
niu 8-godzinnego postu. Stezenie OXA i OXB mierzono przy uzyciu komercyjnych zestawow radioimmuno-
logicznych firmy Phoenix Pharmaceuticals, Mountain View, Kalifornia. St¢zenie GRE catkowitej oznaczono
przy uzyciu komercyjnych zestawow radioimmunologicznych firmy Linci Research, INC. Zastosowano pro-
cedure zalecang przez firm¢ Phoenix. Wyniki: U chorych z AN sposrod trzech analizowanych peptydow oreksy-
genicznych: OXA, OXB i GRE, jedynie dwa z nich - OXA i GRE zmienily istotnie swoje st¢zenie w osoczu
w ostrej fazie choroby. Stezenie OXA w osoczu chorych z AN bylo statystycznie istotnie nizsze, a stezenie
GRE - statystycznie istotnie wyzsze niz w grupie odniesienia. JednoczeSnie wykazano statystycznie istotng
dodatnig korelacje pomigdzy stezeniem OXA a wartoSciag BMI i statystycznie istotng ujemna korelacje po-
mi¢dzy stezeniem GRE a BMI. Wnioski: U chorych z jadiowstretem psychicznym (giéwnie z jego postacia
restrykeyjng) OXA i GRE istotnie zmieniaja swoje stezenie w osoczu w ostrej fazie choroby.

Stowa kluczowe: jadtowstret psychiczny, peptydy oreksygeniczne, oreksyna A, oreksyna B, grelina

Summary |

Introduction: Analysis of the occurrence of anorexia nervosa involves the possible contribution of orexigenic
peptides, including orexins A and B, ghrelin, galanin, neuropeptide Y and anorexigenic peptides which are rep-
resented by leptin, proopiomelanocortin (POMC), or transcript regulated by cocaine and amphetamine (CART).
Aim: The study was aimed at examining the correlation between the concentrations of orexigenic peptides: 5
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orexins A and B (OXA and OXB) and ghrelin (GRE) in plasma and the body mass index (BMI) in AN patients.
Material and method: The study involved 25 girls with anorexia nervosa. The reference group consisted of 20
healthy girls. In all of them the plasma concentration of OXA, OXB, GRE and glucose was determined once.
The blood was drawn on empty stomach, in the morning after 8-hours fasting. The concentration of OXA and
OXB was measured using commercial radioimmunological sets made by Phoenix Pharmaceuticals, Moun-
tain View, California. The concentration of total GRE was determined using commercial radioimmunological
sets made by Linci Research, INC. The procedure was applied pursuant to the procedure recommended by
Phoenix. Results: In AN patients, of three analysed orexigenic peptides OXA, OXB and GRE only two - OXA
and GRE significantly changed their plasma concentration in acute phase of the disease. OXA concentration in
AN patients’ plasma was statistically significantly lower, whereas GRE concentration - statistically significantly
higher, as compared to the reference group. At the same time a statistically significantly positive correlation was
found between OXA concentration and BMI value and statistically significantly negative correlation between
the concentration of GRE and BMI. Conclusions: In patients with anorexia nervosa (mainly its restrictive form)
OXA and GRE significantly change their plasma concentration in acute phase of the disease.

Key words: anorexia nervosa, orexigenic peptides, orexin A, orexin B, ghrelin

WSTEP

adtowstret psychiczny (anorexia nervosa, AN) nalezy
Jdo grupy zaburzen odzywiania si¢. Wsrod biologicz-

nych czynnikow bioracych udziat w jego powstawa-
niu rozpatrywany jest udziat peptydow oreksygenicznych
i anoreksygenicznych. Lata 90. ubieglego stulecia zaowo-
cowaly odkryciem kolejnych — oreksyn i greliny'”.
Oreksyny A i B (OXA i OXB), zwane inaczej hypokrety-
nami, swoja nazwe zawdzieczajg greckiemu stowu orexis
- apetyt”. Zostaly odkryte w 1998 r. Ich prekursorem jest
polipeptyd preprooreksyna. OXA zbudowana jest z 33
aminokwasow, jej dwa tancuchy pofaczone sg pomostami
Cys6-Cys12 i Cys7-Cys14. OXB sktada si¢ z 28 amino-
kwasow, bez pomostow pomiedzy fancuchami®'’. OXA
odgrywa kluczowa rolg w aktywacji receptora OXR-1, ale
moze rowniez faczy¢ si¢ z receptorem OXR-2 w odrdznie-
niu od OXB, ktéra aktywuje jedynie receptor OXR-2".
OXA i OXB kontrolujg stan czuwanie-sen, spozywanie
pokarmu (OXA 100x silniej niz OXB) i masg ciafa, uktad
neuroendokrynny, aktywnoS¢ ruchowg i seksualng"?. Za-
kres dziafania oreksyn, ich budowe oraz role, jakg petnig
W organizmie, poznano gtownie dzigki badaniom prowa-
dzonym na modelu zwierzecym®*'""*. Wiadomo, iz pro-
dukcja OXA i OXB jest zwickszona w stanie gtodu. Neu-
rony produkujace oreksyny majg obustronne i geste
polaczenia z innymi jadrami podwzgorza regulujacymi
zachowanie zwigzane z jedzeniem. Aktywnos$¢ neuronOw
produkujacych OXA jest obnizona w odpowiedzi na hi-
perglikemie i hipoleptynemi¢. Kontrolujgc stan czuwania
1 snu, stymulujg czuwanie w odpowiedzi na wewngtrzng
homeostaze energetyczng w celu szukania pozywienia.
OXA powoduje znamienne obnizenie wydzielania pro-
laktyny, hormonu wzrostu i wzrost st¢zenia kortyzolu.
Hamuje rowniez pulsacyjne uwalnianie hormonu luteo-
tropowego (LH)®#121510.
Grelina (GRE) jest biatkiem zidentyfikowanym i wyizo-

6 lowanym z zofadka szczura w 1999 r."”. Nazwa jej ma

INTRODUCTION

norexia nervosa (AN) belongs to a group of eat-
AiEHg disorders. Among biological agents which
ontribute to its development, orexigenic and
anorexigenic peptides are considered. In the 90s of the
last century, additional peptides were discovered: orex-
ins and ghrelin""”.
Orexins A and B (OXA and OXB), otherwise called hypo-
cretins, taking its name from the Greek word orexis mean-
ing “appetite”, were discovered in 1998. Their precursor
is preproorexin polypeptide. OXA consists of 33 amino-
acids, its two chains are connected by bridges Cys6-Cys12
and Cys7-Cys14. OXB consists of 28 aminoacids, with-
out bridges between the chains®'”. OXA plays the key
role in activation of receptor OXR-1, but may also bind
with receptor OXR-2, unlike OXB which activates only
receptor OXR-2"". OXA and OXB control the sleep-wake
status, food consumption (OXA 100 times stronger than
OXB) and body mass, neuroendocrine system, motor
and sexual activity"?. The range of the effects of orex-
ins, their structure and role they play in the organism
have become known mainly owing to the tests carried
out on an animal model**""”. Admittedly, the produc-
tion of OXA and OXB is increased during hunger. Neu-
rons producing orexins have bilateral dense bonds with
other hypothalamic nuclei regulating the eating-related
disorders. The activity of neurons producing OXA is low-
ered in response to hyperglycaemia and hypoleptinemia.
Controlling the status of wakefulness and sleep they
stimulate wakefulness in response to internal energy
homeostasis to search for food. OXA causes a significant
decrease in the secretion of prolactin, growth hormone
and increase in the concentration of cortisol. It also
inhibits the throbbing release of luteothropic hormone
(LH)®s121510
Ghrelin (GRE) is a protein identified and isolated from
the rat’s stomach in 19997, Its name has its roots in the
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korzenie w protoindoeuropejskim stowie grow, co znaczy
,rosnac”. Zbudowana jest z 28 aminokwasow. Swoja
biologiczng aktywnoS¢ zawdzigcza tancuchowi grup
oktanylowych kowalencyjnie polaczonych z Ser 3"
GRE w najwickszych ilosciach produkowana jest w ko-
morkach oktadzinowych dna zotadka, ale produkujace
ja komorki znaleziono réwniez na krzywiznie mniejszej
zotadka, w jelitach, jadrach, ptucach, sercu, przysadce
1w podwzgorzu. Tam rowniez zidentyfikowano dla niej
receptory"**”. GRE jest stymulatorem faknienia. Ma
miejsce przedpositkowy wzrost jej stezenia w osoczu
0 78% w stosunku do wartosci Srednich, a jego obnize-
nie obserwuje si¢ w ciggu pierwszej godziny jedzenia.
GRE wydzielana jest w rytmie dobowym. Kontroluje
ona motoryke przewodu pokarmowego, wydzielanie
kwasu solnego w zotadku, funkcje endo- 1 egzogenng
trzustki"**". Bedac endogennym ligandem dla receptora
hormonu wzrostu, kontroluje jego wydzielanie"”. GRE
powoduje wzrost sekrecji kortyzolu, prolaktyny, aldoste-
ronu, hormonu adrenokortykotropowego. Zaleznos¢
miedzy GRE a insuling nie jest catkiem jasna, pomie-
dzy nimi ma miejsce ujemne sprz¢zenie zwrotne!®'.
AN okreslana jest jako choroba psychobiologiczna, pato-
logiczny rezultat interakcji czynnikow psychologicznych
i podatnosci genetycznej®”. Obecnie zaburzenia odzy-
wiania si¢ uwazane sq za kategori¢ zespotowa, a nie jed-
nostke nozologiczna. Szacuije si¢, ze AN dotyczy 0,5-0.8%
adolescentow i do 1% kobiet, u ktorych wystepuje ona
dziesigciokrotnie cz¢sciej niz u mezezyzn. Obserwacie
kliniczne wskazujg na narastajac liczbe osob dotknie-
tych tym zaburzeniem. Kontekst rodzinny w powstawa-
niu AN jest znany i dobrze udokumentowany, podobnie
jak terapia rodzin. Neurofizjologia dotyczaca funkcji oS-
rodkdéw mozgowych w kontroli glodu i sytosci jest w za-
sadzie rowniez ustalona. Sprawa otwarta i caly czas
weryfikowang pozostaje nadal rola odkrywanych neuro-
peptydow w mechanizmie powstawania AN, podobnie
jak rola czynnika genetycznego w tym zaburzeniu.

