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Sesjal
Melatonina i neuroendokrynologia starzenia
Sesja dedykowana pamieci Profesora Michala Karaska

1. Profesor Michat Karasek (1937-2009) — zycie i dziatalnos¢
Professor Michat Karasek (1937-2009) — his life and scientific activity
Marek Pawlikowski

2. Starzenie a neuroendokrynologia
Ageing and neuroendocrinology
Stefan Zgliczyriski

3. Udzial czynnikéw genetycznych i epigenetycznych w dlugowiecznosci
Genetic and epigenetic factors in longevity
Monika Puzianowska-KuzZnicka

4. Wzajemne oddzialywania miedzy szyszynka a ukladem odpornosciowym: dobowe
i sezonowe zaleznosci w funkcjonowaniu osi szyszynka — uklad odpornosciowy

Pineal-immune axis — circadian and seasonal aspects of the reciprocal interrelationships
Krystyna Skwarto-Sorita, Markowska Magdalena, Majewski Pawel

5. Regulacja ekspresiji i funkcjonowania receptor6w melatoninowych
w splenocytach ptakéw i ssakow

Regulation of melatonin receptors expression and function in avian and mammalian splenocytes

Matgorzata Broszkiewicz, Malgorzata Nowicka, Urszula gmietunku,
Agnieszka Szczur, Magdalena Markowska

6. Eksperymentalny stan zapalny otrzewnej kurczat obniza biosyntetyczna aktywnosé
szyszynki przez hamowanie ekspresji genu AANAT

Peritonitis inhibits chicken pineal biosynthetic activity trought the AANAT gene
expression down regulation

Pawet Majewski, Aneta Piesiewicz, Urszula Kedzierska, Maria Waloch, Krystyna Skwarlo-Sorita

Sesja Il
Neuroendokrynologia rozrodu

1. Neuroendocrine mechanisms controlling the onset of puberty in the rhesus monkey
Tony M. Plant

2. Molekularne mechanizmy syntezy gonadotropin
Molecular mechanisms of gonadotropin biosynthesis
Alina Gajewska

3. Ocena wplywu walproinianu sodu (VPA) na aktywnos¢ szlaku IP,/PKC w komérkach
przedniego plata przysadki samicy szczura in vitro
Evaluation of sodium valproate (VPA) effect on IP /PKC activity in anterior pituitary cells
of female rats in vitro

Elzbieta Wasilewska-Dziubiriska, Alina Gajewska, Anna Herman, Ewa Woliriska-Witort,
Magdalena Chmielowska, Lidia Martyiiska, Matgorzata Kalisz, Kazimierz Kochman



4. Wplyw oreksyny A na wydzielanie LH i FSH z komérek przysadki niedojrzalych
i dojrzalych samic szczura w warunkach hodowli pierwotnej

The influence of orexin A on LH and FSH secretion in immature and mature female
rat pituitary cells in primary culture

Lidia Martyriska, Ewa Woliriska-Witort, Magdalena Chmielowska, Wojciech Bik,
Elzbieta Wasilewska-Dziubiriska, Matgorzata Kalisz, Bogustawa Baranowska

18.30-19.45 Sesja III

Neurohormony w rozpoznawaniu i leczeniu nowotworéw

1. AntagoniSci hormonu uwalniajacego hormon wzrostu (GHRH) — perspektywy
farmakologicznego leczenia nowotworéw hormono-zaleznych

Growth hormone-releasing hormone (GHRH) antagonists — perspectives
for pharmacological therapy of endocrine-related cancers

Henryk Stepieni, Agnieszka Siejka, Hanna Eawnicka, Ewelina Motylewska, Gabriela Meteri-Mucha,
Tomasz Stepien, Jan Komorowski

2. Smiertelnosé u pacjentéw z chorobami uktadu podwzgérzowo-przysadkowego
Mortality in patients with hypothalamic-pituitary disease
Wojciech Zgliczyriski

3. Przerzuty do przysadki — charakterystyka kliniczna i r6znicowanie
z gruczolakiem przysadki
Pituitary metastases — clinical presentation and differentiation from pituitary adenoma
Wiodzimierz Liebert, Janusz Szymas, Ryszard Wasko, Bartosz Sokol, Magdalena Jaskula
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8.00-9.50 Sesja IV
Neuroendokrynologia zespolu metabolicznego

1. Gut— brain interaction and regulation of energy homeostasis
Karl-Heinz Herzig

2. Metaboliczne i wazoprotekcyjne aspekty dzialania adiponektyny w okresie starzenia.
Nadzieje i kontrowersje

The metabolic and vasoprotective aspects of adiponectin action in aging.
Promises and controversies

Bogustawa Baranowska

3. Neuroendokrynne odrebnosci zespolu metabolicznego.
Neuroendocrine differences in metabolic syndrome
Wojciech Bik

4. Atorwastatyna zmienia synteze opioidow w przysadce prosiat z cukrzyca
Pituitary opioid synthesis affected by atorvastatin in diabetic piglets
Krystyna Pierzchata-Koziec, Joanna Zubel, Ewa Oclori, Jacek Fedorczak

5. Wplyw leptyny na aktywnos¢ sekrecyjna komoérek przysadki samic szczura
— badania in vitro

The effect of leptin on the secretory activity of pituitary cells of female rats — in vitro studies

Ewa Woliriska-Witort, Lidia Martyiiska, Magdalena Chmielowska, Wojciech Bik, Malgorzata Kalisz,
Elzbieta Wasilewska-Dziubiriska, Bogustawa Baranowska

6. Stezenie rezystyny i wisfatyny w przysadce hiperglikemicznych prosiat
Pituitary resistin and visfatin levels in the diabetic piglets

Joanna Zubel, Ewa Oclori, Jacek Fedorczak, Krystyna Pierzchata-Koziec



10.05-11.40

11.50-12.45

SesjaV
Tematy rézne

1. Setna rocznica odkrycia przez Stelle Starkel i Lestawa Wegrzynowskiego strefy
plodowej nadnerczy czlowieka — do czego doszliSmy?

100" anniversary of Stella Starkel and Lestaw Wegrzynowski ‘s discovery of the human
adrenal fetal zone — how far have we gone?

Ludwik K. Malendowicz
2. Wystepowanie i rola polipeptydéw wywodzacych sie z preproghreliny
oraz ich receptorow w nadnerczach szczura

Expression and role of preproghrelin derived peptides and their receptors
in the rat adrenal gland

Marcin Ruciriski, Agnieszka Ziotkowska, Marianna Tyczewska, Ludwik K. Malendowicz
3. Ocena wykrywania makroprolaktyny metoda precypitacji i ultrafiltracji
Evaluation of macroprolactin detection with precipitation and ultrafiltration methods

Karolina Beda-Maluga, Hanna Pisarek, Jan Komorowski, Marek Pawlikowski,
Jacek §wi¢tos{awski, Katarzyna Winczyk

4. Zroéznicowana odpowiedz genu oksytocyny (OXY) oraz jej receptora w korze i rdzeniu
nadnerczy podczas stresu

Differential response of OXY and its receptor gene expression to stress
in the adrenal cortex and medulla

Danuta Wroriska-Fortuna, Konrad Szychowski, Andrzej Sechman, Malgorzata Blachuta

5. Specyficznos¢ réznic odpowiedzi hormonalnej na stresory moze zaleze¢
od indywidualnej wrazliwosci na stres u Swin

Stressor-specific differences in hormonal responses could depend on individual
stress vulnerability in pig

Ziemowit Ciepielewski, Wojciech Stojek, Wojciech Glac, Danuta Wrona

6. Lezje i stymulacje w regionie mezolimbicznego ukladu dopaminergicznego wplywaja
na wzrost udzialu procentowego populacji komoérek NK we krwi obwodowej

Lesion and stimulation of the mesolimbic dopaminergic system increase
blood NK cell percentage

Karolina Pluciriska, Beata Grembecka, Wojciech Glac, Dorota Mysliriska, Piotr Badke,
Grazyna Jerzemowska, Danuta Wrona

Sesja VI
Sesja plakatowa

1. Ocena rytmu dobowego melatoniny u chorych z rakiem jelita grubego
Estimation of melatonin circadian rhythm in patients with colon cancer
Michat Posmykiewicz, Krystyna Zyliriska, Pawel Burski, Katarzyna Winczyk

2. Uwalnianie oksytocyny z ukladu podwzgorze — cze$¢ nerwowa przysadki szczura
in vitro jest nasilane przez tryptoreline — agoniste gonadoliberyny

Oxytocin secretion from the rat hypothalamo-neurohypophysial system in vitro
is stimulated by gonadotropin-releasing hormone agonist — triptorelin

Marlena Juszczak, Magdalena Roszczyk

3. Pozagenomowy wplyw estradioli na poziom ATP w komérkach PC12 z supresja
izoform plazmatycznej pompy wapniowej

Nongenomic effect of estradiols on ATP level in PC12 cells with suppressed isoforms
of plasma membrane calcium pump

Ludmita Zylitiska, Bozena Ferenc, Anna Kozaczuk, Tomasz Boczek



4. Wplyw IL-13 na poziom GnRH i amin biogennych w brzuszno przysrodkowym
podwzgoérzu — wynioslosci przysrodkowej (MBH-ME) u anestralnych owiec

The influence of IL-1/3 on the GnRH and biogenic amines concentration in the mediobasal
hypothalamus — median eminence (MBH-ME) in anestrous ewes

Dorota Tomaszewska-Zaremba, Andrzej Herman, Tomasz Misztal

5. Napiecie przedmiesiagczkowe. Paradygmat psychologiczny
Premenstrual syndrom. Psychological paradigm
Leszek Lutyriski

6. Rola analogéw somatostatyny w leczeniu nieczynnych hormonalnie
gruczolakow przysadki

The role of somatostatin (SST) analogues in the therapy of non-functioning
pituitary adenomas

Jolanta Kunert-Radek, Natalia Zawada, Hanna Pisarek, Magdalena Gérska-Chrzgstek, Marek Pawlikowski

7. Ekspresja podtyp6éw receptor6w somatostatynowych w pierwotnych i nawrotowych
gruczolakach gonadotropowych: czy istnieje zwiazek miedzy receptorami
somatostatynowymi a nawrotami gruczolakéw przysadki?

Expression of somatostatin receptor subtypes in primary and recurrent gonadotropinomas:
are somatostatin receptors involved in pituitary adenoma recurrence?

