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1. Osszefoglalas

Az antenatalis steroid terdpia hatékonysaga a korasziilottek Respiracios Distress
Syndrémdjanak (RDS) megeldzésében bizonyitott, az ezzel kapcsolatos protokoll
kidolgozott, s minden részletében evidencidkon alapul. A gliikokortikoidok prenatalis
szerepével kapcsolatban azonban egyre vildgosabban latszik, hogy a hatds nem
korlatozédik pusztan a tiidére, azaz egyre inkabb beszélhetiink a gliikokortikoidoknak a

prenatalis id0szakban kifejtett ,,hormonalis imprinting” hatasarol.

Az értekezés elsé része, mely a human fotalis tiidé glukokortikoid recepcidjanak
kialakulaséval foglalkozik, mai szemmel nézve nem tartalmaz tudomanyos ijdonsagot,
egyetlen érdeme, hogy ,kiallta az id0 probajat”, azaz korszerlibb modszerekkel

megerdsitést nyert.

Az értekezés masodik része azonban egy viszonylag 0j peptid, a ghrelin lehetséges
szerepével foglalkozik, egy relative uj megvilagitasbol. A ghrelinnek a taplalkozas
szabalyozasaban betoltott szerepérdl jelentds mennyiségli irodalmi adat all
rendelkezésre, azonban kevés adat van a human placentdban is termel6dé hormonnak a
reprodukcidban jatszott szerepével kapcsolatban. Hianyosak az adatok a korai magzati
¢let alatti ghrelin koncentraciokrdl, arrol, hogy a foto-placentaris egység mely
kompartmenjében jatszodik le a ghrelin acylacidja, s hogyan viszonyul egymashoz az
un. acylalt ghrelin és a total ghrelin mennyisége az anyaban ¢és a magzatban. Tovéabbi
tisztazatlan kérdés a ghrelinnek a hypothalamo-hypophyseo-adrenalis tengely mentén
kifejtett hatdsa, azaz a glukokortikoidok és a ghrelin kapcsolata. Jelen kutatds a fenti

kérdések megvalaszolasdhoz kivan adatokat szolgaltatni.



2. Bevezetés

Az antenatalis cortisosteroidokat Liggins and Howie vezette be a human prenatalis
medicindba 1972-ben. Azota szamos randomizalt kontroll vizsgélat és ezek meta-
analizise erdsitette meg az antenatalis steroid kezelés hatékonysagat és 1994-ben az
amerikai National Institutes of Health konszenzusos ajanldsava lépett el ennek rutin
hasznalata a 24-34 gestacios hét kozott sziiletett 0jsziilottek esetében. Magyarorszagon
Szabo és munkatarsai elsék kozott kezdték alkalmazni a steroid profilaxist fenyegetd
korasziilések esetén, s szdmoltak be rovid és hosszu tavi kovetéses vizsgalatokrol a
gliikokortikoid kezeléssel kapcsolatban.

A klinikai vizsgalatok arra is egyértelmii valaszt adtak, hogy az antenatalis corticosteroid
terapianak nem csupan a tido fejlédésére van hatdsa, hanem csokkenti az
intraventricularis hemorrhagia, valamint a necrotizal6 enterocolitis gyakorisagat is,
elsésorban az extrémen alacsony stlyu jsziilottekben.

Nincs bizonyiték arra vonatkozodan, hogy az ismételt dozisok novelnék a hatékonysagot,
azonban hosszll tavu hatasként leirtdk, hogy 14 éves kdvetéses vizsgalat utan mind a
systolés, mind pedig a dyastolés vérnyomds emelkedettebb volt azoknal, akik ismételt
dézisokat kaptak.

Annak ellenére, hogy évtizedeken keresztiil halmozodtak adatok mind a klinikai, mind
pedig az alapkutatdsok szintjén, a gliikkokortikoid-indukélta tiid6 érés pontos
mechanizmusa a mai napig nem ismeretes.

Mai tudasunk szerint az antenatalis corticosteroidok legfébb hatisa a tiidé anatomiai
fejlodésének programozasa, s ehhez képest csupan addiciondlis és rovid tdva hatds a
surfactant szintézisének serkentése.

Az altalunk vizsgalt teriilet egyrészt a human fotalis tiid6 cortisol recepcidjanak fiziko-
kémiai jellemzése volt, masrészt annak igazoldsa, hogy a hypothalamo-hypophyseo-
adrenalis tengely épsége sziikséges a normal tiid steroid recepcidjanak kilakulasédhoz.
A human fotalis tiido cortisol recepcidjat a terhesség 14-28. hete kozott vizsgaltuk, az
akkori standardok szerint abortusként definialt fotusokban. Vizsgalataink bizonyitottak,
hogy magas affinitasu, specifikus és telithetd cortisol receptorok vannak jelen a tiidoben,
s indirekt bizonyitékot szolgaltattak arra vonatkozoan, hogy nem minden sejttipus
gliikokortikoid célsejt. A tiid6 cellularis proliferacidja a 22-24. hétre befejezddik, ez az a

periddus, melyben a canalicularis fejlodési fazist felvaltja a saccularis fazis. A csokkend



receptor koncentracid az intenziv sejtproliferaciot jelzi. Mivel nem minden sejttipus
gliikokortikoid célsejt, a sejtproliferacioval szinkron csokken az egységnyi DNA-ra

vonatkoztatott receptorszdm.(1.4bra)

cytoplasma cortisol kdtése Anencephal és normél magzatok
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1.Abra Human fotalis tiid6 cytoplasmatikus 2.Abra Anencephal (A) n=9 és normal (®)n= 18
cortisol recepcid n=47, Spearman k= 0.015 magzati tiidok cortisol receptor atlagértékei

Az anencephal magzatok vizsgalata pedig megerdsitette, hogy a hypothalamo-
hypophyseo-adrenalis tengely miikodésének sériilése befolydsolja a magzati tiido

cortisol recepcidjanak fejlodését . (2.4bra)

Két évtizeddel késébb jelent meg egy cikk, mely 7-40 gestacids hétre sziiletett fotusok
tiidejének neuroendokrin sejtjeiben egy 1j peptid, a ghrelin immunoreaktivitasat mutatta
ki, s kereste azt a ,,cut off” pontot a terhességi hetekben, mely szignifikans kiilonbséget
produkal az immunoreaktivitds mértékében. Ez a pont a 18-20 hétre esett, mely a
pseudoglandularis és canalicularis fazist elvalaszté id6pont. A vizsgalat azt mutatta,
hogy a fotalis tiid6 neuroendokrin sejtjei olyan mértékben expresszaljak a ghrelint, mint
a gyomor oxyntic mucosa sejtjei, a fotalis tiid6 tehat bizonyosan az egyik forrdsa a

ghrelinnek .

A ghrelin-t 1999-ben fedezték fel, valojaban az addig csak mesterséges molekuldkként
1étrehozott growth hormone secretagouges (GHS) molekulak utan megtalaltak a receptor

endogén ligandjat.