CEL PRACY

Celem pracy byto zbadanie zaleznoSci pomiedzy steze-
niami oreksyn A i B (OXA i OXB) oraz greliny (GRE)
w osoczu a wskaznikiem masy ciata (body mass index,
BMI) u chorych z jadtowstr¢tem psychicznym.

MATERIAL. I METODA
PACJENCI

Badaniem objeto 25 chorych z AN. Rozpoznanie sta-
wiano na podstawie klasyfikacji ICD-10 i DSM-IV.
Kryterium dodatkowym wigczenia chorej do grupy ba-
danej byt BMI=16 kg/m’. Wszystkie pacjentki byly ho-
spitalizowane w Oddziale Psychiatrii Wieku Rozwojo-
wego, nie przyjmowaly zadnych lekdw i pozostawaty na
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protoindoeuropean word grow. It consists of 28 amino-
acids. Its bioactivity is due to the chain of octanile groups
covalently bound with Ser 3"%'*.

GRE in highest amounts is produced in parietal cells, but
the cells which produce it were also found on the lesser
curvature of the stomach, in intestines, nuclei, lungs,
heart, pituitary gland and hypothalamus. It was there
that receptors for it were identified"**”. GRE is a stim-
ulator of appetite. Its concentration in plasma increas-
es before meals by 78%, as compared to average values,
and its decrease is observed within the first hour after
eating. GRE is secreted in diurnal rhythm. It controls
the alimentary tract motor activity, secretion of hydro-
chloric acid in the stomach, endo- and exogenous func-
tions of the pancreas"**". As an endogenous ligand for
the growth hormone receptor it controls its secretion"”.
GRE causes an increase in the secretion of cortisol, pro-
lactin, aldosterone, adrenocorticothropic hormone. The
correlation between GRE and insulin is not quite clear
as yet, the negative feedback occurring between them*'.
AN is defined as a psychobiological disease, a patholog-
ical result of the interaction of psychological factors and
genetic susceptibility®™. Nowadays the eating disorders
are considered to be a group category, and not a noso-
logical unit. It is estimated that AN refers to 0.5-0.8%
adolescents and to 1% of women in whom its preva-
lence is by ten times higher than in men. Clinical obser-
vations indicate an increasing number of those affected
by this disorder. The family context in the development
of AN is well known and documented, as is the family
therapy. The neurophysiology relating to the cerebral
centres functions in the control of hunger and satiety is
also actually established. What still remains an open and
continually verified issue is the role of discovered neu-
ropeptides in the AN development mechanism, similar-
ly as the role of the genetic factor in this disorder.

OBJECTIVE

The objective of the study was to check the correlation
between the plasma concentrations of orexins A and B
(OXA and OXB) as well as ghrelin (GRE) with the body
mass index (BMI) in anorexia nervosa patients.

MATERIAL AND METHODS
PATIENTS

The study involved 25 AN patients. The diagnosis was
based on classification according to ICD-10 and
DSM-IV. An additional criterion of including a patient
into the examined group was BMI=16 kg/m’. All patients
were hospitalised on the Ward of Developmental Age
Psychiatry, they were not given any drugs and were on
a normocaloric diet. The reference group consisted of
20 healthy girls aged 18-19 years — on a normocaloric
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diecie normokalorycznej. Grupe odniesienia stanowifo
20 zdrowych dziewczat w wieku 18-19 lat na normoka-
lorycznej diecie. Dziewczeta byly rekrutowane spoSrod
uczennic klas IV szkoly Sredniej, nie zazywaty zadnych
lekow i nie chorowaty na choroby przewlekte, a ostat-
nig infekcje przebyly co najmniej miesiac wezesniej. Sred-
ni wiek pacjentek w grupie badanej wynosit 17,6 lata
(SEM=0,53), natomiast w grupie odniesienia — 18,6 lata
(SEM=0,07). Byly to grupy jednorodne pod wzgledem
wieku - p=0,0727 (test t-Studenta). Srednia wartos¢ BMI
w grupie badanej wynosifa 15,03 kg/m’ (SEM=0,27),
a w grupie odniesienia — 21,41 kg/m’ (SEM=0,46).
Stwierdzono bardzo duza rdznicg statystycznie istotng
w Sredniej wartoSci BMI pomi¢dzy grupami badang
iodniesienia (p<0,001 - test t-Studenta). Podziatu cho-
rych dokonano, biorac pod uwage kliniczne postacie ja-
dtowstretu psychicznego i jego dwa podtypy: restrykeyjny
(restricting type) 1 bulimiczno-wydalajacy (binge eat-
ing/purging type). W podgrupie z postacig restrykeyjng, B,
znalazto si¢ 20 chorych, natomiast w podgrupie bulimicz-
no-wydalajacej, B2 - 5 pacjentek. Sredni wiek chorych
w podgrupie BI wynosit 17,1 lata (SEM=0,55), Sredni
czas trwania choroby — 13,9 miesigca (SEM=1,64),
$rednia wartos¢ BMI=14,71 (SEM=0,27), srednie st¢-
zenie glukozy w osoczu — 74,3 mg/dl (mediana=76,7;
SEM=2,7). Sredni wiek chorych w podgrupie B2 wy-
nosit 19,4 lata (SEM=1,21), Sredni czas trwania cho-
roby — 22,4 miesigca (SEM=5,04), Srednia wartos¢
BMI=16,35 kg/m’ (SEM=0,53) i §rednia wartos¢ ste-
zenia glukozy w osoczu — 69,3 mg/dl (mediana=65;
SEM=4,71). Dokonano réwniez podziatu chorych z AN
na dwie podgrupy, biorgc pod uwage wartos¢ BMI. Pod-
grupa C1 obejmowata te pacjentki, ktdrych wartos¢ BMI
byta =15 kg/m’ i liczyta 12 dziewczat, a podgrupa C2
te pacjentki, ktorych BMI byt <15 kg/m’ i w jej sktad
wehodzito 13 chorych. Sredni wiek chorych w podgru-
pie C1 wynosit 17,8 lata (SEM=0,672), Sredni czas trwa-
nia choroby 17 miesiecy (SEM=2,81) i Srednia wartos¢
stezenia glukozy w osoczu - 69,7 mg/dl (mediana=71,6;
SEM=3,36). Sredni wick dziewczat w podgrupie C2
wynosit 17,3 lata (SEM=0,820), czas trwania choroby
14,3 miesigca (SEM=2,17) i Srednie st¢zenie glukozy
w osoczu 76,63 mg/dl (mediana=76; SEM=3,09). Do-
konano rowniez podziatu grupy badanej na dwie podgru-
py w zaleznoSci od wartosci stezenia glukozy w osoczu
chorych na D1, w ktorej stezenie glukozy bylo prawidio-
we (270 mg/dl) i D2, gdzie stezenie glukozy ksztattowa-
to si¢ <70 mg/dl.