Hanna Pisarek, Jolanta Kunert-Radek, Maciej Radek, Jacek S/wigtosfuwski, Marek Pawlikowski
8. Ekspresja surwiwiny i markera proliferacji PCNA w guzach inwazyjnych
i nieinwazyjnych przysadki
Expression of survivin and proliferating marker PCNA in invasive and non-invasive
pituitary tumors
Joanna Waligdrska-Stachura, Anna Jankowska, Wlodzimierz Liebert, Jerzy Sowiriski, Ryszard Wasko

9. Metabolizm kwasu y-aminomaslowego w warunkach stresu oksydacyjnego
w komérkach GH3 z zablokowang ekspresja PMCA

GABA metabolism in PMICA-depleted GH3 cells under ethanol-induced oxidative
stress conditions

Antoni Kowalski, Ludmita Zyliﬁska, Elzbieta Rebas

10. Procentowy udzial komérek natural killer w warunkach ostrego i chronicznego

stresu otwartego pola i podawania dezypraminy we krwi szczuré6w zré6znicowanych
pod wzgledem spontanicznej aktywnosci lokomotorycznej

Blood natural killer cell percentage number following acute and chronic open field
stress and desipramine injections in rats differing in spontaneous locomotor activity

Magdalena Listowska, Wojciech Glac, Karolina Pluciiska, Dorota Mysliriska, Danuta Wrona

11. Ekspresja speksyny w tkankach prawidlowych oraz dowody sugerujace udzial
tego bialtka w hamowaniu proliferacji komérek kory nadnercza szczura

Expression of the spexin gene in normal rat tissues and evidences suggesting that spexin
inhibits adrenocortical cell proliferation

Marcin Ruciriski, Andrea Porzionato, Agnieszka Ziolkowska, Marta Szyszka, Veronica Macchi,
Rafaele De Caro, Ludwik K. Malendowicz

12. Wplyw glodzenia na wydzielanie LH, FSH, PRL w warunkach in vitro — rola CART

Effect of fasting on the pituitary hormones secretion in vitro — the role of CART

Magdalena Chmielowska, Lidia Martyiiska, Ewa Woliriska-Witort, Wojciech Bik,
Matgorzata Kalisz, Bogustawa Baranowska



13. Wspélzaleznos$é miedzy czynnoScia osi podwzgoérze—przysadka-nadnercza (HPA)
oraz ekspresja adiponektyny i jej receptorow (AdipoR1, AdipoR2) w komérkach
kory nadnercza oraz tkanki tluszczowej
Interrelationship between hypothalamic-pituitary—adrenal (HPA) axis functioning
and adiponectin and its receptors (AdipoR1, AdipoR2) expression in adrenocortical
cells and adipose tissue
Tomasz Zemleduch, Lukasz Paschke

14. Osrodkowy wplyw salsolinolu na aktywnos$é wydzielnicza ukladu kortykotropowego
u owcy w warunkach stresowych
Central effect of salsolinol on the releasing activity of the corticotropic axis in sheep
exposed to stress
Matgorzata Hasiec, Elzbieta Dobek, Konrad Gorski, Katarzyna Romanowicz, Tomasz Misztal

15. Cross-talk szlakéw cAMP/PKA i cGMP/PKG w komorkach przysadki samic szczura
in vitro po zaleznej od gonadoliberyny i jej kompleksu z miedzig stymulacji
receptora GnRH
c¢AMP/PKA and cGMP/PKC pathway cross-talk in female rat anterior pituitary cells
stimulated by GnRH and Cu-GnRH complex

Alina Gajewska, Anna Herman, Ewa Woliriska-Witort, Kazimierz Kochman

12.45 Walne Zgromadzenie Czlonkow PTNE

Redakcja ,Endokrynologii Polskiej” nie ponosi odpowiedzialno$ci za tres¢ streszczen drukowanych
w Materiatach zjazdowych.



Streszczenia
Abstracts

Metaboliczne i wazoprotekcyjne aspekty dziatania
adiponektyny w okresie starzenia.
Nadzieje i kontrowersje

Bogustawa Baranowska
Zaklad Neuroendokrynologii Klinicznej, Centrum Medyczne Ksztatcenia
Podyplomowego, Warszawa

Adiponektyna jest peptydem syntetyzowanym w adipocytach,
zlozonym z 244 aminokwaséw. We krwi kraza 3 frakcje adiponek-
tyny réznigce sie masg czasteczkowaq: niskoczgsteczkowa — trimer-
LMW (low molecular weight), Srednioczasteczkowa — heksamer-MMW
(middle molecular weight) i wysokoczasteczkowa frakcja zawierajaca
12-14 meréw HMW (high molecular weight). Adiponektyna wywie-
ra swoje dzialanie poprzez receptory Adipo R1i Adipo R2. Recep-
tor Adipo R1 wystepuje gtéwnie w miesniach szkieletowych,
a Adipo R2 gléwnie w watrobie. Ekspresje Adipo R1 stwierdzono
réwniez w komoérkach $rédblonka naczyn i kardiomiocytach. Ek-
spresje Adipo R1 i Adipo R2 wykazano réwniez w centralnym
ukladzie nerwowym. Adiponektyna, a gléwnie jej frakcja HMW
odgrywa istotng role w regulacji metabolizmu glukozy, lipidéw
i procesie zwiekszania insulinowrazliwosci. Oprécz korzystnych
efektéw metabolicznych adiponektyna, a szczegdlnie frakcja HMW,
wywiera wazoprotekcyjne dzialanie bezposrednio na srédblonek
naczyn i wplywa hamujgco na wszystkie stadia rozwoju miazdzycy.
Obnizenie stezenia adiponektyny obserwowano w otylosci, cukrzy-
cy typu 2, chorobie wieficowej, nadci§nieniu tetniczym. Wielu au-
toréw zwracalo uwage, ze niskie stezenie adiponektyny w choro-
bach metabolicznych moze stanowi¢ zwiekszone ryzyko
wystgpienia ostrych zdarzen sercowych lub udaru mézgowego.
W ostatnich latach pojawily sie badania wykazujace, ze wysokie
stezenie adiponektyny u pacjentéw z niewydolnoscia krazenia
wigzalo sie z wyzszym wskaznikiem $miertelnosci. Powstaly zatem
kontrowersje, czy adiponektyna jest czynnikiem ochronnym, czy
jest czynnikiem zagrozenia. Jaki jest mechanizm wzrostu stezenia
adiponektyny u ludzi z niewydolnoscig krazenia? W niewydolnosci
krazenia dochodzi do zmian sekrecji i metabolizmu adiponektyny
(uposledzona multimeryzacja, obnizenie klirensu nerkowego).
Kardiomiocyty moga produkowaé zwiekszone ilosci adiponektyny
pod wpltywem zwiekszonej stymulacji przez BNP (brain natriuretic
peptide). W nadci$nieniu tetniczym, chorobie wienicowej, niewydol-
nosci krazenia dochodzi do obnizenia HMW adiponektyny
i obnizenia stosunku HMW/Total adiponektyny.

Whioski: Nasze badania wlasne wykazaly obnizenie HMW i sto-
sunku HMW/Total u chorych z udarem mézgowym i w chorobach
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neurodegeneracyjnych, co korelowalo z markerami stanu meta-
bolicznego. Natomiast u ludzi dlugo zyjacych wykazano wybitny
wzrost frakcji wysokoczasteczkowej adiponektyny, ktéra wywiera
silniejsze dzialanie wazoprotekcyjne, kardioprotekcyjne i meta-
boliczne w poréwnaniu z calkowita adiponektyna.

Grant CMKP 501-1-1-30-34/08.

The metabolic and vasoprotective aspects
of adiponectin action in aging.
Promises and controversies

Bogustawa Baranowska
Neuroendocrinology Department, Medical Centre of Postgraduate Education, Warsaw

Adiponectin is a 244 aminoacid protein secreted by adipocytes. It
has been found that there are three forms of adiponectin in the
blood: LMW (low molecular weight) (trimer), a MMW (middle
molecular weight) (hexamer) and HMW (high molecular weight)
(12-18-mer). Adiponectin operates in conjunction with its two mem-
brane receptors Adipo R1 and Adipo R2. Adipo R1 is present in
skeletal muscles and liver, whereas Adipo R2 is mostly found in
the liver. Adipo R1is also expressed in endothelial cells and cardio-
myocytes. The expression of Adipo R2 and Adipo R1 was also
found in the central nervous system. Adiponectin is a beneficial
modulator of glucose and lipid metabolism through the stimula-
tion of fatty acid oxidation and the reduction of plasma triglycer-
ides, as well as through the enhancement of insulin sensitivity.
Besides the metabolic effects , adiponectin may have anti-athero-
genic, anti-inflammatory, vaso- and cardioprotective properties.
Adiponectin reveals vasoprotective effects against the initiation and
progression of atherosclerosis. It has been suggested that HMW
adiponectin has more metabolic and vasoprotective activities than
total adiponectin. The decrease of adiponectin was observed in
obesity, diabetes mellitus-2, hypertension and coronary disease.
Some authors suggest that hypoadiponectinemia is associated with
the risk of acute incidents of coronary arterial disease or cerebrovas-
cular disease. Recently some controversial opinions have been re-
ported. In patients with cardiovascular failure the higher adipone-
ctin correlates with increased mortality. In patients with cardio-
vascular failure the enhancement of adiponectin may be a result of
changes in the secretion and metabolism of adiponectin. The sec-
retion of adiponectin by cardiomiocytes may be increased through
the stimulation by BNP (brain natriuretic peptide). The impaired
multimerization of adiponectin and the decrease of renal clearance
also play an important role.
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Conclusion: Our studies demonstrate a decrease of HMW adi-
ponectin and HMW/Total adiponectin ratio in patients with cere-
brovascular disease (ischemic stroke) and neurodegenerative dis-
ease (Alzheimer’s disease). A correlation with components of met-
abolic syndrome has been found . However, in centenarians total
HMW adiponectin was very high. HMW adiponectin is a better
indicator of metabolic syndrome and has more potent metabolic
and vasoprotective activities.

Grant CMKP 501-1-1-30-34/08.

Ocena wykrywania makroprolaktyny
metoda precypitacji i ultrafiltracji

Karolina Beda-Maluga', Hanna Pisarek’, Jan Komorowski?,
Marek Pawlikowski’, Jacek §wigtosiawski1,
Katarzyna Winczyk'

!Zaktad Neuroendokrynologii, Uniwersytet Medyczny, £odZ
Klinika Endokrynologii, I Katedra Endokrynologii, Uniwersytet Medyczny, Eddz

Wstep: Makroprolaktyna (MaPRL) jest forma prolaktyny (PRL)
zbudowang z monomerycznej czasteczki hormonu polaczonej
zimmunoglobuling G i nie wykazujaca istotnej aktywnosci biologi-
cznej. Kompleks ten zachowuje immunoreaktywnos¢ i przez testy
laboratoryjne czesto nie jest odrézniany od monomerycznej pos-
taci hormonu. W celu uniknigcia u oséb z hiperprolaktynemia
pomylek diagnostyczno-terapeutycznych, zalecane jest wykonanie
dodatkowych badan wykrywajacych MaPRL. Najlepsza metoda
jest chromatografia Zelowa, jednakze ze wzgledu na jej zlozona
procedure i wysoki koszt wykorzystywana jest gléwnie w pracach
badawczych. Obecnie do wykrywania MaPRL najczesciej stosowa-
na jest precypitacja glikolem polietylenowym (PEG). Ostatnio
pojawily sie doniesienia dotyczace wykorzystania ultrafiltracji do
rozdziatu r6znych form PRL. Celem naszej pracy byla ocena czesto-
$ci wystepowania MaPRL u oséb z hiperprolaktynemia i poréw-
nanie efektywnosci wykrywania MaPRL za pomoca precypitacji
PEG i metodq ultrafiltracji.

Material i metody: Badaniu poddano prébki krwi uzyskane od
pacjentéw z hiperprolaktynemia hospitalizowanych w Klinice En-
dokrynologii I Katedry Endokrynologii Uniwersytetu Medycznego
w bodzi. Stezenie PRL oznaczano metoda chemiluminescencyjng
systemem Immulite 1000 firmy Siemens. Makroprolaktyne wykry-
wano za pomoca precypitacji 25% glikolem polietylenowym i metoda
ultrafiltracji, wykorzystujac zestaw separacyjny Microcon YM-100.
W obu technikach odzysk PRL mniejszy niz 40% przyjeto za wynik
dodatni (obecno$é MaPRL).

Wyniki: Wéréd 100 badanych oséb z hiperprolaktynemia (59 kobiet
z zespolem policystycznych jajnikéw — PCOS i 41 0s6b z gruczo-
lakami przysadki) MaPRL wykryto u 8 pacjentéw. Zgodno$¢ wyni-
kéw dotyczacych MaPRL uzyskanych przy uzyciu precypitacji i ul-
trafiltracji stwierdzono u 5 kobiet z PCOS. U jednego pacjenta
z makrogruczolakiem prolaktynowym przysadki MaPRL wykryto
tylko za pomoca precypitacji PEG, natomiast u dwoéch innych
chorych z gruczolakami prolaktynowymi (1 makro- i 1 mikrogruczo-
lak) wynik dodatni uzyskano, jedynie stosujac metode ultrafiltracji.
Whioski: Uzyskane wyniki wskazujg, ze u 0s6b z hiperprolaktyne-
mig czynnosciowa obie metody wykrywania makroprolaktyny sa
jednakowo skuteczne. W celu ustalenia, ktérg z metod nalezy
stosowac u pacjentéw z gruczolakami przysadki wskazane sg dalsze
badania obejmujace wiekszg liczbe 0s6b i przeprowadzenie wery-
fikacji uzyskanych wynikéw za pomoca chromatografii zelowej.
Badania finansowane z funduszy Uniwersytetu Medycznego
w Lodzi No 503-5084-1.