Ghrelin szerkezete

“@EOEOEEERARy)
g @mmﬁf@
N RO RO ROE

H
n-octanayl group (C8:0)

A ghrelin egy 28 aminosavbol allo6 peptid, melynek N-termindlis végén, a 3-as
pozicidban 1évé serin aminosavhoz kapcsolddik egy octansav. Ez a tulajdonsag adja a
peptid egyelore unikalis jellegét, ez ugyanis az elsé olyan bioaktiv peptid, melyhez egy
poszttranszlacidos mechanizmus sordn szerves sav kapcsolodik, ezt a format hivjuk
acylalt ghrelinnek, vagy aktiv ghrelinnek. A ghrelin elsddleges termelddési helye a
gyomor, azonban kisebb mértékben, de termeli a bélrendszer, a pancreas, a hypophysis,
a hypothalamus és a placenta. A fotalis élet alatt azonban a gyomor utan a tiid6
neuroendokrin sejtjeinek €s a pancreas insulin termeld B sejtjeinek a legnagyobb a
ghrelin expresszalo képessége.

Bar az eredeti felfedezés alapja az acylalt ghrelin GH release hatasa volt, azonban a
ghrelinnek szamos egyéb periférias, endokrin és non-endokrin hatasa is van. A GHS
receptor (GHS-R) klonozésa utani funkcionalis vizsgéalatokbodl kideriilt, hogy a ghrelin
receptornak két szubtipusa van. A GHS-Rla, mely az evolucidé soran egy feltlinden
konzervalt struktira, és az eliilsé hypophysis, a hypothalamus bizonyos teriiletei, a
hippocampus valamint a substantia nigra tartalmazzak, tovabba a periférids szovetek
koziil a sziv, a mellékvese és a pajzsmirigy. Ehhez a receptorhoz a ghrelinnek csak az
acylalt formaja képes kotddni. A masik szubtipus a GHS-R1b, mely egy rovidebb
izoform, és szamos periférids szovetben megtalalhatd, s a ghrelinnek a nem acylalt
formajat koti. Az a tény, hogy maga az acylacié megvaltoztatja a hormon receptorhoz
valo kotésének képességét, valamint a vér-agy gaton vald atjutdsat, erdsiti azt az
elképzelést, hogy a ghrelin felfedezése kapcsdn nem csupan egy uj biologiailag fontos
peptidet ismertiink meg, hanem egy eddig ismeretlen jelenséget is. A ghrelin az els
olyan biologiailag aktiv peptid, melynek acylacidja bizonyitottan befolyasolja a peptid
hatésat ill. hatasanak helyét.

Szamos hypothalamikus peptid képes étvagy stimuldlasra centralis adagolds utén,
azonban ezek a peptidek hatdstalanok, ha perifériasan adjak dket. A ghrelin az els6 olyan

peptid, mely szisztémas adas utan is képes evést provokalni, vagyis étvagyat stimulalni.



Human kisérletekben is bizonyitast nyert a ghrelin étvagyat ¢s kaldriafelvételt serkentd
hatésa, s ez a hatas fiiggetlen a GH-release hatastol. Altalanosabban megfogalmazva, ha
pozitiv energia-egyensuly allapotaban van a szervezet akdr akut, (evés) akar kronikus
(obesitas) stddiumban, akkor a keringd ghrelin szint csdkken, a negativ energia-
egyensuly allapotaban pedig, akar akut (¢hezés), akar kronikus (anorexia) stadiumban, a
ghrelin szint emelkedik.

A ghrelint, mint placenta eredet{i hormont humaén placentaban 2001-ben irtdk le eldszor,
jelenlétét is.

Human koldokvérben is kimutathatdo a keringd ghrelin jelenléte, azonban annak
eredetérdl az irodalomban ellentmond6 adatok lattak napvildgot. Az a kérdés, hogy a
fotalisan keringd ghrelin anyai, magzati vagy placentaris eredetli-e, jelenleg
egyértelmiien nem megvalaszolhato, tovabba az sem egyértelmii, hogy az acylalas
lejatszodik-e valamennyi kompartmenben.

Magasabb umbilicalis ghrelin koncentraciot talaltak kis sulyt ujsziildttekben a normal
sulypercentillel sziiletettekhez képest, és alacsonyabbat a relative magas sullyal
sziiletettekben. A kis stllyal sziiletettek gyorsult novekedése régota ismert jelenség, bar
az emOgott allo fizioldgiai mechanizmus ismeretlen.

A ghrelinnek a terhesség alatti szerepét allatkisérletes modellen is vizsgaltak.
Patkanykisérletben igazolhatd volt, hogy az acyl-ghrelin az anyanak adagolva képes a
placentan valo atjutasra, s kronikusan adagolva noveli a fotus sziiletési sulyat akkor is,
ha az anya kaldriabevitelét a kontroll csoport szintjén tartottdk. Ez a hatds a des-acyl
ghrelinnel nem volt elérhetd.

A ghrelin GH-release melletti tovabbi neuroendokrin hatdsa az ACTH release. Az
acylalt-ghrelin addsa utani ACTH-releaset human kisérletekben is igazoltdk az ennek
megfeleld cortisol szint emelkedéssel egyiitt. A cortisol diurnalis ritmusaval ellentétesen
valtozik ugyanakkor az acylalt-ghrelin koncentracidja folyamatos ¢hezés kapcsan. Ez
felveti annak a lehetdségét, hogy 1étezik egy feed-back mechanizmus a hypothalamo-
hypophyseo-adrenalis tengely mentén, bar ennek pontos helyét és mechanizmusat nem
ismerjilk. A glukokortikoidok és a ghrelin Osszefliggése még korantsem tisztazott, bar
vannak allatkisérletes adatok a glukokortikoidoknak a ghrelin mRNA expresszidra

kifejtett direkt hatasar6l gyomor és hypophysis vonatkozasaban.



1.

3. Célkitiizések

Steroid profilaxisban részesiilt anydk és magzataik serum biomarkereinek mérése

kozvetleniil a sziilés utan: acyl-ghrelin, total-ghrelin, leptin, insulin, glukéz, GH, cortisol

Multivaridcios regresszios analizissel korreldcid vizsgéalat az anthropometriai adatok, a

steroid profilaxis ideje, valamint a meghatarozott biomarkerek kozott.

4. Betegek és modszerek

4.1 Betegek

A vizsgalatba bevont terhesek 25-35 gesztacios hét kozottiek voltak, akiknél
valamilyen ok miatt korasziilés kovetkezett be. Azokat a terheseket, akiknél pre-
eclampsia, hypertenzié vagy diabetes volt igazolhatd, a vizsgalatbol kizartuk.
Irodalombol ismert, hogy ezen faktorok befolyasolhatjdk a keringd ghrelin szinteket.
Héarom esetben volt ikerterhesség, mindhdrom esetben kozos placentaval, és nyolc
esetben volt csaszarmetszés. A csaszarmetszést, mint kiilon csoportképzd tényezdt
vizsgalva nem talaltunk eltérést egyik mért paraméter vonatkozasaban sem.