MATERIAL

Materiat badany stanowity probki osocza uzyskane po-
przez wirowanie krwi obwodowej badanych pacjentek.
Probki krwi pobierano metodg prozniowq do probowek
Vacutaner zawierajacych antykoagulant EDTA (1 mg/ml

8 krwi). Delikatnie je mieszano i przenoszono do probo-

diet. The girls were recruited from among the students
of the fourth form of secondary school; they were not
given any drugs and did not suffer from any chronic dis-
eases, having passed the last infection at least one month
before. The patients’ average age in the examined group
reached 17.6 years (SEM=0.53), whereas in the refer-
ence group — 18.6 years (SEM=0.07). These groups are
homogeneous in respect of age — p=0.0727 (Student’s
t-test). The BMI average value in the examined group
reached 15.03 kg/m’ (SEM=0.27), whereas in the ref-
erence group — 21.41 kg/m’ (SEM=0.46). A very high
statistically significant difference was found in the BMI
average value between the examined and reference groups
(p<0.001 — Student’s t-test). The patients were divided
in view of the clinical forms of anorexia nervosa into two
subtypes: restricting and binge eating/purging types. The
restricting subgroup, B1, consisted of 20 patients, where-
as the binge eating/purging subgroup — B2, consisted of
5 patients. The patients’ average age in B1 subgroup was
17.1 years (SEM=0.55), the average duration of the dis-
ease — 13.9 months (SEM=1.64), the average value of
BMI=14.71 (SEM=0.27), average concentration of glu-
cose in plasma - 74.3 mg/dl (Median= 6.7; SEM=2.7).
The average age of patients in B2 subgroup reached
19.4 years (SEM=1.21), average duration of the dis-
ease — 22.4 months (SEM=5.04), average value of
BMI=16.35 kg/m’ (SEM=0.53) and average value of
glucose concentration in plasma — 69.3 mg/dl (Medi-
an=65; SEM=4.71). The AN patients were further
divided into two subgroups in view of the BMI value.
Subgroup C1 included those patients whose BMI value
was 215 kg/m* and consisted of 12 girls, while sub-
group C2 the patients whose BMI was <15 kg/m’ and it
consisted of 13 patients. The patients’ average age in sub-
group C1 was 17.8 years (SEM=0.672), with the aver-
age duration of the disease — 17 months (SEM=2.81)
and average value of glucose concentration in plasma
-69.7mg/dl (Median=71.6; SEM=3.36). The average
age in subgroup C2 girls reached 17.3 years (SEM
=0.820), duration of the disease — 14.3 months (SEM
=2.17) and glucose concentration in plasma 76.63 mg/dl
(Median=76; SEM =3.09). The examined group was
also divided into two subgroups depending on glucose
concentration in plasma of patients with D1, where glu-
cose concentration was normal (=70 mg/dl) and D2,
where glucose concentration was <70 mg/dl.

MATERIAL

The examined material consisted of plasma samples
obtained by centrifuging the patients’ peripheral blood.
The blood samples were collected by the vacuum method
into the Vacutaner test tubes containing anticoagulant
EDTA (1 mg/ml blood). They were stirred gently and
transferred into the centrifugation tubes containing apro-
tinine (0.6 TIU/ml blood) to inhibit the activity of pro-
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wek wirowkowych zawierajacych aprotyning (0,6 TTU/ml
krwi), aby zahamowac aktywnoS¢ proteinazy. Probki krwi
wirowano przy 1600 g przez 15 minut w temperaturze
4°C, zbierano osocze krwi i zamrazano w 70°C. Steze-
nie wybranych peptydéw (OXA, OXB, GRE) i glukozy
oznaczano jednokrotnie po przyjeciu pacjentki do Od-
dziatu w ostrym stanie choroby. Krew pobierano na
czczo w godzinach rannych, po zachowaniu 8-godzinne-
g0 postu, z jednego uktucia przy okazji wykonywania ru-
tynowych badan hematologicznych i biochemicznych.

Na przeprowadzenie badania zostata wyrazona zgoda
Terenowej Komisji Etyki Badan Naukowych przy Slaskiej
Akademii Medycznej w Katowicach. Zgode na badanie
wyrazity zardwno pacjentki i/lub rodzice badz prawni
opiekunowie, jak rowniez dziewczeta z grupy odniesienia.

METODA

Stezenie OXA i OXB mierzono przy uzyciu komercyj-
nych zestawdw radioimmunologicznych firmy Phoenix
Pharmaceuticals, Mountain View, Kalifornia. Zastoso-
wano procedure zgodng z instrukcjg producenta zesta-
wu. Probki osocza poddawano wstepnej ekstrakcji zgod-
nie z zaleceniami firmy Phoenix. Uzywano buforu A
— 1% roztwor wodny kwasu trifluorooctowego oraz bufo-
ru B - 60% roztwor acetonitrylu w 1% roztworze kwa-
su trifluorooctowego. Do ekstrakeji uzywano kolumn
chromatograficznych SEP-PAK C-18 firmy Waters Asso-
ciates. Oznaczenia stezefi oreksyn wykonano przy uzy-
ciu automatycznego licznika gamma LKB WALLAC
Clini Gamma 1272.

OXA wykazuje nastepujace reakcje krzyzowe: Orexin A
(Human, Mouse, Rat) — 100%, Orexin A (16-33) (Hu-
man, Mouse, Rat) — 0%, Orexin B (Human) - 0%,
Agouti-Related Protein (83-132)-Amide (Human) - 0%,
Neuropeptide Y (Human, Rat) - 0%, Alpha - MSHO0.
Leptin (Human) — 0%, Hypocretin-INH2 (Mouse) — 0%.
Czufo$¢ oznaczen = 0,001 ng/ml.

OXB wykazuje nast¢pujace reakcje krzyzowe: Orexin B
(Human) — 100%, Orexin B (1-28) (Mouse, Rat) — 100%,
Orexin B (3-28) (Mouse, Rat) — 100%, Orexin A (Human,
Mouse, Rat) - 0%, Agouti-Related Protein (82-132-NH2)
(Human) — 0%, Agouti-Related Protein (82-131) (Mouse)
- 0%, Neuropeptide Y (Human, Rat) — 0%, Leptin (Hu-
man) - 0%, Alpha-MSH - 0%, MGOP-27 — 0%, NE 1
- 0%. Czutos¢ oznaczen = 0,001 ng/ml.

Stezenie GRE catkowitej oznaczono przy uzyciu komer-
cyjnych zestawow radioimmunologicznych firmy Linci
Research, INC. Zastosowano procedure zgodna z in-
strukcja producenta zestawu. Oznaczenia st¢zenia GRE
catkowitej w osoczu wykonano przy uzyciu automatycz-
nego licznika gamma LKB WALLAC Clini Gamma
1272. GRE catkowita wykazuje nast¢pujace reakcje krzy-
zowe: Human Ghrelin - 100%, Rat Ghrelin — 100%,
Canine Ghrelin — 100%, Ghrelin 14 — 28 1005, Des-
-Octonvlghrelin — 100%, Ghrelin 1-10 — nieoznaczalne,
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teinase. The blood samples were centrifuged at 1600 g
for 15 minutes at 4°C, the blood plasma was collected
and frozen at — 70°C. The concentrations of selected pep-
tides (OXA, OXB, GRE) and glucose were determined
once, after the patient was admitted onto the Ward, in
acute phase of the disease. The blood was collected on
empty stomach, in the morning, after 8-hours fast, from
one puncture, while performing routine haematological
and biochemical studies.

The Regional Committee of Research Ethics at the Sile-
sian University of Medicine in Katowice gave its con-
sent for the studies. Besides, the patients and/or their
parents or legal guardians, as well as the girls from the
reference group gave their consents for the studies.

METHOD

The concentration of OXA and OXB was measured using
commercial radioimmunological sets made by Phoenix
Pharmaceuticals, Mountain View, California. The applied
procedure complied with the instructions of the set’s pro-
ducer. Plasma samples were subjected to preliminary
extraction pursuant to the procedure recommended by
Phoenix. Applied was buffer A — 1% aqueous solution
of trifluoroacetic acid and buffer B — 60% solution of
acetonitrile in 1% solution of trifluoroacetic acid. Chro-
matographic columns SEP-PAK C-18 made by Waters
Associates were used. The concentrations of orexins were
determined using the automatic gamma counter LKB
WALLAC Clini Gamma 1272.

OXA exhibits the following cross reactions: Orexin A
(Human, Mouse, Rat) — 100%, Orexin A (16-33) (Human,
Mouse, Rat) - 0%, Orexin B (Human) - 0%, Agouti-
Related Protein (83-132)-Amide (Human) — 0%, Neuro-
peptide Y (Human, Rat) - 0%, Alpha - MSHO. Leptin
(Human) - 0%, Hypocretin-1NH2 (Mouse) — 0%. Sen-
sitivity of determinations = 0.001 ng/ml.