Evaluation of macroprolactin detection with
precipitation and ultrafiltration methods

Karolina Beda-Maluga', Hanna Pisarek’, Jan Komorowski®,
Marek Pawlikowski', Jacek §wigtosiawski1,
Katarzyna Winczyk’

'Department of Neuroendocrinology, Medical University, Lodz
“Clinic of Endocrinology, 1st Chair of Endocrinology, Medical University, Lodz

Introduction: Macroprolactin (MaPRL) is the form of prolactin
which consists of monomeric molecule of the hormone linked with
immunoglobulin G and has limited biological activity. Macropro-
lactin preserves immunoreactivity but laboratory tests do not dif-
ferentiate this complex from monomeric prolactin. In order to avoid
diagnostic mistakes and inappropriate treatment in people with
hyperprolactinemia, it is recommended to perform additional tests
to detect MaPRL. The best method is gel chromatography but it is
applied mainly in scientific studies because of complex procedure
and high cost. Nowadays the most often used method to detect
MaPRL is precipitation with polyethylene glycol (PEG). Recently
the separation of different forms of prolactin by using ultrafiltra-
tion method has been reported.

The aim of this study was to assess the occurrence of MaPRL in
people with hyperprolactinemia and to compare efficiency of de-
tecting MaPRL by PEG precipitation and ultrafiltration methods.
Material and methods: The blood samples received from patients
with hyperprolactinemia hospitalized in Clinic of Endocrinology,
Medical University of Lodz were examined. Prolactin concentra-
tion was measured by chemiluminescent method on Immulite
1000 system (Siemens). Macroprolactin was detected by precipita-
tion with 25% polyethylene glycol and by ultrafiltration with
using the separation unit Microcon YM-100. In both methods the
recovery of monomeric prolactin less than 40% was regarded as
the presence of MaPRL.

Results: Among 100 investigated people with hyperprolactinemia
(59 women with polycystic ovary syndrome — PCOS and 41 peo-
ple with pituitary adenomas) MaPRL was detected in 8 patients.
Accordance of results concerning MaPRL obtained by the precipi-
tation and ultrafiltration was stated in 5 women with PCOS. In one
patient with the macroprolactinoma MaPRL was only detected by
the precipitation with PEG, however , in two other patients with
prolactinomas (1 macro- and 1 microadenoma) the positive result
was obtained only by applying the ultrafiltration method.
Conclusions: Our results indicate that both methods of detecting
macroprolactin are equally effective in people with functional hip-
erprolactinemia. In order to establish which method should be used
in patients with pituitary adenomas, it is required to perform fur-
ther studies conducted on a larger number of patients and to veri-
fy obtained results by using gel chromatography.

This study was supported by grant No. 503-5084-1 from Medical
University of £.odz.
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Neuroendokrynne odrebnosci
zespotu metabolicznego

Wojciech Bik
Zaktad Neuroendokrynologii Klinicznej, Centrum Medyczne Ksztatcenia
Podyplomowego, Warszawa

Wstep: Otylos¢, bedaca chorobg spoleczng, skojarzona jest czesto
z zespolem metabolicznym. Zesp6l metaboliczny (MS) jest jedno-
stka chorobowg, ktérej patogenetycznym podlozem jest hiper-
insulinizm z insulinoopornoscia. W sklad zespolu metabolicznego
wchodza: otyloé¢ trzewna, zaburzenia lipidowe, nadciénienie te-
tnicze i zaburzenia gospodarki weglowodanowej. Jednakze nawet
w 20-30% przypadkéw pacjentéw z otyloscia olbrzymia (BMI
= 40 kg/m?) nie stwierdza sie obecnosci zespotu metabolicznego.
Pacjenci ci okreslani sa jako otyli metabolicznie zdrowi. Tkanka
tluszczowa jest narzgdem wydzielania wewnetrznego produkujacym
liczne adipokiny. Zmiany stezen adipokin wplywaja na homeo-
staze metaboliczng, jak réwniez mogg by¢ potencjalnym wskazni-
kiem stopnia nasilenia zaburzen metabolicznych. W licznych pra-
cach sugeruje sie takze mozliwos¢ wplywu polimorfizméw poje-
dynczych nukleotydéw (SNP) genéw kodujacych synteze adipokin
na ryzyko wystgpienia otylosci lub zespotu metabolicznego. Wyniki
tych badan sg niejednoznaczne.

Wyniki: W badaniach wlasnych przeprowadzonych u 369 kobiet
w tym 265 z nadwagg lub otylosciag [BMI = 25 kg/m? 125 MS(+)
i 140 MS(-)] oraz 104 szczuplych kobiet (grupa kontrolna) wykaza-
no, ze pacjentki z nadwagg/otyloscia MS(+) mialy znamiennie
nizsze poziomy adiponektyny i wyzsze rezystyny w poréwnaniu
z kobietami z nadwaga/otyloécig MS(-). Stezenia HMW adiponek-
tyny i rezystyny u kobiet z nadwagg i otyloscia bez MS nie réznity
sie istotnie w stosunku do grupy kontrolnej. Ponadto u pacjentek
z otyloscig olbrzymia bez MS stwierdzono wyzsze wartosci adi-
ponektyny i wisfatyny w odniesieniu do kobiet z otyloscia olbrzy-
mig z MS. Badania SNP gendéw adiponektyny i rezystyny nie
wykazaly istotnych statystycznie réznic pomiedzy pacjentkami
z BMI = 25 kg/m? MS(+) w stosunku do kobiet z BMI = 25 kg/m?
MS(-). Jednakze stwierdzono mozliwos¢ asocjacji nastepujacych
SNP: 11377 C/G i 276 G/T genu adiponektyny i 420 C/G genu rezy-
styny przy poréwnaniu kobiet z nadwagg i otyloscia skojarzona
z MS w stosunku do grupy kontrolnej kobiet szczuptych.
Whioski: Adipokiny, a szczegélnie adiponektyna, moga by¢ do-
brymi markerami zaburzefn metabolicznych w otylosci i otylosci
olbrzymiej.

Badania finansowano z grantéw: MNiSW 2P05B03028 i CMKP
501-1-31-32-10.

Neuroendocrine differences in metabolic syndrome

Wojciech Bik
Neuroendocrinology Department, Medical Centre for Postgraduate Education, Warsaw

Introduction: Obesity being a social disease is often associated with
metabolic syndrome. Metabolic syndrome (MS) is correlated with
insulin resistance, hypertension, diabetes, dyslipidemia and visceral
obesity. However, MS is not expressed in all obese patients, even
not in those with severe obesity (BMI = 40 kg/m?). This group is
named metabolically healthy obese. It is well known that adipose
tissue is an endocrine organ which produces many adipokines.
Adipokines influence metabolic homeostasis and may be a poten-
tial indicator of severity of metabolic disturbances. It has been also
suggested that the single nucleotide polymorphisms of adipokine’s
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genes may influence the occurrence of obesity and metabolic syn-
drome but data are ambiguous.

Material and methods: Our studies were conducted on 265 over-
weight/obese women (BMI = 25 kg/m?) including 125 MS(+) and
140 MS(-) and 104 non-obese women without metabolic syndrome
as a control group.

Results: In the group of MS(+) overweight/obese women we ob-
served higher levels of resistin and lower values of adiponectin
compared with MS(-) overweight/obese subjects. MS(-) over-
weight/obese patients did not present significant differences in
HMW adiponectin and resistin concentrations when compared
with the controls. Moreover, higher levels of adiponectin and vis-
fatin were found in MS(-) extremely obese women in comparison
with obese MS(+). The investigation on SNP of adiponectin and
resistin genes did not result in finding any significant differences
between overweight/obese women with and without metabolic
syndrome. Our genetic research showed the possible associations
of 276G/T, 11377 C/G adiponectin gene polymorphisms and 420 C/G
gene polymorphism in patients with obese and metabolic syndrome
when comparing them to the control group of lean women.
Conclusions: Adipokines and especially adiponectin seem to be
a good adipocyte derived marker of metabolic disturbances in obe-
sity as well as in morbid obesity.

The study was supported with grants: MNiSW 2P05B03028 and
CMKP 501-1-31-42-10.

Regulacja ekspresji i funkcjonowania receptoréw
melatoninowych w splenocytach ptakéw i ssakéw

Matgorzata Broszkiewicz, Matgorzata Nowicka,
Urszula Smietanka, Agnieszka Szczur,
Magdalena Markowska

Zaklad Fizjologii Zwierzqt, Wydzial Biologii, Uniwersytet Warszawski,
Warszawa

Wstep: Szyszynka przeksztalca informacje o otaczajacych warun-
kach $wietlnych w sygnal chemiczny w postaci rytmicznie
uwalnianej melatoniny. Ten hormon ,ciemnosci” wraz z endogen-
nym zegarem kontroluje powstawanie rytméw okolodobowych
i okolorocznych, ktérych istnienie takze w ukladzie odpornoscio-
wym jest dobrze udokumentowane.

Celem naszych badan bylo ustalenie wplywu pory dnia, sezonu
i ré6znych stezen melatoniny na ekspresje mRNA i dzialanie
blonowych receptoréw melatoniny w splenocytach chomika
syberyjskiego i kurczat.

Material i metody: Poziom ekspresji mRNA badany byt metoda
RT-PCR, za$ jako wskaznik funkcji receptoréw przyjeto poziom
drugorzedowych przekaznikéw: cAMP (RIA) i Ca** (spektofluo-
rymetrycznie).

Wyniki: W splenocytach chomika syberyjskiego poziom ekspresji
mRNA receptora MT1 jest wyzszy w dzief niz w nocy za$ dla re-
ceptora MT2 zalezno$¢ ta jest odwrotna. Inkubacja splenocytéw
z farmakologicznymi stezeniami melatoniny powoduje wzrost,
a fizjologiczne dawki obnizaja ekspresje mRNA receptora MT1.
Wyraznie zaznacza si¢ takze wplyw sezonu na ekspresje obu re-
ceptoréw blonowych u chomikéw: dzienna ekspresja mRNA obu
podtypow receptoréw jest wyzsza w krétkim fotoperiodzie.
U kurczat ekspresja receptoréw blonowych jest wyzsza w nocy niz
w dzien. U obu badanych gatunkéw aktywacja drugorzedowych
wewnatrzkomérkowych $ciezek przekaznictwa melatoninowego
jest nizsza w nocy, co sugeruje desensytyzacje i/lub internalizacje
blonowych receptoréw melatoniny.
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Whioski: Waznym aspektem w mechanizmie dziatania receptoréw
melatoniny w ukladzie odpornosciowym wydaje sie status quo tego
ukladu, bowiem wywolanie reakcji zapalnej otrzewnej spowodowalo
zmiany w ekspresji mRNA receptoréw melatoniny, zalezne od
rozwoju zapalenia. Podsumowujac, poziom ekspresjii funkcjonowanie
poszczegolnych podtypéw blonowych receptoré6w melatoniny,
zalezy od pory dnia, sezonu i stanu aktywnosci ukladu odpornos-
ciowego.

Finansowane z grantu No 2P04C 080 27 MNiSW.