Valamennyi anya steroid profilaxisban részesiilt, a steroid adédsa ¢és a sziiletés kozott
eltelt id6 10 6ratol 7 napig valtozott, a statisztikai szamitdsokndl ezt, mint korrekcids
faktort szerepeltettiik.

Az anthropometriai adatok tartalmaztak a placenta stlyokat, valamint a magzatok
sulyat, hosszat, fejkorfogatat. Csak azok a magzatok szerepeltek a végsd vizsgalati
protokollban, akiknek a sziiletési sulyuk megfelelt a geszticidos hétnek. A magyar
standard alapjan megallapitott sziiletési suly atlagtél kevesebb mint 1.5 SD-vel vald
eltérést vettiink csak figyelembe. Mindezen szempontok érvényesitése utdn 26

korasziilott és 23 anya vizsgalati mintdjat elemeztiik.



4.2. Laboratériumi modszerek

A minta vétele az anyatol a cubitalis vénabol, a magzattdl a koldokvénabol tortént. A
vérmintat EDTA-t és aprotinint tartalmazo6 csovekbe gyiijtottiik, azt azonnal jégbe tettiik,
s egy oOran beliill megtortént a plazma levalasztasa, aliquotokban eltéve azokat -70C-ra.
Az acylalt ghrelin, total ghrelin, valamint a leptin mérése Linco USA Res. Inc. RIA KIT-
el, a cortisol, az insulin és a GH mérése az Isotope Inst. Kft. Hungary RIA ill. IRMA

KIT-el tortént. A glukdz mérésére hexokinase modszert hasznaltunk.

4.3 Statisztikai modszerek

A korrelacio vizsgalatat Spearman féle korrelacid szamitassal végeztilk valamint a
Multivariacios Regresszios analizis ,,stepwise” modelljét alkalmaztuk. Valamennyi
statisztikai szamitast az SPSS 11.5 (SPSS Inc. Chicago, IL, USA) software segitségével
végeztiik, a p < 0.05 szintet tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak.

5. Eredmények

5.1 Anthropometriai adatok és hormonalis paraméterek

Nem taldltunk korrelacidot az antropometriai paraméterek valamint a hormonalis
paraméterek kozott. Szignifikans korrelaciot talaltunk a placenta sulyok és a magzati
acylalt ghrelin szintek (r=0.396, p=0.045), valamint a placenta stlyok és a magzati GH
szintek (r=0.483, p=0.008) kozott. ( 1. Tablazat)



[.Tablazat Spearman-féle korrelacios koefficiens értéke a vizsgalt hormonok, glukoz,
valamint az anthropometriai paraméterek kozott magzati vérben * p ( 0.05

Acyl- Total Cortisol | Inzulin Glukoz Leptin GH
ghrelin ghrelin
Gestacids |0.266 -0.221 0.480 0.131 0.005 0.362 -0.195
hét p=0.190 |p=0.268 |p=0.010* |p=0.498 |p=0.980 |p=0.075 |p=0.310
Sziiletési | 0.038 -0.104 0.422 0.247 0.008 0.334 -0.304
suly p=0.855 |p=0.604 |p=0.025 |p=0.196 |p=0.968 |p=0.103 |p=0.109
Placenta |0.396 0.158 0.149 0.171 -0.161 0.085 0.483
suly p=0.045* |p=0.431 |p=0.448 |p=0.375 |p=0.422 |p=0.685 |p=0.008*
Acyl- 1.00 0.050 0.547 0.004 0.213 0.076 -0.009
ghrelin p=0.812 | p=0.005* |p=0.984 |p=0.306 |p=0.737 |p=0.966
Total 1.00 0.260 0.039 0.154 -0.243 -0.234
Ghrelin p=0.200 |p=0.846 |p=0.453 |p=0.264 |p=0.239
Cortisol 1.00 -0.040 0.254 -0.029 0.035
p=0.841 | p=0.201 |p=0.890 |p=0.861
Inzulin 1.00 0.509 0.184 -0.367
p=0.007* |p=0.379 | p=0.050*
Glukoz 1.00 -0.083 -0.031
p=0.700 | p=0.878
Leptin 1.00 -0.267
p=0.197
GH 1.00

5.2 Anyai és magzati hormonalis paraméterek

Az acylalt- és total ghrelin valamennyi mintaban detektalhatdé volt. A II. tablazat

tartalmazza az anyai és a magzati vizsgalt hormonok koncentracioit, valamint azok

statisztikai 0sszehasonlitasat.

II. Téblazat Anyai és magzati hormon koncentraciok

Anya (n=23) Magzat (n=26)
Acyl-ghrelin (pg/ml) 73.1£33.1 36.5+£14.6*
Total ghrelin (pg/ml) 295.9+41.3 611.9+£183.2*
Cortisol (nmol/l) 1082.6+528.8 174.1£74.6*
Inzulin (mU/1) 4424435 15.4£15.6*
Glukéz (mmol/l) 7.4+2.3 5.6x1.2%
Leptin (ng/ml) 28.9£13.3 0.86+0.76*
GH (ng/l) 2.613.8 60.2+33.2*

n=esetszam, az adatok atlag+S.D. formajaban vannak
feltlintetve, * p{0.01 Mann-Whitney teszt
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Az acylalt ghrelin koncentraci6ja magasabb volt az anyaban, mint a magzatban

(73.1£33.1 vs 36.5£14.6 pg/ml, p(0.01), tovabba korrelacié volt az anyai és a magzati
acylalt ghrelin koncentraciok kozott (3.abra r=0.771, p=0.001).

A total ghrelin koncentraci6é a magzatban szignifikansan magasabb volt (611.9£183.2 vs

295.9441.3 pg/ml p(0.01), azonban nem volt korrelacié az anyai ¢€s a magzati

koncentracidok kozott.

3.Abra Anyai és magzati acylalt ghrelin, valamint cortisol értékek kozotti korrelacio
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5.3.3 Korrelaciéo a hormonalis paraméterek kozott

A magzati hormonalis és anthropometriai paraméterek bivariacids korrelacié vizsgélata
soran (I.tdblazat) szignifikans korrelaciot talaltunk a koldokvér acylalt ghrelin és cortisol
értékei kozott (r=0.547, p=0.005). A total ill. acylalt ghrelin szintek semmilyen mas

hormonalis paraméterrel nem korrelaltak a magzatban.
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Az anya hormonalis paramétereinek bivariacids korrelaciovizsgalata (II1.Tablazat)
soran negativ korrelaciot talaltunk a total ghrelin és a gluk6z anyai koncentraciol kozott
(r=-0.577, p=0.003), valamint a totdl ghrelin és az insulin szintek kozott (r=-0.510,
p=0.008). Az acylalt ghrelin szintek az anydban nem korrelalltak egyetlen vizsgalt

hormonalis paraméterrel sem.