OXB exhibits the following cross reactions: Orexin B
(Human) - 100%, Orexin B (1-28) (Mouse, Rat) — 100%,
Orexin B (3-28) (Mouse, Rat) — 100%, Orexin A (Human,
Mouse, Rat) — 0%, Agouti-Related Protein (82-132-
NH2) (Human) - 0%, Agouti-Related Protein (82-131)
(Mouse) — 0%, Neuropeptide Y (Human, Rat) - 0%, Lep-
tin (Human) — 0%, Alpha-MSH - 0%, MGOP-27 - 0%,
NE I - 0%. Sensitivity of determinations = 0.001 ng/ml.
The total GRE concentration was determined using
commercial radioimmunological sets made by Linci
Research, INC. The procedure conforming to the set
producer’s instructions was used. The total GRE concen-
tration in plasma was determined using the automatic
gamma counter LKB WALLAC Clini Gamma 1272. The
total GRE exhibits the following cross reactions: Human
Ghrelin - 100%, Rat Ghrelin — 100%, Canine Ghrelin
- 100%, Ghrelin 14 — 28 1005, Des-Octonvlghrelin
- 100%, Ghrelin 1-10 - indeterminable, Motilin Related
Peptide - indeterminable, Glucagon - indeterminable,
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Motilin Related Peptide — nieoznaczalne, Glucagon — nie-
oznaczalne, GLP-1 (7-36) — nicoznaczalne, Human Lep-
tin — nieoznaczalne, Human Insulin — nieoznaczalne.
Czutos¢ oznaczen = 0,093 ng/ml.

W obliczeniach statystycznych zastosowano: test t-Stu-
denta, nieparametryczny test U-Manna-Whitneya, ana-
lize regresji 1 korelacji Pearsona i korelacje porzadku
rang Spearmana.

WYNIKI

Srednia wartos¢ stezenia OXA w osoczu w grupie bada-
nej wynosita 33,89 pg/ml (mediana=31,6; SEM=4,61),
natomiast w grupie odniesienia — 75,99 pg/ml (media-
na=44,4; SEM=2248). W oparciu 0 nieparametrycz-
ny test U-Manna-Whitneya stwierdzono niejednorod-
noS¢ grup pod wzgledem tego parametru, p=0,0252.
Srednie stezenie OXA w osoczu dziewczat z AN bylo
statystycznie istotnie nizsze w porownaniu z grupg od-
niesienia. U badanych dziewczat wykazano statystycz-
nie istotng dodatnig korelacj¢ pomigdzy stezeniem OXA
w osoczu a BMI (R=0,3694; p=0,0125, korelacja Pear-
sona), co oznacza, ze im nizszy BMI, tym rOwniez niz-
sze stezenie OXA w osoczu.

Srednia wartos¢ stezenia OXB w osoczu w grupie bada-
nej wynosita 33,31 pg/ml (mediana=24.2; SEM=7,63),
zaS w grupie odniesienia — 31,79 pg/ml (mediana=22,75;
SEM=35,39). W oparciu o nieparametryczny test U-Man-
na-Whitneya stwierdzono jednorodnos¢ grup pod wzgle-
dem st¢zenia OXB w osoczu, p=0,4931. Nie wykazano
statystycznie istotnej korelacji pomigdzy stezeniem OXB
w osoczu a BMI u badanych dziewczat (p=0,8876;
wspdtczynnik korelacji Spearmana, R=0,1207).
Srednia wartos¢ stezenia GRE catkowitej w osoczu
w grupie badanej wynosita 6867 pg/ml (SEM=517,41),
a w grupie odniesienia — 4856 pg/ml (SEM=317,83).
Stwierdzono statystycznie istotng rdznice w stezeniu GRE
catkowite] w osoczu miedzy grupami badang i odniesie-

80 75:99 8000
Grupa badana 6867
Examined group
601 Grupa odniesienia 6000
Reference group 4856
40F 4000
33,31 31,79
201 0252 010020 2000
OXA [pg/ml] 0XB [pg/ml] GRE [pg/ml]

Rys. 1. Wartosci stezert OXA, OXB i GRE w osoczu w gru-
pach badanej i odniesienia

Fig. 1. Values of OXA, OXB and GRE concentrations in the
plasma of the examined group and reference group

GLP-1 (7-36) — indeterminable, Human Leptin — inde-
terminable, Human Insulin — indeterminable. Sensitivity
of determinations = 0.093 ng/ml.

The statistical calculations included: Student’s t-test,
nonparametric U-Mann-Whitney test, analysis of regres-
sion and correlation of Pearson and Spearman rank
correlation.

RESULTS

The average value of OXA concentration in plasma of the
examined group reached 33.89 pg/ml (Median=31.6;
SEM=4.61), whereas in the reference group — 75.99 pg/ml
(Median=44.4; SEM =22.48). Basing on the nonpara-
metric U-Mann-Whitney test the groups were found to
be heterogenous in respect of this parameter, p=0.0252.
The average concentration of OXA in the plasma of AN
girls was statistically significantly lower, as compared to
the reference group. The examined girls exhibited a statis-
tically significant positive correlation between OXA con-
centration in plasma and BMI (R=0.3694; p=0.0125,
correlation Pearson), which means that the lower the
BMI, the lower the concentration of OXA in plasma.
The average value of OXB concentration in plasma of
the examined group reached 33.31 pg/ml (Median=24.2;
SEM=17.63), whereas in the reference group—31.79 pg/ml
(Median=22.75; SEM=5.39). Basing on the nonpara-
metric U-Mann-Whitney test, the homogeneity of groups
was found in view of OXB concentration in plasma,
p=0.4931. No statistically significant correlation was
found between OXB concentration in plasma and BMI
in examined girls (p=0.8876; Spearman correlation coef-
ficient - R=0.1207).

The average value of the total GRE concentration in plas-
ma in the examined group reached 6867 pg/ml (SEM
=517.41), whereas in the reference group — 4856 pg/ml
(SEM=317.83). A statistically significant difference in
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Rys. 2. Korelacja pomiedzy stezeniem OXAw osoczu i BMI
w grupach badanej i odniesienia
Fig. 2. The correlation between the plasma concentration
of OXA and BMI in the examined group and refer-
ence group

PSYCHIATRIA | PSYCHOLOGIA KLINICZNA Vol 5 Numer |




ARTYKUE REDAKCYJNY/EDITORIAL

nia (p=0,002, test t-Studenta). Srednie stezenie GRE
catkowitej w osoczu chorych dziewczat bylo statystycznie
istotnie wyzsze niz w grupie odniesienia. U badanych
dziewczat wykazano statystycznie istotng ujemng ko-
relacje pomiedzy stezeniem GRE catkowitej w osoczu
a BMI (p=0,0015; R= -0,4597, korelacja Pearsona).
Rysunek 1 obrazuje wartosci stezei OXA, OXB i GRE
catkowitej w grupach badanej i odniesienia. Rysunki 2
13 przedstawiaja korelacje Pearsona pomigdzy stezenia-
mi OXA i GRE catkowitej w osoczu a wartoscig BMI
w obu grupach.

U pacjentek w podgrupie Bl (z postacig restrykcyjng AN)
Srednie stgzenie OXA w osoczu wynosifo 33,30 pg/ml
(mediana=32,85; SEM=4.6), OXB - 34,69 pg/ml (me-
diana=22,75; SEM=9.41), GRE catkowitej — 7185 pg/ml
(SEM=572,4) i Srednia wartos¢ st¢zenia glukozy w 0so-
czu - 74,3 mg/dl (mediana="76,7; SEM=2.7).

U chorych z podgrupy B2 (posta¢ bulimiczno-wydalaja-
ca) Srednie stezenie OXA w osoczu wynosifo 36,26 pg/ml
(mediana=20,8; SEM=15,3), OXB - 27,82 pg/ml (me-
diana=29; SEM=1745), GRE calkowitej - 5597 pg/ml
(SEM=1141,6) i Srednia wartos¢ stezenia glukozy w 0so-
czu - 69,3 mg/dl (mediana=65; SEM=4,71). Rysunek 4
obrazuje wartosci wybranych parametrow i ich wzajem-
ne zaleznoSci w podgrupie Bl i B2. Poréwnujac pod-
grupy chorych B1 i B2, wykazano statystycznie istotng
rOznice pomi¢dzy nimi pod wzgledem czasu trwania cho-
roby (p=0,0486, test U-Manna-Whitneya). Pacjentki
z podgrupy B2 chorowaly prawie dwukrotnie diuzej na
AN niz pacjentki w podgrupie Bl. Dziewczeta z pod-
grupy Bl mialy statystycznie istotnie nizsze warto$ci BMI
niz pacjentki w podgrupie B2 (p=0,0132, test U-Man-
na-Whitneya). Poréwnujac podgrupe Bl z grupa od-
niesienia, stwierdzono, ze byly one niejednorodne pod
wzgledem wieku (p=0,0127, test t-Studenta), wartosci
BMI (p<0,001, test U-Manna-Whitneya), stezenia OXA
(p<0,0231, test U-Manna-Whitneya) oraz st¢zenia GRE
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10 12 14 16 18 20 22 24 26 ..“28
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Rys. 3. Korelacja pomiedzy stezeniem GRE w osoczu i BMI
w grupach badanej i odniesienia

Fig. 3. The correlation between the plasma concentration
of GRE and BMI in the examined group and refer-
ence group
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total GRE in plasma was found between the examined
and reference groups (p=0.002, Student’s t-test). The
average concentration of total GRE in the plasma of
diseased girls was statistically significantly higher, as
compared to the reference group. The examined girls
exhibited a statistically significant negative correlation
between the total GRE concentration in plasma and BMI
(p=0.0015; R= -0.4597, Pearson correlation).