Regulation of melatonin receptors expression
and function in avian and mammalian splenocytes

Malgorzata Broszkiewicz, Matgorzata Nowicka,
Urszula Smietanka, Agnieszka Szczur,
Magdalena Markowska

Department of Animal Physiology, Faculty of Biology, University of Warsaw,
Warsaw

Introduction: Diurnal and seasonal rhythmicity of immunity is al-
ready well accepted and the circadian and circannual pattern of
the pineal melatonin synthesis and release is considered as a media-
tor between environmental light conditions and the immune sys-
tem function. We investigated the effect of day-time, season, and
melatonin on the expression of membrane bound melatonin re-
ceptors and post-receptoral signaling in splenocytes of Siberian
hamsters and chickens. Additionally, the effect of immune system
activation (experimental peritonitis) was examined as well.
Material and methods: The expression of melatonin receptor
mRNA was measured by RT-PCR, and melatonin signal transduc-
tion was examined by the intracellular level of cAMP (RIA) or Ca?*
(spectrofluorimetry).

Results: In hamster splenocytes the nocturnal level of MT1 recep-
tor mRNA was lower while that of MT2 was higher than during
the day. Melatonin added in pharmacological concentrations
caused an increase while physiological doses decreased MT1 mRNA
expression. The effect of season is evident in Siberian hamster sple-
nocytes: during the day the expression of both MT1 and MT2 re-
ceptor mRNA is higher in a short photoperiod than in a long one.
In chicken splenocytes the expression of all melatonin receptors
subtypes increased at night. These changes are not always corre-
lated with those in the intracellular second messengers. It seems to
be a rule, however, that melatonin signal transduction is attenuat-
ed at night, as the inhibition of cAMP accumulation and the in-
crease in Ca®* evoked by melatonin addition to the splenocytes iso-
lated at night was less pronounced. It suggests that endogenous
melatonin causes a desensitization or internalization of its own
membrane receptors. Moreover, inflammation modified receptor
expression and post-receptoral signaling, and the effect depends
on the development of peritonitis.

Conclusion: To summarize, the effects exerted by melatonin in
splenocytes seem to be regulated by lighting conditions and im-
mune system status.

Supported by the Polish MSHE grant No 2P04C 080 27.

Wplyw glodzenia na wydzielanie LH, FSH,
PRL w warunkach in vitro — rola CART

Magdalena Chmielowska, Lidia Martytiska,
Ewa Woliriska-Witort, Wojciech Bik, Malgorzata Kalisz,
Bogustawa Baranowska

Zaktad Neuroendokrynologii Klinicznej, Centrum Medyczne Ksztatcenia
Podyplomowego, Warszawa

Wstep: CART (cocaine and amphetamine requlated transcript) jest pepty-
dem powszechnie wystepujacym w osrodkowym ukladzie ner-
wowym oraz w wielu narzadach wydzielania wewnetrznego. Fizjo-
logiczna rola tego peptydu polega na modulacji kontroli laknienia,
zuzycia energii, termoregulacji i wydzielania hormonéw.
Cel: Celem pracy bylo zbadanie wplywu CART na wydzielanie
LH, FSH, PRL u szczuréw glodzonych i karmionych ad libitum.
Material i metody: Doswiadczenie wykonano w pierwotnej
hodowli komérek przysadki szczuréw samcéw rasy Wistar,
glodzonych przez 72 godziny i karmionych ad libitum. Komorki
inkubowano w medium zawierajagcym CART w stezeniach: 0,1, 1,
10, 100 nM, lub w medium bez CART — grupa kontrolna. Po
60 min inkubacji w medium okreslono stezenie LH, FSH, PRL.
Wyniki: W grupie kontrolnej hodowli komérek przysadki szczu-
réow niegltodzonych stezenia LH, FSH, PRL byly wyzsze w poréw-
naniu z grupa kontrolng zwierzat glodzonych. Wszystkie zastosowa-
ne dawki CART u zwierzat niegtodzonych spowodowaly znaczace
obnizenie stezenia LH. Stwierdzono, ze jedynie dawki 0,1i 1 nM
CART zmniejszyly wydzielanie FSH, natomiast 10 i 100 nM dawki
CART obnizyly wydzielanie PRL. U zwierzat glodzonych CART
nie wplynal na wydzielanie LH i FSH. Zwigkszenie stezenia PRL
zaobserwowano po dawce 1 nM CART.
Whioski:
1. CART wywiera hamujace dzialanie na wydzielanie LH, FSH,
PRL z komoérek przysadki szczurow.
2. Glodzenie zmienia aktywno$é¢ wydzielniczg komérek przysadki
w odpowiedzi na dziatanie CART.
Badania finansowane z grantu CMKP No. 501-1-1-28-22/05.

Effect of fasting on the pituitary hormones
secretion in vitro — the role of CART

Magdalena Chmielowska, Lidia Martynska,
Ewa Wolinska-Witort, Wojciech Bik, Malgorzata Kalisz,
Boguslawa Baranowska

Neuroendocrinology Department, Medical Centre of Postgraduate Education,
Warsaw

Introduction: Cocaine and amphetamine regulated transcript
(CART) is widely expressed in the central nervous system and in
several endocrine organs. The physiological role of this peptide
includes the modulation of appetite, control of energy expendi-
ture, thermoregulation and hormone secretion.

Aim: The aim of this study was to evaluate the effect of CART on
LH, FSH, PRL release from pituitary cell culture in male rats after
72 hrs. starvation and feeding ad libitum.

Material and methods: CART in doses 0,1 nM, 1 nM, 10 nM,
100 nM was added to pituitary cell culture and the medium was
collected 60 mins thereafter. The collected medium was stored at
— 20°C until assayed for LH, FSH, PRL.

Results: LH, FSH and PRL concentrations were higher in rat pitu-
itary cell culture in the non starved control group as compared to
starved rats. CART in all doses in non starved animals decreased
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LH concentration. Doses of 0.1 and 1 nM of CART decreased the

release of FSH. Doses of 10 and 100 nM decreased PRL secretion.

In starved animals CART did not affect the release of LH and FSH.

The increase in PRL concentration was observed after the dose of

1 nM CART

Conclusions:

1. CARTinhibits LH, FSH and PRL release from pituitary cell cul-
ture in non starved rats.

2. Starvation changes secretory activity of pituitary cells in re-
sponse to CART action.

This study was supported by grant No. 501-1-1-28-22/05 from Med-

ical Center of Postgraduate Education.

Specyficzno$¢ ré6znic odpowiedzi hormonalne;j
na stresory moze zaleze¢ od indywidualne;j
wrazliwosci na stres u $win

Ziemowit Ciepielewski, Wojciech Stojek,
Wojciech Glac, Danuta Wrona
Katedra Fizjologii Zwierzqt, Uniwersytet Gdariski, Gdarisk

Przedstawiamy wyniki analizy poréwnania pomiedzy odpowiedzig
stresowa na dwa odmienne obcigzenia fizyczne (unieruchomienie
v. wymuszone chodzenie) mierzonego stezeniem hormonu wzrostu
(GH), prolaktyny (PRL), beta-endorfiny (BEND), hormonu
adrenokortykotropowego (ACTH) oraz kortyzolu (COR) w osoczu
u $win réznigcych sie indywidualng, genetycznie uwarunkowang
wrazliwo$cig na stres. Doswiadczenia przeprowadzono na
30 chronicznie kaniulowanych $winiach, mieszaficach rasy Pietrain
poddanych uprzednio testowi DNA (przy zastosowaniu PCR)
wykrywajgcemu mutacje genu receptora ryanodinowego RyR 1
i podzielonych na 3 grupy: homozygoty wrazliwe na stres — nn,
oraz oporne na stres heterozygoty — Nn i homozygoty — NN.
Jako modeli stresu uzyto 4-godzinnego unieruchomienia (RT) oraz
powtdérzonego wymuszonego chodzenia (RFW). Stezenia hor-
mondéw w osoczu krwi obwodowej oznaczano metoda RIA. Uzys-
kane wyniki pokazuja, ze oba stresory wplywaly na wszystkie
badane hormony, a intensywno$¢ odpowiedzi byla zalezna od
genotypu zwierzecia. Swinie wrazliwe na stres (nn) wykazywaty
najwyzszg odpowiedz PRL na oba obcigzenia i najwyzsza odpo-
wiedZ GH na RFW, a $winie oporne na stres (NN) reagowaly maksy-
malng odpowiedza GH na RT. Poziom BEND byl istotnie podnie-
siony w trakcie obu obcigzen, ale najistotniejsze zmiany wystapily
u $win nosicieli genu wrazliwosci na stres (Nn). RT istotnie
wplywalo na odpowiedz ACTH i COR u wszystkich genotypéw,
podczas gdy w trakcie RFW istotny wzrost ACTH, ktéremu to-
warzyszyl wysoki wzrost COR wystapit tylko u §win wrazliwych
(nn). Uzyskane wyniki wykazujg, Ze typ stresora moze wplywac
na hormonalng odpowiedz stresowg zaré6wno na poziomie
przysadki, jak i kory nadnerczy. Niezaleznie od genotypu zwierze-
cia, 0§ HPA wydaje sie by¢ bardziej wrazliwa na RT niz na RFW.
Pozostale osie hormonalne, jak réwniez uklad opioidowy, moga
by¢ w réznym stopniu aktywowane w czasie stresu, jednakze in-
tensywnos¢ ich odpowiedzi zalezy w wiekszym stopniu od geno-
typu zwierzecia niz od rodzaju stresora.

Praca finansowana z grantu N N303 292334 MNiSW.
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Stressor-specific differences in hormonal responses
could depend on individual stress vulnerability in pig

Ziemowit Ciepielewski, Wojciech Stojek,
Wojciech Glac, Danuta Wrona
Department of Animal Physiology, University of Gdansk, Gdansk, Poland

Here we report the results of an analysis of the comparison be-
tween stress responses to two different physical stressors (restraint
vs forced running) measured by plasma levels of growth hormone
(GH), prolactin (PRL), beta-endorphin (BEND), adrenocorticotro-
pin (ACTH) and cortisol (COR) in pigs of different, individual, ge-
netically based susceptibility to stress. The experiments were car-
ried out on 30 chronically catheterised Pietrain crossbred pigs pre-
viously tested in DNA molecular diagnostic assay (PCR) for the
mutation of the ryanodine receptor RyR 1 and divided into 3 groups:
stress susceptible homozygotes —nn, and stress resistant heterozy-
gotes — Nn and homozygotes — NN. The 4-hour restraint (RT)
and the repeated forced walking (REW) were used as stress models.
The concentrations of peripheral blood plasma hormones were
determined by RIA. The results obtained show that both stressors
affected all investigated parameters and the intensity of the responses
was genotype dependent. Stress susceptible (nn) pigs showed
the highest response of PRL to both stressors, and of GH to RFW
and stress resistant (NN) pigs reacted maximally in GH response
to RT. The BEND level was markedly elevated during both stresses
and the most significant changes occurred in stress susceptibility
gene carriers pigs (Nn). RT markedly influenced the ACTH and
COR responses in all genotypes whereas during RFW the signifi-
cant increase in ACTH accompanied by high increases in COR oc-
curred in susceptible (nn) pigs only. The results obtained show that
the type of stressor could influence the hormonal stress response
on both pituitary and adrenal levels. Independently of the geno-
type, the intensity of their responses is associated with the geno-
type status of an animal rather than with the stressor type.

This work is supported by grant N N303 292334 of MSHE of Poland.