III. Tablazat Spearman-féle korrelacids koefficiens értéke a vizsgalt hormonok és glukdz
kozott az anyai vérben * p(0.05

Acyl- Total Cortisol | Inzulin Glukéz Leptin GH
ghrelin | ghrelin
Acyl- 1.00 -0.290 -0.019 0.165 0.101 -0.175 -0.066
ghrelin p=0.169 |p=0.930 |p=0.452 |p=0.656 p=0.425 | p=0.759
Total 1.00 0.096 -0.510 -0.577 0.215 0.131
ghrelin p=0.641 | p=0.008* | p=0.003* p=0.291 |p=0.516
Cortisol 1.00 0.035 0.229 -0.396 0.027
p=0.865 |p=0.271 p=0.041* | p=0.893
Inzulin 1.00 0.772 0.047 0.087
p=0.0001* | p=0.820 |p=0.665
Glukoz 1.00 -0.020 0.005
p=0.924 | p=0.981
Leptin 1.00 -0.121
p=0.547
GH 1.00

Azonban, mint az a 3. abran lathato, szignifikdns univarians korreldciot talaltunk az
anyak és magzataik acylalt ghrelin koncentracidja kozott (r=0.771, p=0.001), valamint
az anyai ¢és magzati cortisol koncentraciok kozott (r=0.606, p=0.01). Az anyai és
magzati cortisol koncentraciok kozotti korrelacié megmaradt akkor is, ha a korrigaltuk a

modellt az utolsé betamethason injekci6 ota eltelt idovel.

5.3.4 Multivariaciés Regressziéos Analizis

Az univaridns regresszids analizisek utdn a ,stepwise” multivaridcios regresszios

modellt  alkalmaztuk.  Eldszor a  Spearman-féle  korrelacidvizsgélattal a

keresztkorrelaciokat is megnéztiik, azaz a vizsgalt hormonok vonatkozasaban az anya és

a magzat paramétereit szerepeltettiilk egymassal szemben.(IV.Téablazat)
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IV. Tablazat Spearman-féle korrelacids koefficiens értéke az anya és magzat kozott

*p(0.05
nya Acyl- Total Cortisol  |Inzulin |Glukoz | Leptin GH
magz ghrelin ghrelin
Acyl- 0.771 -0.176 0.368 0.156 0.296 0.191 0.084
ghrelin p=0.001* |p=0.390 |p=0.070 |p=0.457 |p=0.151 |p=0.360 |p=0.683
Total -0.342 0.187 0.363 0.155 0.132 -0.143 0.036
ghrelin p=0.101 p=0.350 | p=0.069 |p=0.450 |p=0.520 |p=0.486 |p=0.859
Cortisol | 0.061 -0.186 0.606 -0.095 |0.369 -0.230 -0.082
p=0.770  |p=0.342 | p=0.01* |p=0.637 |p=0.053 |p=0.238 |p=0.679
Inzulin 0.144 -0.296 0.020 0.279 0.390 0.140 -0.178
p=0.482 |p=0.120 |[p=0.921 |[p=0.151 |p=0.040* |p=0.476 |p=0.356
Glukoz 0.023 -0.431 -0.029 0.141 0.618 0.306 0.186
p=0.915 p=0.025* |p=0.887 |p=0.493 |p=0.001* |p=0.121 |p=0.353
Leptin 0.119 0.068 -0.233 -0.244  |-0.180 0.325 -0.178
p=0.599 |p=0.748 |p=0.263 [p=0.251 [p=0.390 |p=0.134 |p=0.356
GH 0.067 0.078 -0.159 -0.143  |-0.132 0.070 0.283
p=0.743 p=0.687 |p=0.420 |p=0.469 |p=0.504 |p=0.722 |p=0.137

Ezutan a multivariacios regresszios modellt ugy épitettiikk fel, hogy a fliggd valtozok
voltak a magzati ill. az anyai acylalt- és total ghrelin. Valamennyi valtozé szerepelt a
modellben, melyre az univaridcios korrelacids vizsgalatban szignifikdns korrelaciot
kaptunk, s a ,stepwise” modell Iényegébdl fakad, hogy a modell nem sulyozza a
beléptetett fliggetlen valtozokat, hanem a korrelacio erdsségének csokkenése esetén az
ujonnan beléptetett valtozot kiejti a modellbdl.

A vizsgélat végeredménye, hogy az anyai acyl-ghrelin ill. a magzati total ghrelin, mint
fiiggd valtozo esetében nem taldltunk fliggetlen prediktort. Azonban a magzati acylalt-
ghrelin ill. az anyai total ghrelin esetében fliggetlen prediktort talaltunk.(V.Téblazat)
Ekkor a vizsgalatba bevont valtozok a placenta sily, az anyai acyl-ghrelin, a magzati
cortisol, tovabb4a az anyai glukoz, anyai insulin és a magzati gluko6z voltak.

A magzati acyl-ghrelin fiiggetlen prediktorai az anyai acyl-ghrelin (f=0.733, p=0.0001),
valamint a magzati cortisol (f=0.286, p=0.038) voltak. Az anyai total ghrelin egyetlen
fliggetlen prediktora az anyai glukoz volt (3=0.467, p=0.019).
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V.Téblazat Multivariacios regresszids modell, magzati acyl-ghrelin és anyai total ghrelin, mint
fliggd valtozok, B=regresszios egyiitthatd, *p(0.05

Magzati acyl-ghrelin Anyai total ghrelin
R=0.639 R’=0.184
Anyai acyl-ghrelin B=0.733, p=0.0001
Magzati cortisol 3=0.286, p=0.038
Anyai glukéz =-0.467, p=0.019

6. Eredmények osszefoglalasa

A ghrelint mint GH release-t okozd hormont fedezték fel és ismert, hogy a terhesség
elérehaladéasaval a placentarisan termelddé GH mennyisége né. Mi szintén korrelaciot
talaltunk a placenta suly és a magzati GH szintek kozott. Azonban a ghrelin és a GH
keringd szintjének korrelaciojarol ellentmondésos adatok allnak rendelkezésre. Ennek
egyik lehetséges oka, hogy a totdl ghrelin szint vizsgalata nem feltétleniil tiikr6zi az
ghrelinhez kothetd. Vizsgalataink ezért parhuzamosan mérték a total és az acylalt ghrelin
koncentraciokat, azonban masokhoz hasonldéan szintén nem tamasztottak ala azt a
feltételezést, hogy a terhesség alatti magas GH koncentraciok 1étrejottében a ghrelinnek
szerepe lenne.

Azonban szignifikans korrelaciot talaltunk a fotusok keringd acylalt ghrelin szintje és a
placenta suly kozott. Ez ellentmondasban van Yokota és tarsai altal leirtakkal, akik
inverz korrelaciot talaltak a koldokvér acylalt ghrelin szintje és a placenta suly kozott.
Azonban ebben a vizsgalatban csak idOre sziiletett magzatokat vizsgaltak, tovabba nem
volt kizard ok, ha a sziiletési suly nem felelt meg a gesztacids kornak. Ismert azonban,
hogy a gesztacios korhoz képest kis stulyu ujsziilottek ghrelin szintje magasabb. Tovabbi
vizsgalatok szliségesek annak tisztazasara, vajon a placenta szerepet jatszik-e az acylacio
folyamatéban a gesztacié folyaman.