Figure 1 presents the values of the concentrations of
OXA, OXB and total GRE in the examined group and
reference group. Figures 2 and 3 present the Pearson
correlation between the concentrations of OXA and total
GRE in plasma and the BMI value in both groups.

In the patients of subgroup BI (with restricting type
of AN) the average concentration of OXA in plasma
reached 33.30 pg/ml (Median=32.85; SEM=4.6), OXB
-34.69 pg/ml (Median=22.75; SEM=9.41), total GRE
- 7185 pg/ml (SEM=572.4) and average value of glucose
concentration in plasma — 74.3 mg/dl (Median="76.7;
SEM=2.7).

The patients in subgroup B2 (binge-eating/purging
type) the average concentration of OXA in plasma
reached 36.26 pg/ml (Median=20.8; SEM=15.3), OXB
-27.82 pg/ml (Median=29; SEM=7.45), total GRE
- 5597 pg/ml (SEM=1141.6) and average value of glu-
cose concentration in plasma — 69.3 mg/dl (Median=065;
SEM=4.71). Figure 4 presents the values of selected
parameters and their correlations in subgroups Bl and
B2. Comparing the subgroups of patients Bl and B2
a statistically significant difference was found between
them in respect of the duration of the disease (p=0.04836,
U-Mann-Whitney test). The subgroup B2 patients were
affected by AN almost twice as long as those in sub-
group B1. The girls from subgroup B1 had statistically
significantly lower BMI values than the patients in sub-
group B2 (p=0.0132, U-Mann-Whitney test). A compar-

Podgrupa BT —restrykcyjna
Subgroup BI — restricting type

Podgrupa B2 — bulimiczno-wydalajgca
Subgroup B2 — binge eating/purging type

100 7"'856,0 743693

Wiek  Okres choroby ~ BMI 0XA 0XB GRE Glukoza
[lata]  [miesige] [kg/m’]  [pg/mll  [pg/mi]l [100-pg/ml] Glucose
Age Duration of disease [mg/dI]
[years] ~ [months]

Rys. 4. Wartosci wybranych parametrow w osoczu chorych
Z AN z postaciami choroby: restrykcyjng (podgru-
pa B1) i bulimiczno-wydalajgcq (podgrupa B2)

Fig. 4. Values of selected parameters in the plasma of AN
patients — with restricting type (subgroup Bl) and
binge eating/purging type (subgroup B2)
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catkowitej (p=0,0010, test t-Studenta). Dziewczgta cho-
rujace na postac restrykcyjng AN byly mtodsze w porow-
naniu ze zdrowymi, ich stgzenie OXA w osoczu bylo sta-
tystycznie istotnie nizsze, a GRE - statystycznie istotnie
wyzsze od wartosci tych parametrow w osoczu dziew-
czat z grupy odniesienia. Natomiast w przypadku po-
réwnania podgrupy B2 z grupg odniesienia stwierdzo-
no jedynie niejednorodnos¢ grup pod wzgledem BMI
(p<0,001, test U-Manna-Whitneya). Dziewczeta z po-
stacig bulimiczno-wydalajacg AN mialy statystycznie
istotnie nizszy BMI niz te w grupie odniesienia.
Srednie stezenie OXA w osoczu w podgrupie C1 (BMI
215 kg/m’) wynosito 31,77 pg/ml (mediana=18,1; SEM
=7.97), OXB - 32,55 pg/ml (mediana=26,6; SEM
=10,51), GRE catkowitej — 5145,33 pg/ml (SEM=657,3).
W podgrupie C2 (BMI<15 kg/m?) Srednie stezenie OXA
w osoczu wynosito 35,85 pg/ml (mediana=34.4; SEM
=5,24), OXB - 34,02 pg/ml (mediana=21,3; SEM
=11,43), GRE catkowitej — 8457,08 pg/ml (SEM
=474.7). Poréwnujac podgrupe C1 z podgrupg C2 wy-
kazano statystycznie istotng roznicg w stezeniu GRE
catkowitej (p<0,001, test t-Studenta). W podgrupie C2
(BMI<15 kg/m?) srednia wartos¢ GRE catkowitej byta
o ponad 1/3 wyzsza niz w podgrupie C1 (BMI>15kg/m’).
Wzajemne zaleznoSci wybranych parametrow przed-
stawia rysunek 5. Porownujac podgrupy C11iC2 z gru-
pa odniesienia stwierdzono bardzo duzg rdznice staty-
stycznie istotng w stezeniu GRE catkowitej pomiedzy
podgrupa C2 (BMI<15 kg/m?) a grupa odniesienia.
Srednie stezenie GRE catkowitej w podgrupie C2 by-
to prawie dwukrotnie wyzsze niz w grupie odniesienia
(p<0,001, test t-Studenta).

Dokonujac podziatu grupy badanej na dwie podgrupy
w zaleznoSci od wartoSci stezenia glukozy w osoczu na
D1 (stezenie glukozy 270 mg/dl) i D2 (st¢zenie gluko-
zy <70 mg/dl) i nast¢pnie porownujac je mi¢dzy soba, nie
uzyskano statystycznie istotnych roznic w zakresie porow-

Podgrupa (1 — BMI>15 Podgrupa (2 - BMI<15

Subgroup (1 Subgroup (2
200
100 + 69,7 76,6
01 31,8359 326340
20 L 178173 70]43
10
5 -
2 L
Wiek  Okres choroby ~ OXA 0XB GRE Glukoza
[lata] [miesigce] ~ [pg/ml] [pg/ml]  [100-pg/ml]  Glucose
Age  Duration of disease [mg/dl]

[years] ~ [months]
Rys. 5. Wartosci wybranych parametrow w osoczu cho-
rych z AN w podgrupach C1 (BMI215) i C2
(BMI<15)
Fig. 5. Values of selected parameters in the plasma of
AN patients in subgroups: C1 (BMI2>15) and C2
12 (BMI<15)

ison of subgroup B1 with the reference group revealed
that these groups were heterogenous in view of age
(p=0.0127, Student’s t-test), BMI values (p<0.001,
U-Mann-Whitney test), OXA concentrations (p<0.0231,
test U-Mann-Whitney) as well as total GRE concentra-
tions (p=0.0010, Student’s t-test). The girls with restrict-
ing type of AN were younger than the healthy subjects,
their OXA concentration in plasma was statistically
lower, whereas GRE - statistically higher than the value
of these parameters in plasma of the reference group
girls. On the other hand in case of a comparison of sub-
group B2 with the reference group only heterogeneity
of groups relating to BMI (p<0.001, U-Mann-Whitney
test) was confirmed. In the girls with AN of the binge
eating/purging type the BMI was statistically significant-
ly lower than in those from the reference group.

The average concentration of OXA in plasma of sub-
group C1 (BMI=15 kg/m’) reached 31.77 pg/ml (Medi-
an=18.1; SEM=7.97), OXB - 32.55 pg/ml (Medi-
an=26.6; SEM=10.51), total GRE - 5145.33 pg/ml
(SEM=657.3). In subgroup C2 (BMI<15 kg/m’)
the average concentration of OXA in plasma amount-
ed to 35.85 pg/ml (Median=34.4; SEM=5.24), OXB
—34.02 pg/ml (Median=21.3; SEM=11.43), total GRE
- 8457.08 pg/ml (SEM=474.7). A comparison of sub-
group C1 with subgroup C2 exhibited a statistically sig-
nificant difference in total GRE concentration (p<0.001,
Student’s t-test). In subgroup C2 (BMI<15 kg/m?) the
average value of total GRE was by over 1/3 higher than in
subgroup C1 (BMI=15kg/m’). The correlations between
the selected parameters are presented in Figure 5. A com-
parison of subgroups C1 and C2 with the reference group
indicated a very significant difference in total GRE con-
centration between subgroup C2 (BMI< 15 kg/m?) and
reference group. The average concentration of total GRE

Podgrupa D1 — glukoza>70 mg/dl
Subgroup D1 — glucose>70 mg/dl

Podgrupa D2 — glukoza<70 mg/dl
Subgroup D2 — glucose <70 mg/dl

100 p 61102
50
wp L3177 149 15,1
0k
5t
2t
! Wiek  Okres choroby ~ BMI 0XA 0XB GRE

[lata] [miesige] ~ [kg/m"] [pg/ml] [pg/ml]l  [100-pg/ml]
Age  Duration of disease
[years] [months]

Rys. 6. Wartosci wybranych parametrow w osoczu cho-
rych z AN w podgrupach: D1 (steZenie glukozy
>70 mg/dl) i D2 (stezenie glukozy <70 mg/dl)

Fig. 6. Values of selected parameters in the plasma of

AN patients in subgroups: D1 (glucose concen-
tration 270 mg/dl) and D2 (concentration of glu-
cose <70 mg/dl)
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nywalnych parametréw pomiedzy podgrupami C11 C2.
Niemniej jednak stwierdzono, ze w podgrupie D2 Sred-
nie stezenie GRE catkowitej w osoczu byto o okoto 1/4
wyzsze (7996,8 pg/ml) niz u pacjentek z prawidfowym
stezeniem glukozy w osoczu, D1, (6114,5 pg/ml). Rysu-
nek 6 obrazuje Srednie st¢zenia wybranych parametrow.

OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

Oreksyny A i B to peptydy stymulujace taknienie i syn-
tetyzowane w wysoce specjalistycznych neuronach pod-
wzgorza bocznego i tylnego w OUN. Jest to obszar
moOzgu odpowiedzialny za zachowanie zwigzane z je-
dzeniem. Znane s doniesienia, iz OXA juz w okresie
plodowym wplywa na dojrzewanie i wzrost przewodu
pokarmowego®. W literaturze przedmiotu sg prace in-
formujace o roli oreksyn w mechanizmie gfodu i syto-
Sci lub homeostazy ustrojowej gtdwnie na modelu zwie-
rzecym #7119 " Arihara 1 wsp. (2001) po raz pierwszy
wykazali obecnos¢ OXA w osoczu u ludzi i oznaczyli
stezenie tego peptydu u 17 zdrowych japofiskich ochot-
nikdw. Stezenie OXA bylo oznaczane metoda RIA w go-
dzinach rannych i nocnych. U 9 kobiet (na 17 badanych)
nie byto znamiennej rdznicy w st¢zeniu OXA oznaczo-
nej rano i w nocy. Stezenie OXA w osoczu wynosito
1,94+0,24 pmol/1*¥. U 20 zdrowych polskich ochotni-
czek Srednie stezenie OXA w osoczu oznaczonej jedno-
krotnie rano na czczo wynosito 75,99 pg/ml.

W badaniu przeprowadzonym u 25 polskich dziewczat
chorujacych na AN Srednie stezenie OXA w osoczu wy-
nosifo 33,89 pg/ml i wykazywato statystycznie istotng
dodatnig korelacje z BMI (p=0,0125, korelacja Pearso-
na). Niskie stgzenie OXA w osoczu odpowiadato niskiej
wartoSci BMI. Adam i wsp. (2002) oznaczyli st¢zenie
OXA u ludzi otytych i wykazali, ze w tej grupie stezenie
OXA koreluje ujemnie BMI. U ludzi otytych (wysoki
BMI) stezenie OXA w osoczu jest niskie. Na podstawie
przeprowadzonych badaf autorzy sugeruja, ze OXA bie-
rze udziat w regulacji energetycznej ustroju®.

Po dokonaniu podziatu badanych chorych na dwie pod-
grupy w zaleznosci od wartosci BMI na C1 - n=12
(BMI>15kg/m?) i C2 - n=13 (BMI<15 kg/m’) nie wy-
kazano statystycznie istotnej roznicy w stezeniu OXA
w osoczu pomi¢dzy nimi. Podobnie nie wykazano sta-
tystycznie istotnych roznic przy pordwnaniu stezein OXA,
biorgc jako kryterium podziatu st¢zenie glukozy w oso-
czu (>70 mg/dli1 <70 mg/dl). W przeprowadzonym
badaniu st¢zenie OXB w osoczu nie rdznito si¢ istotnie
statystycznie w grupach badanej i odniesienia w po-
dziale na podgrupy pod wzgledem wartosci BMI, ste-
zenia glukozy i postaci AN.

Caiiwsp. (2002) sugeruja, ze neurony produkujace OXA
sq stymulowane przez obnizone st¢zenie glukozy i jed-
noczesnie hamowane przez sygnaly dochodzace z prze-
wodu pokarmowego®. Inne eksperymentalne badania
dowodza wystepowania zaleznoSci pomi¢dzy neuronami
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in subgroup C2 was almost twice higher than in the ref-
erence group (p<0.001, Student’s t-test).

The division of the examined group into two subgroups
depending on the plasma concentration of glucose, i.e.
into D1 (glucose concentration 270 mg/dl) or D2 (glu-
cose concentration <70 mg/dl), and then the comparison
of these two, did not indicate any statistically significant
differences within the comparable parameters between
subgroups C1 and C2. It was found out, however, that
in subgroup D2 the average concentration of total GRE
in plasma was by approx. 1/4 higher (7996.8 pg/ml), as
compared to the patients with normal plasma concentra-
tion of glucose, D1 (6114.5 pg/ml). Figure 6 illustrates
the average concentrations of selected parameters.

DISCUSSION OF RESULTS

Orexins A and B are appetite stimulating peptides, which
are synthesized in highly specialistic neurons of lateral
and posterior hypothalamus in the CNS. This is the brain
area responsible for the eating-related behaviour. Accord-
ing to some reports, OXA as early as in the foetal period
affects the maturation and growth of alimentary tract”.
The relevant literature contains articles informing about
the role of orexins in the mechanism of hunger and
satiety or systemic homeostasis, mainly on the animal
model**+¢*9_ Arihara et al. (2001) were the first to
indicate the presence of OXA in human plasma and
determined the concentration of this peptide in 17 healthy
Japanese volunteers. The concentration of OXA was
determined with RIA method in the morning and at night.
In 9 women (of 17 examined) no statistically significant
difference was found in the concentration of OXA deter-
mined in the morning and at night. The concentration
of OXA in plasma amounted to 1.94+0.24 pmol/I**. In
20 Polish healthy volunteers the average concentration
of OXA in plasma determined once in the morning, on
empty stomach, amounted to 75.99 pg/ml.

In the study carried out in 25 Polish girls with AN the aver-
age concentration of OXA in plasma reached 33.89 pg/ml
and exhibited a statistically significant positive correla-
tion with BMI (p=0.0125, Pearson correlation). A low
concentration of OXA in plasma corresponded to a low
value of BMI. Adam et al. (2002) determined the con-
centration of OXA in obese subjects and indicated that
in that examined group the concentration of OXA cor-
related negatively with BMI. In obese people (high BMI)
the concentration of OXA in plasma is low. Basing on
the performed studies the authors suggest that OXA par-
ticipates in the organism’s energy regulation®”.
Having divided the patients into two subgroups depend-
ing on the BMI value: subgroup C1 - n=12 (BMI
>15 kg/m’) and subgroup C2 - n=13 (BMI< 15 kg/m?),
no statistically significant difference was indicated in
OXA concentration in plasma between the patients sub-
groups C1 and C2. Similarly, no statistically significant
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wytwarzajacymi oreksyny a aktywnoScig neuronalng
w komorkach nerwowych przewodu pokarmowego. Po-
wszechnie wiadomo, ze komorki te odgrywaja role w za-
chowaniu lub/i neuroendokrynnej odpowiedzi na hipo-
glikemie. Neurony produkujace OXA moga zawiadywac
pobieraniem pokarmu w sposob krotkotrwatly, tzn. praw-
dopodobnie by rozpoczac pobieranie pokarmu w odpo-
wiedzi na pobudzenie. Jednym ze stymulatorOw tego
dziatania jest spadek stezenia glukozy we krwi. OXA
stymuluje taknienie, czyli powoduje wzrost spozycia po-
karmu poprzez dzialanie na neurony podwzgorza zalez-
ne od stezenia glukozy, a hipoglikemia nasila spozycie
pokarmu®*™. Jednoczes$nie poczyniono obserwacie, ze
OXA powoduje wzrost predkoSci metabolizmu. Fakt ten
sugeruje, Ze OXA raczej moze mie¢ wpltyw na kontrolg
energetyczng w organizmie, a poprzez ten mechanizm
rowniez dtugoterminowo na regulacje spozywania po-
karmu. Ostatnio prowadzone badania wskazuja, ze OXA
reguluje takze stan czuwanie-sen i by¢ moze okaze sie,
iz jest markerem biochemicznym narkolepsji?.