Molekularne mechanizmy syntezy gonadotropin

Alina Gajewska
Instytut Fizjologii i Zywienia Zwierzgt im. Jana Kielanowskiego, PAN,
Jablonna k/Warszawy

Gonadoliberyny (GnRH), ktdrej synteza i dojrzewanie zachodzi
w wyspecjalizowanych neuronach podwzgoérza, wraz z krwia
wrotna dociera do przedniego plata przysadki, gdzie na blonie
komorek gonadotropowych wigze sie ze swym specyficznym,
sprzezonym z biatkiem G, receptorem. Konsekwencja aktywacji
receptora GnRH jest biosynteza i uwalnianie gonadotropin. Rodzina
hormonéw gonadotropowych sklada sie zhormonu luteinizujacego
(LH), folikulotropowego (FSH) oraz lozyskowej gonadotropiny
(CG) opisanej u konia i naczelnych. Hormony te sa heterodime-
rami, skladajacymi sie z glikoproteinowej podjednostki « o sek-
wengcji aminokwasowej identycznej dla wszystkich hormonéw tej
rodziny oraz odrebnej i odpowiedzialnej za specyficznos¢ kazdego
hormonu, podjednostki 8. Na promotorach genéw podjednostek
a, LHB i FSHp istnieja odrebne uklady elementéw cis-i trans regu-
latorowych. Za specyficzng aktywacje genu o odpowiedzialny jest
zestaw kilkunastu elementéw regulatorowych promotora, wsréd
ktorych szczegdlna role odgrywaja: miejsce CRE, miejsce PGBE do
ktérego wigza sie trans-dzialajace bialka z rodziny LIM i miejsce
aBE odpowiedzialne za interakcje z bialkami transkrypcyjnymi
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aBP1iaBP2. W podstawowej transkrypcji tego genu uczestniczy
tez biatko Pitx-1. Do obszaru GSE wiaze sie nalezacy do nadrodzi-
ny bialek receptoréw jadrowych czynnik steroidogenny SF-1. Za
wrazliwos¢ genu a na stymulacje GnRH odpowiedzialne s3 dwa
elementy regulatorowe: obszar GnRH-RE, do ktdérego wiaze sie trans-
dzialajace biatko z rodziny bialek transkrypcyjnych Ets i region
PGBE promotora, do ktérego wiaza sie biatka LIM. W obszarze
dystalnym promotora genu LHf znajduja sie dwa cis-regulatoro-
we miejsca wigzace biatko Sp-1, a takze tak zwany region CArG
o sekwencji CCATTTTTGG odgrywajacy krytyczna role we
wrazliwosci genu LHB na pulsacje GnRH. W obrebie proksymal-
nej czesci promotora genu LHB do specyficznych cis-regulatoro-
wych sekwencji wigza sie trzy trans-dzialajace biatka regulatorowe.
Pierwszym z nich jest czynnik steroidogenny SF-1, ktéry do DNA
promotora genu LHp u szczura wiaze sie do sekwencji TGACCTG
isekwencji CGGCCTTG. Bialkiem, o kluczowej roli w regulacji tran-
skrypcji genu LHp, jest bialko Egr-1, ktére do promotora genu LHS
wiaze siew pozycjach -112/-105pz (sekwencja CGCCCCCG') oraz
-50/-42pz (sekwencja: CGCCCCCAC). W pozycji ~100/-95pz
(sekwencja AGATTA) znajduje si¢ miejsce wigzania bialka Pitx-1.
Stosunkowo najmniej poznany jest uklad cis- i trans-dzialajacych
elementéw regulatorowych na promotorze genu FSHf. Zlokali-
zowano na nim dwa miejsca wigzace biatko aktywatorowe AP-1,
zaangazowane w zalezng od GnRH stymulacje tego genu. W pro-
ksymalnej czesci promotora genu FSHf znajduja sie dwa miejsca
wigzace czynnik SF-1, a takze jedno miejsce wigzace czynnik tran-
skrypcyjny NF. Na 5" koncu zlokalizowano miejsca wrazliwe na
progesteron. W podstawowej aktywnosci promotora Rego genu
uczestniczg tez biatka Pitx, a stymulacja przez aktywine odbywa
sie przede wszystkim poprzez kompleks bialek Smad 3/Smad 4,
ktére wiaza sie do sekwencji palindromicznej GTCTAGAC lub do
motywu CAGA. Ostatnio wykazano takze, iz nalezace do rodziny
TGEf i odpowiedzialne za morfogeneze kosci i tkanki chrzestnej
biatka BMP6 i BMP7 stymuluja aktywnos¢ promotora genu FSHp,
a takze ekspresje mRNA dla tej podjednostki.

Molecular mechanisms of gonadotropin biosynthesis

Alina Gajewska
The Kielanowski Institute of Animal Physiology and Nutrition, PAS,
Jablonna n Warsaw

Transcription activity of genes encoding three gonadotropin sub-
units: (o, LHB, FSHp) depends on specific cis- and trans- acting regu-
latory elements located on their promoters. Gonadotrope-specific
activation of «GSU requires CREB protein binding to CRE , pro-
teins belonging to LIM homeodomain family which bind to PGBE
sites and proteins aBP1 i «BP2 which interact with cis-acting aBE
site. Moreover, aGSU transcription depends on Pitx-1 transcrip-
tion protein which binds to Pitx-1-RE as well as on SF-1 protein
(orphan nuclear receptor) which interacts with GSE (gonadotrophic spe-
cific element) at —146/-111bp (human) or —398/-385 bp (mouse) of
this promoter. Two cis-regulatory elements are responsible for
GnRH-dependent aGSU gene activity: GnRH-RE which binds
trans-acting transcription protein belonging to ETS family and PGBE
region involved with LIM proteins interaction. Two distinct — dis-
tal and proximal — regulatory regions were identified on LHf pro-
moter. In the rat it was shown that the distal part contains not only
two cis-acting regulatory sites which interact with Sp-1 transcrip-
tion proteins, but also CArG box (sequence CCATTTTTGG) crucial
for LHp gene sensitivity for GnRH pulses. At the proximal domain
of LHp gene promoter three transcriptional proteins are responsi-
ble for this gene transcriptional activity regulation. SF-1 protein

interacts with two cis-acting gonadotrope-specific (GSE) sequen-
ces: located between —128/~121 bp and —59/-52 bp, respectively. Es-
sential for GnRH-dependent LHf gene transcription activation is
Egr-1 protein, the second transcriptional protein, which interacts
with two proximally located specific sequences at positions
—-112/-105bp and -50/—42pz. Pitx-1, the third proximaly active
transcriptional protein, interacts between 100/-95bp of the LHf pro-
moter. FSHf gene transcriptional activity is under the regulatory
control of SF-1 and NFY proteins which bind to their specific cis-
acting sequences located at the proximal region of the promoter.
GnRH- dependent FSHp gene transcriptional activity requires AP-1
transcriptional protein which interacts with two sites located at the
proximal part of this promoter and activin-dependent activation
depends on proteins Smad 3/Smad 4 complex. Recently, BMP-6
and BMP-7 proteins from TGFf superfamily have been shown to
be directly involved in FSHp. gene promoter activation as well as
mRNA expression for this subunit.

Cross-talk szlakéw cAMP/PKA i cGMP/PKG

w komérkach przysadki samic szczura in vitro
po zaleznej od gonadoliberyny i jej kompleksu
z miedzia stymulacji receptora GnRH

Alina Gajewska’, Anna Herman', Ewa Woliriska-Witort?,
Kazimierz Kochman’

Unstytut Fizjologii i Zywienia Zwierzqt im. Jana Kielanowkiego PAN,
Jablonna k./Warszawy

*Zaklad Neuroendokrynologii Klinicznej, Centrum Medyczne Ksztatcenia
Podyplomowego, Warszawa

Wstep: Réznigce sie konformacjg czgsteczki GnRH i kompleksu
Cu-GnRH, wigzac sie z receptorem gonadoliberyny wplywaja odmien-
nie na profil sygnalizacji wewnatrzkomérkowej. W przeciwienstwie
do formy natywnej kompleks stymuluje synteze cAMP w komérkach
gonadotropowych. Zdolnos¢ czasteczki Cu-GnRH do pobudzania
aktywnosci szlaku cAMP/PKA rodzi pytanie o jego wplyw na akty-
wnoé¢ innych szlakéw sygnalizacji miedzy innymi szlaku cGMP/PKG.
Celem podjetych badan bylo poréwnanie aktywnosci szlaku cAMP/
/PKA w komoérkach przysadki po ich inkubacji z GnRH i Cu-GnRH
w obecnosci inhibitora kinazy biatkowej A, jak tez okredlenie wplywu
hamowania szlaku cAMP/PKA na aktywnos¢ szlaku cGMP/PKG
w komoérkach poddanych dziataniu GnRH lub Cu-GnRH.
Material i metody: Wyizolowane komoérki przysadki samic szczu-
ra (5 x 10%ml) inkubowano przez 0,5, 315 godzin z 10’M GnRH,
107M Cu-GnRH w obecnosci lub bez 30 uM specyficznego inhibi-
tora kinazy bialkowej A (H89). Konicowe stezenie cAMP w ko-
moérkach i medium doswiadczalnym, a takze LH w medium ozna-
czono metoda RIA.

Wyniki: Otrzymane wyniki wykazaly, Ze wzrost stezenia cAMP
w komoérkach nastepuje tylko po aktywacji receptora przez Cu-
GnRH, a zahamowanie aktywnosci kinazy biatkowej A blokuje
stymulujace oddzialywanie kompleksu na te Sciezke sygnalizacji.
Roéznica w konformacji obu czasteczek nie wplynela natomiast na
ich zdolno$¢ do pobudzania szlaku cGMP/PKG, gdyz zaréwno
GnRH, jak i Cu-GnRH stymulowaly synteze cGMP w komoérkach
gonadotropowych. Natomiast pobudzenie szlaku cGMP/PKG isto-
tnie zmniejszalo sie, gdy stymulacja receptora przez GnRH lub
Cu-GnRH odbywata sie w obecnosci specyficznego inhibitora sele-
ktywnie hamujgcego aktywno$¢ kinazy bialkowej A.

Whioski: Konformacja liganda receptora GnRH moze specyficznie
determinowac rodzaj aktywowanych drég transdukeji sygnalu.
Zahamowanie aktywnosci Sciezki cAMP/PKA w komérkach gona-
dotropowych bezposrednio wplywa na aktywnos¢ sciezki cGMP/
/PKG, co wskazuje na zjawisko cross-talk miedzy tymi szlakami.
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cAMP/PKA and cGMP/PKC pathway cross-talk
in female rat anterior pituitary cells stimulated
by GnRH and Cu-GnRH complex

Alina Gajewska’, Anna Herman', Ewa Woliriska-Witort?,

Kazimierz Kochman’

'The Kielanowski Insitute of Animal Physiology and Nutrition, PAS,
Jablonna n/Warsaw

“Neuroendocrinology Department, Medical Centre of Postgraduate Education,
Warsaw

Introduction: Cu-GnRH complex can effectively stimulate cAMP
synthesis in gonadotrope cells after binding with GnRH receptor.
If so, it cannot be excluded that Cu-GnRH may also affect other
intracellular signaling pathways e.g. cGMP/PKG.

The aim of the study was to compare cAMP/PKA pathway stimula-
tion in female anterior pituitary cells incubated with GnRH and
Cu-GnRH in the presence of the specific PKA inhibitor. Moreover,
this study also focused on the effect of PKA inhibition on cGMP/
/PKG pathway activation in anterior pituitary cells stimulated with
GnRH or Cu-GnRH.

Material and methods: Anterior pituitary cells (5 x 10%/ml) were
incubated for 0.5, 3 and 5 h with 10”"M GnRH, or 10"M Cu-GnRH
in the presence of 30 uM H89 (a specific inhibitor of PKA activity).
After the incubation, intracellular and extracellular cAMP concentra-
tion as well as medium LH concentration were determined by RIA.
Results: Only Cu-GnRH complex promoted cAMP synthesis in
anterior pituitary cells and the inhibition of PKA activity reduced
Cu-GnRH-dependent cAMP/PKA pathway stimulation. In contrast,
differences in GnRH and Cu-GnRH conformation did not affect
their ability to activate cGMP/PKG pathway because cGMP con-
centration was elevated both after GnRH and Cu-GnRH stimula-
tion. Moreover, in cells pretreated with H89 cGMP synthesis was
also significantly diminished.

Conclusions: The obtained results revealed that ligand conforma-
tion (GnRH v. Cu-GnRH) may specifically determine intracellular
pathways activity in gonadotrope cells.The inhibition of cAMP/PKA
activity which directly affected cGMP/PKG stimulation suggests
a cross-talk between those two intracellular signaling pathways.