Maisokhoz hasonléan mi sem taldltunk korrelaciot az anyai és a magzati total ghrelin
koncentraci6 kozott, azonban az acyldlt ghrelin koncentraciok kozott —szignifikans

Osszefliggést mutattunk ki. Elképzelhetd, hogy az acylalt ghrelin atjut a placentan, mint
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azt patkdnyban Nakahara és munkatarsai igazoltak. A placenta suly és az acylalt ghrelin
kozotti korelacid pedig felveti annak a lehetdségét, hogy a placenta szerepet jatszhat az
acylacid folyamatdban.

A ghrelinnek a taplalék-felvételben, az étvagy szabdlyozasdban, valamint az insulin
secretidban jatszott szerepe az irodalomban jol dokumentalt. A total ghrelin és a glukéz,
valamint a total ghrelin és az insulin k6zotti negativ korrelacidt az anyai oldalon mi is
igazoltuk. Farquhar és munkatdrsa ezt az Gsszefiiggést a koldokvér ghrelin és glukéz
koncentracidja kozott is kimutattdk. A mi vizsgalatunkban az anyai diebetes kizard ok
volt, az emlitett vizsgalatban a gesztacios diabetes nem szerepelt kizar6 okként, ez
magyarazhatja az eltéré eredményeket.

A leptin és a ghrelin egymassal ellentétes hatasa a taplalékfelvétel szabdlyozasaban
ismert. A leptin a kdldokvérben mar a gesztacido masodik trimeszterétdl detektalhato, és
pozitiv korrelaci6 figyelheté meg az iddre sziiletett magzatoknal a sziiletési suly és a
leptin szint kozott. Ez latszolag ellentmond a sajat adatainknak, tekintetel arra, hogy
nem talaltunk korrelaciot a koldokvér leptin szintjével egyik vizsgalt paraméter esetében
sem. Azonban a placenta altal termelt leptin 98%-a az anyai oldalon jelenik meg, igy a
magzati vérben jelenlévé leptin  majdnem teljes egészében a fotalis sejtek altal
termelddik. Az altalunk vizsgalt gesztacids kor valdszintien olyan korai volt, hogy ekkor
még a magzat altal termelt leptin szintek alacsonyak. Ezt latszik alatdmasztani az a tény
is, hogy a fiuk és a lanyok kozott nem taldltunk kiillonbséget, bar ismert, hogy a leptin
koncentracioja nemenként eltéro.

A multivariacids regresszids modellel kapott 0sszefliggés a magzati cortisol €s az acyl-
ghrelin kozott vizsgéalatunk egyik 1) eredménye. Az anyai és a magzati cortisol
koncentraciok kozotti kiillonbség atlagosan tizszeres volt, ez megfelel az irodalomban
talalhato adatoknak. Vizsgalatunk korldtja az a tény volt, hogy valamennyi terhes
betamethasone profilaxisban részesiilt, tekintettel a magyar RDS profilaxis protokollra.
Mivel a betamethason nem szubsztratja a 11-B-hydroxysteroid dehydrogenase-2
enzimnek, - mely a cortisolt inaktiv cortisonnd konvertalja -, az anyai és a magzati
koncentraciok a betamethasone vonatkozdsdban hasonldak. Ismert tovabba, hogy az
anyai prenatalis betamethasone kezelés csokkenti az endogén cortisol szintet egészen
addig, mig a szintetikus glukokortikoid a keringésben marad, ez az id6 egy hét. Mig a
szintetikus gliikokortikoidok genomikus potencialja sokkal magasabb, mint a cortisolé,
addig a membran-receptorhoz kothetd, un. nem klasszikus, non-genomikus hatds a

cortisol esetében sokkal er6sebb. Ez azt mutatja, hogy nincs szoros Osszefiiggés egy
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glukokortikoid klasszikus értelemben vett genomikus hatdsanak eréssége és az un. non-
genomikus hatas erdssége kozott. Mivel adataink korrelaciot mutatnak az acylalt ghrelin
¢s a keringd cortisol kozott a magzati oldalon, ezért elképzelhetd, hogy a cortisol
szerepet jatszhat magdnak az acyldcionak a folyamatdban egy nem klasszikus,

membranhoz kotott, non-genomikus glukokortikoid hatés révén.

7. Az értekezés ij megallapitasai

Jelen tanulmany egyik 0j megallapitasa, hogy a gesztacid vizsgalt szakaszaban - 25-35

hét — a magzati acylalt ghrelin koncentracidja alacsonyabb, mint az anyai koncentracio.

A masik ) megallapitas, hogy korrelacié van az anyai és a magzati acylalt ghrelin

koncentracioja kozott.

A harmadik ) megallapitas, hogy a magzati acylalt ghrelin a magzati cortisollal mutat

korrelaciot.

Bar a ghrelin fizioldgiai szerepe a terhesség alatt ismeretlen, azonban a placenta sulyaval

vald szoros korrelacié tdmogatja azt a hipotézist, hogy a placenta szerepet jatszhat a

crer
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Effect of antenatal steroid treatment on fetal and maternal endocrine
parameters

1. Summary

Strong evidence exists for the role of antenatal steroids in Respiratory Distress
Syndrome (RDS) prevention, the protocol for the steroid administration is evidence
based. Glucocorticoids are essential for pulmonary development in fetuses and preterm
infants, but the effect is not limited to lung development.

The accelerated maturation of organs might be taken that ,,hormonal imprinting” effect
of glucocorticoids.

The first part of dissertation deals with glucocorticoid receptors of human fetal lung.
From the scientific point of view these results are not ,,novum”. But the second part of
dissertation deals with a new peptid, ghrelin and possible correlation with endocrine
and anthropometric parameters during pregnancy.

Ghrelin plays an important role in the regulation of appetite and food intake and controls
of energy balance. This peptide is produced predominantly by the stomach, whereas
lower amounts are derived from the hypothalamus, kidney, heart, pancreatic cells, and
the placenta in humans. The presence of significant ghrelin concentrations in human
cord blood has been shown, but information about the ghrelin secretion during the fetal
life is scarce. It is known that the hypercortisolism in humans decreases ghrelin levels in
plasma and that serum cortisol exhibits a negative correlation with ghrelin. The
physiological mechanisms behind this relationship are not known, but the
glucocorticoids that are used in antenatal therapeutic settings may have an effect on
ghrelin secretion.