Rola OXB w organizmie nie jest do kofica jasna. Przepro-
wadzone badania na modelu zwierz¢cym przez Jones
i wsp. (2001) sugeruja, ze OXB jest raczej odpowie-
dzialna za aktywnoS¢ ruchowa w miejscach dobrze zna-
nych lub nowych®”. OXB nie ma prawie zupetnie lub
wcale wplywu na zachowania zwigzane z jedzeniem.
Odpowiedzialna jest natomiast wylacznie za hipertermig
organizmu, ktdrej nie towarzyszy brak taknienia®. Po-
woduje zachowania zwierzat typu: iskanie si¢, obwachi-
wanie, czyli zwigksza ich ruchliwos¢, kiora ma prowadzic
do obnizenia temperatury. Zachowanie takie interpre-
towane jest takze jako ,,adaptacyjne”, a nie zwigzane
z poszukiwaniem pokarmu. Wydaje si¢, iz OXB poza
wplywem na temperaturg ciata nie ma istotnego zna-
czenia w regulacji rownowagi energetycznej”. Trzyty-
godniowy okres glodzenia szczura powoduje wzrost
aktywnosci jedynie neurondéw produkujacych OXA®.
W dostepnej literaturze jest niewiele prac dotyczacych
roli oreksyn w jadtowstrecie psychicznym, a wyniki przed-
stawione w niniejszym doniesieniu dotyczg populacji
dziewczat chorujacych na AN. W anoreksji psychicznej
dochodzi do drastycznego zmniejszenia masy ciafa. Po-
branie krwi w celu oznaczenia wybranych parametrow
w niniejszym badaniu mialo miejsce w godzinach ran-
nych na czczo, po §-godzinnym poscie. Na tej podsta-
wie nalezy sadzi¢, iz doszto do zablokowania oSrodka
sytosci i inhibitorOw taknienia, a uaktywnienia oSrodka
gtodu i aktywacji stymulatorow taknienia. Rownoczesnie
nalezy rozwazy¢ koncepcje Inui (2001), ze w AN ma
miejsce ,,mieszany” sygnat glodu i sytosci sprzyjajacy
ambiwalentemu stosunkowi do jedzenia®. Brak rowno-
wagi pomi¢dzy sygnatami oreksygenicznymi a anoreksy-
genicznymi moze by¢ odpowiedzialny za postac buli-
miczng tego zaburzenia. Analizujgc stezenia OXA, OXB,
GRE i glukozy u chorych z postacig restrykcyjng AN
(podgrupa B1) i bulimiczno-wydalajacg (podgrupa B2),

differences were found in the comparison of OXA con-
centrations when the division criterion was the plasma
concentration of glucose (>70 mg/dl and <70 mg/dl). In
the performed study the plasma concentration of OXB
did not statistically significantly differ between the exam-
ined and reference groups in the division into subgroups
in view of BMI, glucose concentration and AN type.
Caietal. (2002) suggest that neurons producing OXA
are stimulated by the decreased concentration of glucose
and simultaneously inhibited by the signals coming from
alimentary tract®. Other experimental studies demon-
strate a correlation between neurons which produce orex-
ins and neuronal activity in the nervous cells of alimentary
tract. Admittedly, these cells play a role in the behaviour
or/and neuroendocrine response to hypoglycaemia. Neu-
rons producing OXA may control food intake in a short-
lasting manner, i.e. probably to start the food intake in
response to stimulation. One of the stimulators of such
action is a decrease in glucose concentration in blood.
OXA stimulates appetite, i.e. causes an increase in the
food intake by affecting hypothalamic neurons dependent
on glucose concentration, while hypoglycaemia enhances
the food consumption®"*'?. At the same time OXA was
observed to have caused an increase in the rate of meta-
bolism. This fact suggests that OXA may affect the energy
control in the organism and owing to this mechanism
also — in the long run - regulation of the food con-
sumption. Recent studies indicate that OXA regulates
also the wakefulness-sleep status and it may appear to
be a biochemical marker of narcolepsy".

The role of OXB in the organism is not quite clear as yet.
The studies carried out on the animal model by Jones
et al. (2001) suggest that OXB is rather responsible for
the motor activity in well known or new places”. OXB
does not at all affect or very little affects the eating-relat-
ed behaviours. On the other hand it is completely res-
ponsible for the organism’s hyperthermia which is not
accompanied by the lack of appetite. It causes such
behaviours in animals as grooming or sniffing each other,
thus it increases their mobility which is supposed to
decrease the temperature; such behaviour is interpreted
as “adaptational” and is not connected with searching
for food. It seems that OXB apart from affecting the body
temperature does not play any significant role in regula-
tion of energy balance®. The three-week period of the
rat’s starvation increases only the activity of neurons
which produce OXA". Available literature contains few
articles on the role of orexins in anorexia nervosa, and
the results presented in this article refer to the popula-
tion of AN girls. In mental anorexia the body mass is
drastically reduced. The blood for determining the select-
ed parameters was drawn in the morning, on empty sto-
mach, after § hrs fast. Basing on this, we can surmise
that the satiety centre and appetite inhibitors were block-
ed, simultaneously the hunger centre and appetite stim-
ulators were activated. At the same time the concept of
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nie wykazano roznic statystycznie istotnych w zakresie
tych parametrow pomiedzy podgrupami. Nalezy jednak
zaznaczyc¢, iz podgrupe Bl reprezentowato 20 dziewczat,
a B2 jedynie 5 chorych. Niskie Srednie st¢zenie OXA
u chorych z AN obserwowane w niniejszym badaniu
by¢ moze podyktowane jest faktem, iz pacjentki te miaty
za wysokie st¢zenie glukozy w osoczu na czczo, aby mo-
gta by¢ zwigkszona produkcja OXA. Jednocze$nie widac
(rys. 6), ze przy niskim stezeniu glukozy w osoczu ob-
serwuje si¢ wyzsze stezenie OXA, pomimo braku staty-
stycznie istotnej rOznicy w pordwnaniu st¢zenia glukozy
i stezenia OXA. Otrzymane wyniki sa zgodne z hipote-
zami innych autordw, ze stezenie OXA rosnie wraz z na-
rastajacg hipoglikemig™*'***, ale zagadnienie to wymaga
jeszcze wyjasnienia.

U chorych na AN $rednie st¢zenie GRE catkowitej w oso-
czu wynosito 6867 pg/ml i stwierdzono statystycznie istot-
na ujemng korelacje pomigdzy st¢zeniem GRE a warto-
Scig BMI. Im nizsza warto$¢ BMI, tym wyzsze st¢zenie
GRE w osoczu. Wynik ten jest zgodny z doniesieniami
innych autorow®**.

Grelina to endogenny ligand dla hormonu wzrostu (GH),
ktory dziata poprzez receptor GH-R. Peptyd ten, pomi-
mo iz powstaje na obwodzie (produkowany jest przez
komorki oktadzinowe zotgdka), dziata rowniez w OUN.
Jego dziatanie obwodowe polega na hamowaniu uwal-
niania gastryny w okresie glodu (przy pustym zotadku).
Posrednie oSrodkowe dziatanie GRE to stymulacja se-
krecji GH w przysadce mozgowej, stymulacja spozycia
pokarmu w mechanizmie dziatania zaleznym od rodza-
ju spozytego pokarmu®. W badaniach na zwierz¢tach nie
wykryto GRE u ptodéw szczurzych. Jej aktywnos¢ po-
jawia si¢ dopiero od 7. dnia, a najwigksze stezenie osiaga
w 22. dobie po urodzeniu. W zwigzku z tym faktem rodzi
si¢ hipoteza, iz GRE jest peptydem odpowiedzialnym
za rozw0j organizmu poprzez wzrost spozycia pokarmu,
a tym samym rowniez wzrost BMI. To zadanie GRE
spetnia przez stymulacj¢ sekrecji hormonu wzrostu, insu-
liny i gastryny, zatem ma ona wplyw na metabolizm®*"**.
Rodzaj spozytego pokarmu nie jest bez wplywu na ste-
zenie GRE w osoczu - dieta ubogobiatkowa powoduje
wzrost sekrecji tego peptydu, a wysokottuszczowa skut-
kuje jej obnizeniem. Rownocze$nie wiadomo, ze codzien-
ne regularne podawanie GRE przyczynia si¢ do wzrostu
masy ciata w mechanizmie redukcji, czyli zmniejszenia
spalania ttuszczu. U pacjentdw z AN obserwuje si¢ wzrost
podstawowego poziomu GH. Wiadomo, ze glodzenie
stymuluje uwalnianie GRE, a ona stymuluje uwalnianie
GH. Nie jest zupetnie jasne, czy niedozywienie, czy wrecz
gtodzenie, aktywuje ten system“”.