Osrodkowy wplyw salsolinolu na aktywno$é
wydzielnicza uktadu kortykotropowego u owcy
w warunkach stresowych

Malgorzata Hasiec, Elzbiet Dobek, Konrad Gorski,

Katarzyna Romanowicz, Tomasz Misztal
Instytut Fizjologii i Zywienia Zwierzqt im. Jana Kielanowskiego PAN,
Jablonna k/Warszawy

Wstep: Salsolinol (SAL), pochodna dopaminy, pelni funkcje neu-
romodulacyjne w osrodkowym ukladzie nerwowym ssakéw. Do
najlepiej opisanych nalezy: stymulowanie sekrecji prolaktyny
w okresie laktacji oraz hamowanie uwalniania adrenaliny i norad-
renaliny do krwi obwodowej pod wptywem stresu. Dotychczas nie
jest znane dziatanie SAL na aktywno$¢ wydzielniczg uktadu kor-
tykotropowego w warunkach stresowych.

Celem pracy bylo zbadanie na modelu owcy wplywu SAL, infun-
dowanego dokomorowo, na uwalnianie ACTH indukowane stre-
sem zwigzanym z wykonywaniem infuzji.

744

Material i metody: Badania przeprowadzono na dorostych owcach,
majacych implantowane kaniule do trzeciej komory moézgu. Prace
manualne przy zwierzeciu, poprzedzajace wykonanie doko-
morowej infuzji SAL (n = 5) lub plynu Ringera (kontrola, n = 5),
trwaly okoto 30 min. Infuzje wykonywano seryjnie: 5 X 30 min
infuzjii 30 min przerwy (5 godzin); dawka SAL 30 1 g/60 11/30 min.
W okresie doswiadczenia pobierano proébki krwi co 10 min,
w ktdrych oznaczono stezenie ACTH metoda RIA.

Wyniki: U owiec, ktérym infundowano SAL, $rednie stezenie
ACTH w krwi bylo istotnie (P < 0,001) nizsze, w poréwnaniu
z koncentracja u owiec kontrolnych (32,27 + 3,97 v. 61,72 + 4,44 pg/ml,
odpowiednio). Analiza steze ACTH w przedzialach godzinowych
wykazala, ze najwyzsza koncentracje hormonu obserwowano
w 1.12. godzinie do$wiadczenia u owiec kontrolnych (maksymalnie:
97,14 + 8,37 pg/ml) i tylko w 1. godz. u owiec otrzymujacych SAL
(57,04 + 8,66 pg/ml). Ponadto, stezenie ACTH we krwi owiec
otrzymujacych SAL bylo istotnie (P < 0,001) nizsze w godzinie
2.13., w poréwnaniu ze stezeniem u owiec kontrolnych.
Whiosek: Otrzymane wyniki sugerujg, ze SAL redukuje aktywnos¢
wydzielniczg uktadu kortykotropowego w warunkach stresowych.

Central effect of salsolinol on the releasing activity
of the corticotropic axis in sheep exposed to stress

Malgorzata Hasiec, ElZbieta Dobek, Konrad Gorski,

Katarzyna Romanowicz, Tomasz Misztal
The Kielanowski Institute of Animal Physiology and Nutrition, Polish Academy
of Sciences, Jablonna n/Warsaw

Introduction: Salsolinol (SAL), a derivative of dopamine, plays
aneuromodulatory role within the central nervous system of mam-
mals. Its best known actions concern the stimulation of prolactin
secretion during lactation and the inhibition of stress-induced epi-
nephrine and norepinephrine release into peripheral blood. So far,
the effect of SAL on the corticotropic axis under stress conditions
has remained unknown.

Investigation on a sheep model of the effect of intracerebroventric-
ularly infused SAL on the ACTH surge induced by stress related to
handling preceding infusion.

Material and methods: The experiment was performed on mature
sheep implanted with a guide cannula into the third ventricle. The
animals were handled for about 30 minutes before the Ringer-Locke
solution (control, n = 5) or SAL (n = 5) infusion. The treatment was
performed in a series of five 30-min infusions at 30-min intervals (5 hrs);
the dose of SAL was 30 #g/60 £1/30 min. The blood samples were
collected every 10 minutes to determine the plasma ACTH concen-
tration by RIA.

Results: In the SAL-infused sheep, the mean plasma ACTH con-
centration was significantly (P < 0.001) lower than in the control
sheep (32.27 £ 3.97 v. 61.72 = 4.44 pg/ml, respectively). The hourly
distribution of ACTH concentrations showed that the highest level
occurred in the 1st and 2nd hour of the experiment in the controls
(maximum: 97.14 = 8.37 pg/ml) and only in the 1st hour in the
SAL-infused sheep (57.04 + 8.66 pg/ml). Moreover, in the SAL-in-
fused sheep, plasma ACTH concentrations were significantly
(P < 0.001) lower in the 2" and 3! hour compared with controls.
Conclusion: It is suggested that SAL suppresses the releasing ac-
tivity of the corticotropic axis under stress conditions.



Streszczenia

Gut — brain interaction and regulation
of energy homeostasis

Karl-Heinz Herzig
Institute of Biomedicine and Biocenter of Oulu, Oulu University, Aapistie 7,
90014 University of Oulu, Finland

Obesity is the biggest unrecognized public health problem in the
world being a major risk factor for chronic diseases with a decreased
life expectancy. Of the global population around 700 million adults
are predicted to be obese by 2015 (IASO statement 2010). The in-
creased body mass is a consequence of an imbalance between en-
ergy intake and energy expenditure and, therefore, the result of
either an increased energy intake and/or a decreased physical ac-
tivity. Ingested foods evoke satiety feelings in the GI tract primari-
ly by two distinct pathways, i.e. by mechanical stimulation of nerve
endings and by release of peptides. The CNS receives the GI sati-
ety-related signals via vagal afferents and humorally from the in-
testine for a short term and from fat stores for a longer term energy
regulation. The intestine secretes more than 20 different peptides,
the adipose tissue produces a large number of adipokines. The
hypothalamic nuclei then integrate these different peptide signals
together with information from reward centers, brain stem and
nutrient sensing resulting in the initiation or stop of food intake.
Orexin, ghrelin and endocannabinoids have shown to be orexi-
genic while cholecystokinin, glucagon-like peptide-1 and pancre-
atic polypeptide/peptide YY inhibit food intake.

The release, signaling routes and integration of the action of these
extremely diverse and tightly controlled signals are currently still
poorly understood resulting in so far very limited therapeutic op-
tions in pharmacotherapy without significant side effects. Nano-
technology might offer the possibility to increase the bioavailabili-
ty of these peptides and to interfere with the signaling routes. In
addition, changes in food composition and structure might enable
a more favorable approach modulating endogenous peptide re-
lease to maintain a higher degree of satiation.

Supported by the Novo Nordisk Foundation and the Academy of
Finland.

Uwalnianie oksytocyny z uktadu podwzgoérze—cze$é
nerwowa przysadki szczura in vitro jest nasilane
przez tryptoreling — agoniste gonadoliberyny

Marlena Juszczak, Magdalena Roszczyk
Zaklad Patofizjologii i Neuroendokrynologii Doswiadczalnej, Katedra Patologii
Ogdlnej i Doswiadczalnej, Uniwersytet Medyczny w Lodzi

Wstep: Wczesniejsze badania wykazaly, ze gonadoliberyna (GnRH)
odgrywa istotna role w regulacji uwalniania oksytocyny (OT). Po-
niewaz w praktyce klinicznej zamiast GnRH znacznie czesciej sto-
suje sie analogi tego hormonu, celem pracy bylo zbadanie czy ago-
nista GnRH — tryptorelina zmienia uwalnianie OT z ukladu pod-
wzgdrze — cze$¢ nerwowa przysadki (H-NH) szczura in vitro.

Material i metody: Po wyosobnieniu z mézgu, uklad H-NH umie-
szczano w probéwkach zawierajacych 1 ml plynu Krebsa-Ringera
(K-R) ogrzanego do temperatury 37°C oraz nasycanego karboge-
nem. Po okresie rownowazenia (tj. okolo 80 min) do probéwek
dodawano plyn K-R zawierajacy podstawowe — plyn B1 lub zwiek-
szone (56 mM) stezenie jonéw K+ — plyn S1, a nastepnie ptyny Bl
lub S1 zawierajace dodatkowo roztwoér tryptoreliny w odpowie-

dnim stezeniu, tj. 10"'-10° M (odpowiednio ptyny B2iS2). Po inku-
bacji ukladu H-NH w kazdym z roztworéw (kolejno: B1, S1, B2,
S2) przez 20 minut, plyn inkubacyjny pobierano i natychmiast
zamrazano do czasu oznaczenia w zebranych prébkach zawartosci
OT metoda RIA. Stopienr uwalniania OT z ukladu H-NH in vitro
wyrazano jako stosunek B2/B1 (uwalnianie podstawowe) lub 52/51
(uwalnianie pobudzane nadmiarem jonéw K*).

Wyniki: Wykazano, ze agonista gonadoliberyny — tryptorelina
istotnie zwigksza podstawowe uwalnianie OT do plynu inkuba-
cyjnego in vitro, w stezeniach 10°-10"° M; najsilniejszy efekt
pobudzajacy wywieraly stezenia 1071 10* M, podczas gdy stezenia
10191 10" M pozostaly bez wplywu na badany proces. W warun-
kach pobudzania nadmiarem jonéw K*, uwalnianie OT z ukladu
H-NH do plynu inkubacyjnego, niezaleznie od badanego stezenia
tryptoreliny, nie réznilo sie istotnie od grupy kontrolnej.
Whioski: Wyniki tych badan sugeruja, ze tryptorelina moze mody-
fikowa¢ sekrecyjng aktywnos¢ neurondéw oksytocynergicznych
u szczura, nasilajac tym samym uwalnianie OT.

Badania finansowane przez Uniwersytet Medyczny w Lodzi (grant
Nr 503-6103-1).

Oxytocin secretion from the rat hypothalamo-
-neurohypophysial system in vitro is stimulated
by gonadotropin-releasing hormone

agonist — triptorelin

Marlena Juszczak, Magdalena Roszczyk
Department of Pathophysiology and Experimental Neuroendocrinology, Medical
University of Lodz, Poland

Introduction: Previous studies have shown, that oxytocin (OT)
secretion could be modified by gonadotropin-releasing hormone
(GnRH). In medical practice, more often than GnRH itself, its ana-
logs are used. The aim of the present investigation was, therefore, to
study the effect of GnRH agonist — triptorelin on OT secretion from
the isolated rat hypothalamo-neurohypophysial (H-NH) system.
Material and methods: Male rats served as donors of the H-N ex-
plants, which were placed in 1 ml of Krebs-Ringer fluid (KRF) heated
to 37°C and constantly gassed with carbogen. The H-NH explants
were incubated successively in: 1 —normal KRF {B1}; 2 —incuba-
tion fluid as B1 enriched with excess amount (56 mM) of K* {S1},
3 — incubation fluid as B1 enriched with an appropriate concen-
tration of triptorelin, i.e., 10-"-10-° M {B2} and 4 — incubation flu-
id as S1 enriched with the same concentrations of the studied pep-
tide {S2}. After 20 minute incubation, each medium (B1, S1, B2, S2)
was collected and immediately frozen before OT estimation by the
RIA. The OT secretion was determined by using B2/B1 (basal secre-
tion) or S2/51 (stimulated secretion) ratio for each H-NH explant.
Results: The results show that the GnRH agonist - triptorelin sig-
nificantly stimulates OT release from the isolated H-NH system at
the concentrations of 1010~ M. The strongest effect was displayed
by the concentrations of 107 and 10-* M, while the two others, i.e.,
10" and 10 M, remained inactive in modifying this hormone se-
cretion in vitro. Under the conditions of K* stimulation, triptorelin
did not affect OT secretion in vitro.

Conclusion: The present results demonstrate that triptorelin may
play a role as a neuromodulator contributing to the functional reg-
ulation of oxytocinergic neurons in the rat.