The point of the present study was to compare acylated and total ghrelin concentration in
premature infants and their mothers and to investigate the possible relationship between
ghrelin and anthropometric and hormonal parameters, such as leptin, insulin, growth

hormone and cortisol.
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2. Introduction

In the 1972 Liggins and Howie were the first to propose the antenatal corticosteroids
given to mothers at risk of preterm delivery. Glucocorticoids appear to have, besides the
stimulation of surfactant, additional effects on pulmonary maturation. Since then, many
other randomized controll and meta-analysis have reported the clinical benefits of
antenatal corticosteroids. In 1994 the National Institute of Health declared a cosensus
statement: all pregnant women between 24 and 34 weeks gestation, who are at risk of
preterm delivery, should be candidates for antenatal treatment with corticosteoids. In
Hungary Szab6 and coworkers were the first to introduce the antenatal corticosteroid
treatment in the clinical practice.

Antenatal corticosteroids also protect the newborn from intraventricular haemorrhagie
and necrotizing enterocolitis especially in extremely low birthweight infants.

There is no evidence that the repeated courses of prenatal steroids have higher efficiency
in the prevention of RDS, but several clinical studies observed, that increasing numbers
of antenatal corticosteroid courses were associated with reduction in birthweight.

The exact mechanism of glucocorticoid-induced lung maturation is still unknown. In
most species, including humans, a late gestational rise in fetal cortisol production is
found combined with a high expression of glucocorticoid receptors in pulmonary tissues.
Hypophysectomy in several species causes abnormal lung development, suggesting that
low levels of cortisol are linked with an inhibition of pulmonary maturation.

We measured glucocorticoid receptor concentration in human lung cytosol from fetuses
of gestational age 14-28 wk. The concentration of cytoplasmic receptor arranged
according to the gestational age are presented in Fig.1. Characterization of the in vitro
binding of glucocorticoid by lung cytosol showed a high affinity, saturable receptors for
natural and synthetic glucocorticoids. In evaluating ontogeny of receptor in human lung
tissue showed a decrease in the receptor number at the end of canalicular phase. This
time is the end of cellular proliferation of the lung and there is a marked decrease in

interstitial tissue.

22



Cortisol binding in cytoplasm Cortisol binding of anencephal and
normal fetal lung
2
<12
z 5 1, ‘
> E 08 v
E = 0,6 .
= —? 04 - 0 .
2 02 ‘ . 7
38 0 ‘ ;
18 23 28
gestation wk gestation wk
Figure 1. Cortisol cytoplasmic reception in Figure 2. Mean cortisol receptor numbers in
human fetal lung n=47, Spearman k=0.015 anencephal (A) n=9 and normal (®) n=18
fetal lung

The cortisol binding examination of anencephal human fetal lung revealed the
importance of hypothalamo-hypophyseal-adrenal axis in the normal development of

cotisol receptors. (Fig.2.)

In 2002 a new hormone, ghrelin was idenfied in the neuroendocrine cells of human
fetal lung. The extent of ghrelin expression differed according to the gestational age, the
cut off point to separate the expression was the 18-20 week of gestation. It was declared,
that the human fetal lung is an important source of ghrelin. It can be speculated that
ghrelin may play a role in lung maturation and elongation.

The ghrelin was discovered in 1999, through a process of reverse pharmacology has

been shown to be a natural ligand of the growth hormone secretagouge (GHS) receptor.

Structure of Ghrelin
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It is a peptide hormone of 28 amino acids possessing an unusual octanoyl goup on the
serin in position 3, which is crucial for its GHS activity. This peptide is produced
predominantly by the stomach, whereas lower amounts are derived from the

hypothalamus, pancreatic cells, kidney and placenta in humans. During the fetal life
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after the stomach, the main source of ghrelin the neuroendocrine cells of lung and the
pancreas B cells. Although in the beginning it was widely accepted that unacylated
ghrelin was devoid of any biological activity , recently is considered as a peptide with
wide range actions in different tissues. The best investigated ghrelin receptor, GHS-R1,
has two variants, GHS-R1a and GHS-R1b, which result from alternative splicing of the
same gene. GHS-R1a is expressed highly in the hypothalamus and pituitary and the
octanoylation is essential for binding to it.

The octanoylated ghrelin has the GH-releasing effect and control of apetite, food intake
and energy balance. The GHS-R1la and GHS-R1b and ghrelin are present in human
endocrine pancreas suggesting that ghrelin may play a role in the glucose metabolism.
Depending on the experimental conditions, ghrelin is reported to either inhibit or
stimulate insulin secretion in humans. Ghrelin has both orexigenic and adipogenic
effects and there is a negative correlation between total ghrelin and body mass index,
insulin and leptin in lean and obese humans.

Ghrelin was detected in human placental tissue in 2001, and the receptor type GHS-R1b
binding unacylated ghrelin was observed in placental and endometrial tissue. The
presence of significant ghrelin concentrations in human cord blood has been shown but
information about the ghrelin secretion during fetal life is scarce.

The source of ghrelin on cord plasma is unknown: it may have originated from the
maternal compartment, may be secreted by the placenta or may come directly from the
fetal tissues. Concentration of total ghrelin in cord blood of small-for-gestational age
infants were significantly greater than in appropriate-for-gestational age at different
times of gestation. The ,,catch-up growth” of infants is known, but the physiological
mechanism behind it is unknown.

The possible role of ghrelin during pregnancy was examined in rat fetal development.
The administration of acyl-ghrelin to female pregnant rats indicated that maternal acyl-
ghrelin can easily transit to the fetal circulation. The prolonged maternal treatment with
acyl-ghrelin during pregnancy significantly increased the average neonatal body weight
at birth in comparisone to that of neonates delivered by saline-treated group. No
signficant changes were observed after treatment with des-acyl ghrelin. When pregnant
females treated with acyl-ghrelin consumed the same amount of food as saline-treated

pregnant females, neonatal body weight was significantly greater in the ghrelin-treated

group.
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The multiple activities of ghrelin also include stimulatory effects on the corticotropic
system, as systemic administration of ghrelin induces an increase in ACTH and cortisol
levels in healthy subjets and shows a remarkable hyper-responsiveness of ACTH and
cortisol secretion in patients with active Cushing’s syndrome. It is known that the
hypercortisolism in humans decreases total ghrelin levels in plasma and that serum
cortisol exhibits a negative correlation with total ghrelin. The physiological mechanisms
behind this relationship are not known, but the glucocorticoids that are used in antenatal

therapeutic settings may have an effect on ghrelin secretion.

3. Objectives

The point of the present study was to compare acylated and total ghrelin concentration in
premature infants and their mothers and to investigate the possible relationship between
ghrelin and anthropometric and hormonal parameters, such as leptin, insulin, GH and

cortisol.

4. Patients and methods

4.1 Patients

The 26 preterm infants (gestational age 25-35 weeks) and their mothers were involved
in the study. Three women with twin pregnancies were included into the protocol
together with their newborns. Mothers with pre-eclampsia, hypertension, or diabetes
were excluded. Cesarean section was used for eight mothers.