W niniejszym doniesieniu w prezentowanym badaniu
zostaly wziete pod uwagg jedynie trzy peptydy oreksyge-
niczne - OXA, OXB i GRE. Nalezg one do grupy pepty-
dow stymulujacych taknienie i stojg na strazy homeo-
stazy organizmu. Kazdy z tych peptydow swoje zadanie
realizuje w nieco odmienny sposob. Wydzielanie OXA
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Inui should be considered (2001), according to which
in AN a “mixed” signal of hunger and satiety occurs,
which supports the ambivalent attitude to eating™. The
lack of the balance between orexigenic and anorexigenic
signals may be responsible for the binge eating type of
this disorder. Analysis of the concentrations of OXA,
OXB, GRE and glucose in patients with restricting type
of AN (subgroup B1) and binge eating/purging type
(subgroup B2), did not exhibit any statistically signifi-
cant differences within these parameters between the sub-
groups. Yet it should be taken into account that sub-
group Bl was represented by 20 girls, whereas B2 only
by 5 patients. The low average concentration of OXA in
AN patients observed in this study could result from the
fact that these patients exhibited too high a plasma con-
centration of glucose on empty stomach, therefore OXA
production could not be increased. At the same time it
can be seen (fig. 6) that with low plasma concentration
of glucose the concentration of OXA is higher, despite the
lack of a statistically significant difference in the com-
parison of the concentrations of glucose and OXA. The
obtained results are consistent with the other authors’
hypotheses according to which the concentration of OXA
increases with increasing hypoglycaemia®'***, but this
issue needs some further clarification.

In AN patients the total GRE concentration in plasma
amounted to 6867 pg/ml and a statistically significant
negative correlation was found between GRE concen-
tration and BMI value. The lower the BMI value, the
higher the concentration of GRE in plasma. This result
is consistent with the other authors’ results***.
Ghrelin is an endegenous ligand for the growth hormone
(GH) which acts through receptor GH-R. Although this
peptide occurs on circumference (it is produced by the
parietal cells) it is also functioning in the CNS. Its periph-
eral effects consist in inhibition of gastrin release during
hunger (with empty stomach). Indirect peripheral effects
of GRE consist in GH secretion stimulation in the pitu-
itary gland, the food intake stimulation in the mecha-
nism of action dependent on the type of the consumed
food". In studies on animals GRE was not found in rats’
foetuses. Its activity occurs no sooner than on the 7" day,
whereas the highest concentration is reached on the 22"
day after birth. This gives rise to the hypothesis that GRE
is a peptide responsible for the organism’s development
through an increased intake of food, and thus also the
BMI increase. GRE fulfils this task through stimulation
of the secretion of the growth hormone, insulin and
gastrin, thus it affects the metabolism®”*. The type of
the consumed food affects the plasma concentration of
GRE - a low protein diet causes an increase in the secre-
tion of this peptide, whereas the high fat diet causes its
reduction. At the same time we know that regular every-
day administering of GRE causes an increase in the body
mass in the mechanism of reduction, i.e. decrease of fat
metabolism. In AN patients an increase of the basic level
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ma Scisly zwigzek ze stgzeniem glukozy w ustroju. OXA
petni funkcje¢ stymulatora faknienia bezpoSrednio po
okresie gtodzenia. Rownoczesnie peptyd ten, wywolujac
krotkotrwale hipotermie, zwicksza pobieranie pokarmu,
natomiast diugoterminowo prowadzi do hipertermii. Na-
lezy sobie zatem zadac pytanie, czy pobieranie pokarmu
1 termoregulacja s zjawiskami wspofistniejacymi czy ra-
czej sktadowg integrujacego uktadu regulacyjnego, kto-
rego dziatanie moze byc cz¢scig fizjologicznych odpo-
wiedzi majacych na celu zmiany adaptacyjne organizmu.
Model taki moze integrowac zardwno procesy anabo-
liczne i gromadzenie zapasow energetycznych (kierunek
wzmagajacy pobieranie pokarmu i ostabiajacy nasilenie
metabolizmu, a w konsekwencji zmniejszajacy tempera-
ture 1 przez to utrate ciepta), jak i kataboliczne, np. spa-
dek zawartoSci substancji energetycznych (stan sytosci
z wysokim wspoiczynnikiem metabolicznym i tempera-
turg ciata).

OXB reguluje gospodarke energetyczng organizmu
najprawdopodobniej przez kontrolg termoregulacji. Ob-
niza hipertermi¢ organizmu poprzez wplyw na motory-
ke (zwigksza ruchliwos¢ i swoiste zachowania u zwie-
rzat). Nie ma bezposredniego wplywu na stymulacje
taknienia®”.

GRE jest poteznym stymulatorem taknienia, dziafa glow-
nie w zotgdku i w okresie gtodu hamuje uwalnianie ga-
stryny, jak rowniez pobudza sekrecje GH.

Mozna zadac sobie pytanie: dlaczego w prezentowa-
nym badaniu stezenie GRE u chorych na AN istotnie
wzrasta, a OXA istotnie maleje w osoczu w porowna-
niu z grupg odniesienia?

Jedna z hipotez moze by¢ ta, ktora sugeruje, ze GRE
jako silny stymulator taknienia, biorgc udzial w mecha-
nizmie zwigzanym z adipocytami w ostrym niedozy-
wieniu badz glodzeniu, stoi na strazy redukcji ich ilosci,
dziata rOwniez w mechanizmie wzajemnej zaleznosci
glukoza-insulina na zasadzie sprz¢zenia zwrotnego z lep-
tyng. OXA dziata giéwnie w mechanizmie st¢zenia glu-
kozy w organizmie. Jak zauwazono powyzej, by¢ moze
chore objete badaniem miaty za wysokie stezenie glu-
kozy w osoczu, aby zablokowac wydzielanie insuliny.
Wzajemna integracja czynnikOw oreksy- i anoreksyge-
nicznych w AN nadal pozostaje w sferze spekulacji i hi-
potez. Prezentowane jednorazowo wykonane st¢zenie
wybranych peptydow oreksygenicznych w AN mogag
przyczyni€ si¢ do zrozumienia wzajemnych zaleznosci
czynnikow biologicznych biorgcych udziat w powsta-
waniu AN. Temat ten pozostaje jednak nadal otwarty
1 wymaga dalszych badan.

WNIOSKI

Uzyskane wyniki w prezentowanym doniesieniu sugeru-

Jja nastepujace wnioski:

1. U chorych z jadtowstretem psychicznym (gfownie z je-
go postacig restrykcyjng) sposrod trzech analizowa-

of GH is observed. Hunger is known to stimulate the
release of GRE, which in turn stimulates the release of
GH. We do not quite know as yet whether or not the
hunger activates this system®”.

This study involves only three orexigenic peptides: OXA,
OXB and GRE. They belong to the group of appetite
stimulating peptides and thus control the organism’s
homeostasis. Each of these peptides accomplishes its
task in a bit different way. The secretion of OXA is strict-
ly correlated with glucose concentration in the organ-
ism. OXA acts as a stimulator of appetite immediately
after starvation. At the same time this peptide, inducing
a short-term hypothermia, increases the food intake,
while in the long run it causes hyperthermia. Therefore
the question should be asked whether the food intake
and thermoregulation are concomitant phenomena or
rather a part of an integrating regulatory system whose
effects may be a part of physiological responses aimed
at adaptational changes in the organism. Such model
may integrate both anabolic processes and storage of
energy reserves (the trend which enhances the food intake
and decreases the metabolism, and consequently decreas-
es the temperature and thus is also responsible for the
loss of heat) and catabolic processes — e.g. a decrease
in the content of energy substances (satiety status with
a high metabolic coefficient and body temperature).
OXB regulates the organism’s energy balance most
probably mainly by the control of thermoregulation. It
decreases the organism’s hyperthermia by affecting its
motor activity (it increases the animals’ mobility and
specific behaviours). It does not directly affect the appe-
tite stimulation®”.

GRE is a very strong stimulator of appetite, it acts main-
ly in the stomach and inhibits, during hunger, the release
of gastrin, and stimulates GH secretion.

We could ask the question: why in the presented study
the GRE concentration in AN patients significantly
increases, while OXA significantly decreases in plasma,
as compared to the reference group?

One of the hypotheses may be the one, which suggests,
that GRE as a strong stimulator of appetite, acting in
the mechanism connected with adipocytes in acute mal-
nutrition or starvation controls the reduction of their
amount, and acts in the mechanism of glucose-insulin
interaction through a feedback with leptin. OXA acts
mainly in the mechanism of glucose concentration in the
organism. As I have written above, perhaps the patients
involved into the study exhibited too high plasma con-
centration of glucose to be able to inhibit the insulin
secretion. The integration of orexi- and anorexigenic
factors in AN still remains in the sphere of speculations
and hypotheses. The presented singly determined con-
centration of selected orexigenic peptides in AN may
contribute to the comprehension of biological interac-
tions contributing to AN occurrence. However, this is still
an open subject, requiring further research.
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nych peptyddw oreksygenicznych: OXA, OXB i GRE
— jedynie dwa z nich: OXA i GRE istotnie zmienia-
ja swoje stezenie w osoczu w ostrej fazie choroby.

Stezenie OXA w osoczu jest statystycznie istotnie
nizsze, a st¢zenie GRE catkowitej jest statystycznie
istotnie wyzsze w pordwnaniu z grupg odniesienia.
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