This study was supported by Medical University of Lodz (grant
No 503-6103-1).
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Metabolizm kwasu y-aminomastowego w warunkach
stresu oksydacyjnego w komérkach GH3
z zablokowana ekspresja PMCA

Antoni Kowalski, Ludmita Zyliriska, ElzZbieta Rebas
Zaktad Neurochemii Molekularnej, Uniwersytet Medyczny, Lodz

Wstep: Szlak GABA-shunt jest glowna droga metabolizmu kwasu
y-aminomastowego w komérkach pobudliwych. Moze by¢ tez
mechanizmem ochronnym, dostarczajacym intermediatu cyklu
Krebsa — bursztynianu, zapewniajac uzupelnienie niedoboréw
ATP w warunkach stresowych, takich jak zaburzona homeostaza
wapniowa czy stres oksydacyjny.

Celem badan bylo okreslenie jak zaburzona w wyniku blokady
ekspresji izoform plazmatycznej pompy wapniowej (PMCA2,
PMCA3) homeostaza wapniowa oraz indukowany etanolem stres
oksydacyjny wplywaja na aktywno$c enzyméw szlaku GABA-shunt:
dekarboksylazy glutaminianowej (GAD), aminotransferazy GABA
(GABA-T) i dehydrogenazy semialdehydu bursztynianowego
(SSADH).

Materiat i metody: Komorki linii GH3 pochodzace z guza przed-
niego plata przysadki mézgowej, kontrolne oraz z trwale zablokowa-
na ekspresja izoform PMCA2 i PMCA3 hodowane byly w standar-
dowym podlozu z dodatkiem 100 mM etanolu, przez 24, 48
172 godziny. Aktywno$é GAD oznaczano spektrofluorymetrycznie
poprzez wykrywanie produktu kondensacji GABA z ninhydryna,
natomiast aktywno$ci GABA-T i SSADH oznaczano metoda
polegajaca na spektrofotometrycznym oznaczaniu NADH.
Wyniki i wnioski: W komérkach z zablokowang ekspresja izoform
PMCA zaobserwowano obnizong aktywno$¢ GAD i SSADH. Po
24 godzinach inkubacji z etanolem w komérkach kontrolnych
niewiele wzrosta aktywno$¢ GABA-T i znacznie, okolo 90% akty-
wnoé¢ SSADH. Moze to sugerowaé uruchomienie mechanizmu
adaptacyjnego, zapewniajacego dostarczenie bursztynianu do cyk-
lu Krebsa i zabezpieczajacego komorke przed stratami energetyc-
znymi. Zaburzona homeostaza wapniowa wydaje si¢ wplywac na
wywolane etanolem zmiany w aktywnosci enzymow GABA-shunt.
W komoérkach z zablokowang ekspresja PMCA3 wzrastala jedynie
aktywnosé GAD po 24 h inkubacji. Aktywno$¢ szlaku byla obnizona
przez wszystkie dni trwania eksperymentu.

Praca finansowana z funduszy MNiSW — NN401 076337 oraz Uni-
wersytetu Medycznego w Lodzi 502-16-810 i 503-6086-2.

GABA metabolism in PMCA-depleted GH3 cells
under ethanol-induced oxidative stress conditions

Antoni Kowalski, Ludmita Zyliriska, ElzZbieta Rebas
Department of Molecular Neurochemistry, Medical University of Lodz, Poland

Introduction: GABA-shunt, an enzymatic pathway consisting of
enzymes — glutamate decarboxylase (GAD), GABA-transaminase
(GABA-T) and succinic acid dehydrogenase (SSADH) is a major
way of y-aminobutyric acid metabolism in excitable cells. It is also
supposed to be a protective mechanism, closely related to cell en-
ergetics, supporting ATP synthesis under stress conditions, as its
final product — succinate — is an intermediate of Krebs cycle.
The aim was to determine how impaired calcium homeostasis, in-
duced by suppressed expression of plasma membrane calcium ATP-
ase isoforms (PMCA2, PMCA3), and ethanol-induced oxidative
stress affect the activity of GABA-shunt enzymes.

Material and methods: Anterior pituitary tumor GH3 cell line, con-
trol and PMCA-depleted, were cultured for 24, 48 and 72 hours in
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standard medium supplemented with 100 mM ethanol. GAD ac-
tivity was assayed with spectrofluorimetric method based on de-
tection of GABA condensated with ninhydrin. GABA-T and SSADH
activities were estimated by spectrophotometric measurement of
NADH formation.

Results and conclusions: Results show a significant decrease in
GAD and GABA-T activity in PMCA-depleted cells. After 24 hours
of ethanol application, in the control cells we observed a slight in-
crease in GABA-T activity and a significant, about 90% increase in
SSADH activity. It may indicate triggering the mechanism supply-
ing succinate to Krebs cycle. Calcium homeostasis impairment
seems to have an influence on GABA-shunt response to ethanol
stress. In PMCAZ3 depleted cells only GAD activity was significant-
ly increased after 24 hours of incubation. Generally, the whole path-
way activity was decreased through all the days of the experiment.
This work was supported by the Ministry of Science and Higher
Education grant NN401 076337 and Medical University of Lodz
grants 502-16-810 and 503-6086-2.

Rola analogow somatostatyny w leczeniu
nieczynnych hormonalnie gruczolakéw przysadki

Jolanta Kunert-Radek!, Natalia Zawada', Hanna Pisarek?,

Magdalena Gorska-Chrzgstek’, Marek Pawlikowski®
'T Klinika Endokrynologii, Uniwersytet Medyczny, LodZ

*Zaklad Neuroendokrynologii, Uniwersytet Medyczny, £édZ

3Zaktad Medycyny Nuklearnej, Uniwersytet Medyczny, EédZ

Wstep: Nieczynne hormonalnie gruczolaki przysadki stanowig
okoto 30% wszystkich chirurgicznie usuwanych makrogruczo-
lakéw. Objawy pojawiajg sie pdzno i wynikaja z efektu masy guza.
Operacja neurochirurgiczna stanowi leczenie pierwszego rzutu,
jednak z powodu czestej nad- i okotosiodlowej ekspansji guza jest
rzadko (< 36%) skuteczna. Pozostawia fragmenty guza, ktére sg
przyczyna pojawienia si¢ nawrotoéw gruczolaka. Jedng z mozliwosci
terapeutycznych w tych przypadkach sg analogi somatostatyny,
gdyz guzy wykazuja ekspresje receptorow somatostatynowych.
Leczenie analogami somatostatyny wiaze sie z korzystnymi efek-
tami (jak poprawa pola widzenia), rzadziej zmniejszeniem wielkosci
guza.

Celem pracy byla ocena skutecznosci leczenia analogiem soma-
tostatyny — oktreotydem pacjentéw z nieczynnymi hormonalnie
gruczolakami przysadki.

Material i metody: Przeanalizowano historie leczenia 6 pacjentéw
ze zdiagnozowanymi nieczynnymi hormonalnie gruczolakami
przysadki z Kliniki Endokrynologii Uniwersytetu Medycznego
w Lodzi. Pieciu z nich bylo kilkakrotnie leczonych neurochirurgi-
cznie i/lub radioterapig z powodu nawrotéw guza, a jeden pacjent
nie wyrazil zgody na operacje. We wszystkich przypadkach wyka-
zano silng ekspresje receptoréw somatostatynowych podtypu 2
w scyntygrafii. W badaniach immunohistochemicznych potwier-
dzono obecno$¢ wszystkich 5 typéw receptoréw somatostatyno-
wych w tkance guza. Wszystkich pacjentéw zakwalifikowano do
leczenia analogiem somatostatyny — oktreotydem (Sandostatin
LAR) 20 mg domig$niowo raz w miesigcu.

Wyniki: W wyniku terapii analogami somatostatyny obserwowano
szybka poprawe kliniczng — ustapienie b6léw glowy i poszerze-
nie pola widzenia. Nie wykazano jednak istotnego wplywu na
objetos¢ guza. Uleczonych 0s6b nie zaobserwowano jakichkolwiek
objawéw niepozadanych.

Whioski: Leczenie analogami somatostatyny poprawia stan klini-
czny pacjentéw z nieczynnymi hormonalnie guzami przysadki,
jednak nie jest znaczaco skuteczne w redukgcji objetosci guza.
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The role of somatostatin (SST) analogues in the
therapy of non-functioning pituitary adenomas

Jolanta Kunert-Radek®, Natalia Zawada', Hanna Pisarek?,

Magdalena Gorska-Chrzgstek®, Marek Pawlikowski*
'T Chair of Endocrinology, Medical University, £odZ

“Department of Neuroendocrinology, Medical University, L.odz
*Department of Nuclear Medicine, Medical University, £.odz

Introduction: Non-functioning pituitary adenomas (NFPA) are
estimated for about 30% of all surgically removed pituitary macro-
adenomas. The main symptoms of NFPA occur late and are due to
the mass effect of the tumour. Neurosurgery is the first line treat-
ment of NFPA. However, because of frequent supra- and parasel-
lar extension, surgery is rarely curative (in less than 36%), leaving
tumour remnants that regrow during long-term follow-up in a sig-
nificant proportion of cases. Regarding pharmacotherapy of NFPA,
the use of somatostatin analogues has been proposed in the major-
ity of tumors as they reveal the expression of somatostatin recep-
tors. Treatment with SST analogues results in beneficial effects on
visual field defects and is followed by tumour shrinkage in the
minority of cases.

The assessment of the effectiveness of octreotide treatment in pa-
tients with clinically non-functioning pituitary adenomas.
Material and methods: The case records of 6 patients with diag-
nosed NFPA treated in The Department of Clinical Endocrinology
in Lodz were analyzed. Five patients underwent several neurosur-
geries and/or radiotherapy due to tumor recurrence and one per-
son did not agree to the surgery. In all the cases somatostatin re-
ceptor scintigraphy revealed a strong expression of SSTR2. Immu-
nohistochemical examinations confirmed the presence of all 5 SSTRs
in the tumour tissue. The therapy was introduced to all the pa-
tients — octreotide (Sandostatin LAR) 20mg intramuscular once
a month.

Results: SST analogues therapy resulted in rapid clinical improve-
ment in headaches and visual disturbances. No impact on tumor
volume was revealed. No side effects of the applied therapy were
observed among the treated patients.

Conclusions: SST analogues treatment results in the improvement
of patients’ clinical condition, however, it is not significantly effec-
tive in the reduction of the tumor volume.

Przerzuty do przysadki — charakterystyka kliniczna
i roznicowanie z gruczolakiem przysadki

Wiodzimierz Liebert', Janusz Szymas?, Ryszard Wasko®,
Bartosz Sokot', Magdalena Jaskula®

'Klinika Neurochirurgii i Neurotraumatologii, Uniwersytet Medyczny, Poznari
*Katedra Patomorfologii, Uniwersytet Medyczny, Poznaii

*Katedra i Klinika Endokrynologii Przemiany Materii i Choréb Wewnetrznych,
Uniwersytet Medyczny, Poznar

Wstep: Przerzuty do przysadki mézgowej nie sg czeste, aich symp-
tomatologia moze by¢ podobna do typowego gruczolaka przysad-
ki. Stad przerzuty do przysadki musza by¢ uwzgledniane w diag-
nostyce réznicowej proceséw rozrostowych w okolicy siodla ture-
ckiego. Wedlug pismiennictwa czesto$¢ wystepowania objawo-
wych przerzutéw do przysadki waha sie od 1 do 4%. Najczesciej
przerzuty do przysadki wystepuja w raku piersii pluca, ale zrédlem
przerzutu moze by¢ kazdy nowotwér. Moczéwka prosta, zaburzenia
widzenia niedowlad nerwu okoruchowego sa objawami czesto
wystepujacymi w guzie przerzutowym.