The infants who were appropriate for gestational age participated in this study. It was
defined as birth weight from -1.5 to + 1.5 S.D. of the mean birth weight in each
gestational age according to current Hungarian standard. All mothers received
betamethasone for the prevention of respiratory distress syndrome. The time interval

between the steroid injection and the birth varied from 10h to 7 days.
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4.2 Laboratory methods

Immediately after delivery, a venous cord blood sample was collected from newborns
and also from mothers. The tubes containing EDTA with aprotinin were kept at 4°C
before centrifugation and were centrifuged within 1h. The plasma samples were stored at
-70°C. Acylated and total ghrelin, and leptin were measured with commercially
available RIA kit (Linco Research Inc.USA). Cortisol, insulin and GH were assayed
with RIA and IRMA kit (Isotope Ins.Hungary). Glucose was measured by glucose
hexokinase method ( Merck ).

4.3 Statistical methods

Comparative analyses between maternal and fetal data were calculated by Mann-
Whitney test. The correlations were analyzed by Spearman’s correlation test. The
Multiple Regression Model was created using stepwise method to verify the influence of
different variables on fetal and maternal ghrelin levels. All statistical analysis were

performed with SPSS 11.5 software, p(0.05 was considered statistically significant.

5. Results

5.1 Anthropometric data and hormonal parameters

No signficant correlation was observed between anthropometric parameters (sex, mode
of birth, gestational age, birth weight) and maternal and fetal hormonal parameters
(acylated ghrelin, total ghrelin, cortisol, insulin, leptin). There was a significant
correlation (Table 1) between placental weight and acylated ghrelin levels of neonates
(r=0.396, p=0.045) and between placental weight and GH levels of neonates (r=0.483,
p=0.008).
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Table 1 Spearman’s correlation coefficient between the various studied hormones,
glucose and anthropometric data in the fetus * p(0.05

Acylated | Total Cortisol Insulin | Glucose |Leptin GH
ghrelin ghrelin
Gestational |0.266 -0.221 0.480 0.131 0.005 0.362 -0.195
age p=0.190 |p=0.268 |p=0.010* [p=0.498 |p=0.980 |P=0.075 |p=0.310
Birth 0.038 -0.104 0.422 0.247 0.008 0.334 -0.304
weight p=0.855 |p=0.604 |p=0.025 |[p=0.196 |p=0.968 |p=0.103 |p=0.109
Placental 0.396 0.158 0.149 0.171 -0.161 0.085 0.483
weight p=0.045* |p=0.431 |p=0.448 |p=0.375 |p=0.422 |p=0.685 |p=0.008*
Acyl- 1.00 0.050 0.547 0.004 0.213 0.076 -0.009
ghrelin p=0.812 | p=0.005* |[p=0.984 |p=0.306 |p=0.737 |p=10.966
Total 1.00 0.260 0.039 0.154 -0.243 -0.234
Ghrelin p=0.200 |[p=0.846 |p=0.453 |p=0.264 |p=0.239
Cortisol 1.00 -0.040 0.254 -0.029 0.035
p=0.841 |p=0.201 |p=0.890 |p=0.861
Insulin 1.00 0.509 0.184 -0.367
p=0.007* | p=0.379 |p=0.050*
Glucose 1.00 -0.083 -0.031
p=0.700 | p=0.878
Leptin 1.00 -0.267
p=0.197
GH 1.00

5.2 Maternal and fetal hormonal parameters

The acylated and total ghrelin were detectable in all samples. Table 2 shows the

maternal and fetal concentrations of ghrelin, cortisol, insulin, glucose, leptin and GH.

Table 2 Maternal and fetal concentrations of ghrelin, cortisol,
Insulin, glucose, leptin and GH

Maternal (n=23) Fetal (n=26)
Acyl-ghrelin(pg/ml) 73.1£33.1 36.5£14.6*
Total ghrelin(pg/ml) 295.9+41.3 611.9+£183.2*
Cortisol(nmol/1) 1082.6+528.8 174.1£74.6%
Insulin(mU/1) 44.2443.5 15.4+15.6*
Glucose(mmol/l) 7.4+2.3 5.6£1.2%
Leptin(ng/ml) 28.9+13.3 0.86+0.76*
GH(pg/) 2.613.8 60.2+£33.2%

All data are presented as means+S.D.; n=number of cases, *p(0.01
versus mother with Mann-Whitney test
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The mean level of acylated ghrelin concentration was higher in the maternal vein than in
the cord vein (73.1 £ 33.1 vs 36.5 = 14.6 pg/ml, p(0.01). Overall, there was a significant
correlation (Fig.3) between the fetal and maternal acylated ghrelin levels (r=0.771,
p(0.001). The total ghrelin concentration was higher in the neonates, than in the mothers
(611.9 + 183.2 vs 295.9 + 41.3 pg/ml, p(0.01), but no significant correlation between the

fetal and maternal total ghrelin levels was found.

Figure 3 Correlation between paired maternal and fetal plasma acylated ghrelin and
cortisol concentrations
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5.3 Correlations among the various hormonal parameters

The bivariate correlations of cord vein hormones (Tablel) show a significant
correlations between the cord vein acylated ghrelin and cord vein cortisol levels (r=
0.547, p(0.005). Total and acylated ghrelin levels in the cord vein were unrelated to
other studied hormones in the fetuses.

The bivariate correlations of mother vein hormones (Table 3) show a negative

correlation between the total ghrelin and glucose (r =- 0.577, p ( 0.003) and between the
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total ghrelin and insulin (r = -510, p ( 0.008 ). Acylated ghrelin levels in the mothers

were unrelated to the studied hormones.

Table 3 Spearman’s correlation coefficient between the various studied hormones and glucose
in the mothers *p(0.05

Acylated | Total Cortisol | Insulin Glucose Leptin GH
ghrelin | ghrelin
Acylated 1.00 -0.290 |-0.019 |0.165 0.101 -0.175 -0.066
Ghrelin p=0.169 | p=0.930 |p=0.452 |p=0.656 p=0.425 | p=0.759
Total 1.00 0.096 -0.510 -0.577 0.215 0.131
Ghrelin p=0.641 | p=0.008* | p=0.003* |p=0.291 |p=0.516
Cortisol 1.00 0.035 0.229 -0.396 0.027
p=0.865 |p=0.271 p=0.041* | p=0.893
Insulin 1.00 0.772 0.047 0.087
p=0.0001* | p=0.820 |p=0.665
Glucose 1.00 -0.020 0.005
p=0.924 | p=0.981
Leptin 1.00 -0.121
p=0.547
GH 1.00

The Figure 3 shows the significant univariate correlations between mothers and their
fetuses in the case of acylated ghrelin (r=0.771, p{0.001) and the cortisol levels (r=0.606,
p(0.01). The correlation between maternal and fetal cortisol concentrations remained
significant after correction for the number of hours since the last injection of

betamethasone.

5.4 Multivariate regression analysis

The Multiple Regression Model was created by use stepwise method, starting from all

variables with a significant univariate correlation with any of the indices. Before the

stepwise regression we examined with Spearman’s correlation the relationship the fetal

and maternal hormones and glucose (Table 4).
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Table 4 Spearman’s correlation coefficient between mothers and fetuses * p ( 0.05

Maternal | Acyl- Total Cortisol | Insulin Glucose |Leptin |GH
Fetal ghrelin ghrelin
Acyl- 0.771 -0.176 0.368 0.156 0.296 0.191 0.084
ghrelin p=0.001* |p=0.390 |p=0.070 |[p=0.457 |p=0.151 |p=0.360 |p=0.683
Total -0.342 0.187 0.363 0.155 0.132 -0.143  ]0.036
ghrelin p=0.101 |[p=0.350 |p=0.069 |p=0.450 |p=0.520 |p=0.486 |p=0.859
Cortisol 0.061 -0.186 0.606 -0.095 0.369 -0.230 |-0.082
p=0.770 |p=0.342 |p=0.01* |p=0.637 |p=0.053 |p=0.238 |p=0.679
Insulin 0.144 -0.296 0.020 0.279 0.390 0.140 -0.178
p=0.482 |[p=0.120 |p=0.921 |p=0.151 |p=0.040* |p=0.476 |p=0.356
Glucose 0.023 -0.431 -0.029 0.141 0.618 0.306 0.186
p=0.915 | p=0.025* |p=0.887 |[p=0.493 |p=0.001* |p=0.121 [p=0.353
Leptin 0.119 0.068 -0.233 -0.244 -0.180 0.325 -0.178
p=0.599 [p=0.748 |p=0.263 |p=0.251 |[p=0.390 |p=0.134 |p=0.356
GH 0.067 0.078 -0.159 -0.143 -0.132 0.070 0.283
p=0.743 |p=0.687 |p=0.420 |p=0.469 |p=0.504 |p=0.722 |p=0.137

The summary of the stepwise multivariate regression analysis for fetal acylated ghrelin
and maternal total ghrelin as dependent variables and the placental weight, maternal
acylated ghrelin, fetal cortisol and the maternal glucose, maternal insulin, fetal glucose

as independent variables is presented in Table 5.

Table 5 Multiple regression model with indices of fetal acylated and maternal
total ghrelin as dependent variables 3 denotes the regression slope *p(0.05

Fetal acylated ghrelin Maternal total ghrelin

R?=0.639 R?=0.184
p=0.733, p=0.0001

B=0.286, p=0.038

Maternal acylated ghrelin
Maternal cortisol

Maternal glucose =-0.467, p=0.019

The adjusted R* was 0.639 in the case of fetal acylated ghrelin with maternal acylated
ghrelin ($=0.733, p=0.0001) and with the fetal cortisol (f=0.286, p=0.038), the variables
have statistically significant correlations with the fetal acylated ghrelin. The adjusted R*
was 0.184 in the case of maternal total ghrelin with maternal glucose (=-0.467, p =
0.019), the only variable with statistically significant correlation with maternal total
ghrelin. There was no independent predictor when the maternal acyl ghrelin or fetal total

ghrelin were used as dependent variables.
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6. Summary of the results and conclusions

Ghrelin was discovered as a hormone related to GH secretion. With advancing
gestational age, the placental production of GH is elevated. We found correlation
between placental weight and GH levels of neonates. Data available are not consistent:
association among circulating total ghrelin and the GH have been reported by some but
not by others. It is generally assumed that the GH-releasing activity of ghrelin is
dependent on its acylation in serine3. We have not found correlatins between acylated or
total ghrelin and GH concentration, which support the hypothesis that ghrelin is not
contributing to the high GH concentrations observed during gestation.

However, there was a significant correlation between acylated ghrelin levels of neonates
and the placental weight. It is contradictory with Yokota et al, however they examined
full-term newborns who were not only of the group of adequate-for-gestational age. It is
known, that the ghrelin levels of small-for-gestational age are greater than those of
appropriate-for-gestational age infants. Further investigation is need to show the possible
relationship between the placenta and the acylation process of ghrelin.

Similarly to others, we didn’n found correlation between maternal and newborn total
ghrelin, but we found significant correlation between the fetal and maternal acylated
ghrelin levels. It is possible that acylated ghrelin could cross the placenta in human as
suggested by Nakahara in rat. The hypothesis that the placenta may play a role in the
acylation process is supported in part by the relationship between fetal acylated ghrelin
concentration and the placental weight.

In addition to its GH-relasing properties, ghrelin appears to be related to regulation of
apetite and glucose metabolism. It is known that ghrelin secretion is increased by fasting
and decreased by food intake, glucose and insulin in adults, and there is a negative
association between ghrelin and insulin secretion. We also found a negative correlation
between total ghrelin and glucose, as well as between total ghrelin and insulin
concentrations in the mother’s blood only. Farquhar et al. found a similar relationship
between cord plasma ghrelin and glucose concentrations. However, in our experiment,
the mothers with known gestational diabetes were excluded, in contrast to referred
authors, where the prevalence of maternal diabetes was considerable.

Leptin is detectable in cord blood from early in the second trimester and circulating

levels of cord blood leptin are positively correlated with birth weight and cord plasma
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insulin levels in full-term newborns. These results seem to be inconsistent with our
findings, because we have not found any correlation with cord blood leptin. The
discrepancy may be explained by gestational age, because more than 98% of leptin
secreted by placenta goes to the maternal side, presumably the fetal leptin is being
produced by fetal adipose or other tissues. The number of studies have shown that there
is a sexual dimorphism in plasma leptin concentrations during the later period of life.
During the examination period, the concentration of leptin in the cord blood was very
low, and we did not see significant differences between male and female infants.

The multiple regression model shows a relationship between the fetal cortisol and fetal
acylated ghrelin concentration. We have measured the maternal and fetal plasma cortisol
levels in parallel and the results were consistent with others: the maternal plasma cortisol
levels were ten times higher than fetal plasma cortisol and there was a significant linear
correlation between them. The limitation of our study is the fact that all mothers
received betamethasone. The prenatal betamethasone administration to mothers has
been shown to result in similar betamethasone concentrations in maternal and fetal
serum. It is known that prenatal maternal betamethasone therapy suppresses the cortisol
levels within 1 week of betamethasone treatment, as long as the synthetic glucocorticoid
remains in circulation. It is known that synthetic glucocorticoids have genomic potencies
several times that of cortisol, this support the hypothesis that there is no close
relationship between the efficiency of non-genomic and classical genomic responses of
different glucocorticoids. Our results show a positive correlation between fetal cortisol
and acylated ghrelin, this suggests the possibility that the cortisol may be involved in the

acylation process of ghrelin through a non-genomic action.

Several new findings are reported in the present study. These data provide first evidence
that in premature newborns umbilical cord acylated ghrelin concentrations are lower that
in maternal blood, and the fetal acylated ghrelin correlate with maternal acylated ghrelin
and the fetal cortisol. The physiological role of ghrelin during pregnancy remains to be
clarified, buti t may be related to the degree of acylation. The correlation of the fetal
acylated ghrelin with the placental weight supports the hypothesis that the placenta may
play a role in the acylation process and may be partly affected by cortisol.
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