Material i metody: W naszym materiale obejmujacym 655 ope-
racji przezklinowych nowotwor przerzutowy zostal potwierdzony
histologicznie tylko u 2 (0,3%) chorych. Pierwszym pacjentem byta
kobieta w wieku 67 lat, u ktérej w ciggu 2 tygodni rozwinela sie
obustronna $lepota i porazenie nerwéw okoruchowych. Drugi
pacjent to mezczyzna 57 lat z 3-miesiecznym wywiadem raka pros-
taty, u ktérego nagle wystapilo porazenie nerwu okoruchowego
lewego. U obu chorych w badaniu scyntygraficznym stwierdzono
mnogie przerzuty do kosci.

Whnioski: U chorego z guzem przysadki naciekajacym zatoki
jamiste, z zaburzeniami widzenia i porazeniem nerwu okoru-
chowego oraz rozpoznanym wczesniej zloSliwym procesem no-
wotworowym wystapienie guza przerzutowego jest bardzo prawdo-
podobne.

Pituitary metastases — clinical presentation
and differentiation from pituitary adenoma

Wilodzimierz Liebert', Janusz Szymas?, Ryszard Wasko®,

Bartosz Sokot', Magdalena Jaskuta’

'Department of Neurosurgery and Neurotraumatology University of Medical
Sciences, Poznan

*Department of Pathology, University of Medical Sciences, Poznaii

*Department of Endocrinology, Internal Diseases and Metabolism, University of
Medical Sciences, Poznari

Introduction: Metastases to the pituitary gland are uncommon, but
may mimic a typical pituitary adenoma and are an important part
of the differential diagnosis of sellar mass lesions. The reported in-
cidence of symptomatic pituitary metastasis is 1-4%. Most pitu-
itary metastases have been associated with carcinoma of the breast
and lung, but almost any primary tumor may metastasize to the
pituitary gland. Diabetes insipidus, visual loss and oculomotor
nerve palsy are the frequent features of tumor metastasis.

Cases presentation: In our surgical series of 655 transsphenoidal
operations metastatic disease was diagnosed only in 2 (0.3%) pa-
tients. The first patient was a 67-year-old female, with plasmacyto-
ma. She rapidly developed biocular blindness and ophthalmople-
gia. The second patient was a 57-year-old man with a 3 month his-
tory of prostate cancer. He had a sudden onset of ophthalmoplegia
of the left eye. Bone scintigraphy demonstrated widespread bone
metastases in the both cases.

Conclusion: When a patient with a known malignant neoplasm
develops a pituitary mass invading the cavernous sinus with visu-
al symptoms and oculomotor palsy, the diagnosis of metastasis is
very probable.

Procentowy udzial komérek natural killer

w warunkach ostrego i chronicznego stresu
otwartego pola i podawania dezypraminy we krwi
szczuréw zrdznicowanych pod wzgledem
spontanicznej aktywnosci lokomotoryczne;j

Magdalena Listowska, Wojciech Glac, Karolina Plucisiska,

Dorota Myslisiska, Danuta Wrona
Katedra Fizjologii Zwierzqt, Uniwersytet Gdariski

Czesto chorobie nowotworowej towarzyszy depresja. Poniewaz
komorki natural killer (NK) sa odpowiedzialne za wrodzong odpor-
nos¢ przeciwnowotworowg, w prezentowanych badaniach okresla-
lismy procentowy udziat komérek NK po podaniu antydepresan-
ta dezypraminy (DEZ), poprzedzajacym ekspozycje na ostry lub
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chroniczny stres otwartego, jasno o§wietlonego pola (OF) u szczu-
row réznigcych sie spontaniczng aktywnoscia lokomotoryczna
i wrazliwoscig na stres.

Samce szczuréw szczepu Wistar podzielono na wysoko (HR) i nis-
ko (LR) aktywne w tescie nowoécii poddano dootrzewnowym inie-
kcjom DEZ (10 mg/kg) (n = 15) lub soli (SAL, n = 15) przez okres
14 dni po ekspozycji na ostry (30 minut, grupa DEZ) lub chroni-
czny (7 dni, grupa HAB) stres OF. Udzial procentowy komoérek
NK we krwi oznaczano metoda cytometrii przeplywowej (Beck-
man-Coulter).

Zaréwno ostry, jak i chroniczny stres OF i iniekcje DEZ nie
wplynely istotnie na procentowy udziat komérek NK u zwierzat
w grupie niepodzielonej na grupy behawioralne (13,98 + 4,61%
lub 15,49 + 4,42 % v. 13,45 * 3,84%, odpowiednio dla grupy DEZ,
HAB i SAL). W grupach zwierzat zréznicowanych pod wzgledem
poziomu spontanicznej aktywnosci lokomotorycznej w nowym
polu, procent komoérek NKistotnie (p < 0,01) obnizyl sie u zwierzat
LR poddanych iniekcji DEZ po stresie ostrego OF w poréwnaniu
ze zwierzetami kontrolnymi LR (12,39 + 2,60% v. 19,22 = 5,32%).
W przeciwienstwie do tego, chroniczny stres OF (grupa HAB) nie
wplynal istotnie na procent komérek NK we krwi, zar6wno
uzwierzat HR (15,64 = 4,39%), jakiLR (15,34 + 4,79%) poddanych
iniekcji DEZ.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze indywidualne zréznicowanie pozio-
mu aktywnosci lokomotorycznej i podatnoéci na stres odgrywa
istotng role w modulowaniu wplywéw dezypraminy na dystry-
bucje komoérek NK podczas depresji behawioralnej, wywolanej
ostrym, a nie chronicznym stresem otwartego pola.

Praca zostala sfinansowana z grantu N 303 3335336 Ministerstwa
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.

Blood natural killer cell percentage number following
acute and chronic open field stress and desipramine

injections in rats differing in spontaneous locomotor

activity

Magdalena Listowska, Wojciech Glac, Karolina Plucisiska,

Dorota Myslisiska, Danuta Wrona
Department of Animal Physiology, University of Gdarisk

Cancer disease is usually accompanied with depression. As natu-
ral killer cells (NK) are responsible for innate antitumor activity,
blood NK cell percentage number after chronic anti-depressant
desipramine (DEZ) treatment followed by an acute or chronic, white
and illuminated open field (OF) stress in rats differing in sponta-
neous locomotor activity and stress susceptibility was investigated
in the present study.

Male Wistar rats were divided into high (HRs) and low (LRs) re-
sponsive to novelty and subjected to DEZ (10 mg/kg) (n = 15) or
saline (SAL, n = 15) i.p. injections for 14 days followed by an acute
(30 minutes, DEZ group) or chronic (7 day, HAB group) OF stress.
The percentage of blood (cardiac puncture) NK cells was assessed
by flow cytometry (Beckman-Coulter).

There was no significant influence of acute or chronic OF stress
and DEZ injections on blood NK cell percentage in the animals
non-divided into behavioral groups (13.98 = 4.61% or 15.49 * 4.42%
v. 13.45 = 3.84% for DEZ or HAB groups and SAL controls, respe-

748

ctively). In the animal groups differing in the level of spontaneous
locomotor activity in novelty, NK cell percentage significantly
(p = 0.01) decreased in LR rats with DEZ injections followed by an
acute OF as compared to LR saline controls (12.39 + 2.60% v. 19.22 +
+ 5.32%). In contrast, chronic OF stress (HAB group) had no sig-
nificant effect on blood NK cell percentage in HR (15.64 + 4.39%)
and LR (15.34 + 4.79%) animals with DEZ injections.

The obtained results suggest that individual differences in locomo-
tor activity and stress susceptibility play an important role in the
effects of desipramine on NK cell distribution during acute but not
chronic OF stress-induced behavioral depression.

This work was supported by a research grant N 303 3335336 from
the Ministry of Science and Higher Education.

Eksperymentalny stan zapalny otrzewnej kurczat
obniza biosyntetyczna aktywnos$¢ szyszynki przez
hamowanie ekspresji genu AANAT

Pawel Majewski', Aneta Piesiewicz’, Urszula Kedzierska’,

Maria Waloch? Krystyna Skwarto-Soiita*
Zaktad Fizjologii Zwierzqt, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski, Warszawa
*Zaklad Parazytologii Lekarskiej, Paristwowy Zaktad Higieny, Warszawa

Wyniki naszych poprzednich badai wykazaly istnienie u kurczat
dwukierunkowych oddzialywan pomiedzy pobudzonym ukladem
odpornosciowym a biosyntetyczng aktywnoscia szyszynki.
Rozwijajacy sie stan zapalny otrzewnej (SZO) znosi okotodobowy
rytm syntezy melatoniny (MEL), a traktowanie kurczat egzogenna
MEL powoduje zahamowanie naplywu leukocytéw do otrzewnej.
Celem niniejszej pracy jest identyfikacja mechanizmu, za posre-
dnictwem ktérego zapalenie otrzewnej obniza aktywno$¢ biosyn-
tetyczng szyszynki kurczat.

Doswiadczenia przeprowadzono na 16-dniowych kogutach rasy
Hi-Line, przetrzymywanych od dnia wyklucia w kontrolowanych
warunkach o$wietlenia (L:D 12:12). SZO wywolano dootrzewnowa
iniekcja tioglikolatu (TG) 2 h przed koncem fazy jasnej (ZT10). Pta-
ki kontrolne i nastrzykniete TG skrwawiano w ZT14 i 18, co
odpowiadalo 4 h i 8 h od wywolania SZO, ktérej rozwdj spraw-
dzano, okreslajac liczbe leukocytow otrzewnowych. Od kurczat
z obu grup doswiadczalnych wyizolowano szyszynki, w ktérych
oznaczono zawarto$¢ prekursorow MEL (tryptofan i serotonina,
ELISA) oraz poziom mRNA (QRT-PCR) dla wszystkich enzyméw
szlaku biosyntezy MEL (TPH1, AADC, AANAT i HIOMT). Ponad-
to zbadano poziom biatka AANAT oraz chronigcego go przed pro-
teasomalng degradacja biatka 14-3-3.

Rozwojowi SZO u kurczat towarzyszyl spadek w ich szyszynkach
poziomu mRNA dla wymienionych enzymoéw szlaku biosyntezy
MEL, jedynie poziom mRNA dla AANAT w 8 h od iniekcji TG nie
réznil sie w poréwnaniu z grupa kontrolng. Nie odnotowano nato-
miast réznic ani w ilosci prekursoréw MEL, ani w poziomie biatka
14-3-3. Jednak ilos¢ bialka AANAT w szyszynkach z grupy TG byla
w obu punktach czasowych nizsza niz u ptakéw z grupy kontrolne;j.
Otrzymane wyniki wskazujg, ze hamowanie aktywnosci biosyn-
tetycznej szyszynki przez pobudzony uklad odpornosciowy
zwigzane jest z obnizeniem ekspresji genu kodujacego AANAT,
mechanizm/y tej transkrypcyjnej regulacji jest obecnie przedmio-
tem naszych badan.

Finansowane ze grantéw MNiSW NN303317733 i NN303503438.
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Peritonitis inhibits chicken pineal biosynthetic
activity through the AANAT gene expression
down regulation

Pawet Majewski’, Aneta Piesiewicz', Urszula Kedzierska’,

Maria Waloch? Krystyna Skwarfo-Sorita’

'Department of Animal Physiology, Faculty of Biology, University of Warsaw,
Poland

“Department of Medical Parasitology, National Institute of Hygiene, Warsaw,
Poland

Recently, we have demonstrated bidirectional interrelationships
between the activated immune system and the pineal gland func-
tion in chicken. Developing peritonitis caused a decrease in the
pineal melatonin (MEL) biosynthesis leading to the disappearance
of its circadian rhythm. Reciprocally, treatment with exogenous
MEL inhibited the development of peritonitis estimated as an in-
crease in peritoneal leukocyte (PTLs) number. The aim of the
present study was to find the step(s) in MEL biosynthesis pathway
inhibited during peritonitis.

The experiments were performed on 16-day-old male Hi-Line chick-
ens reared from the day of hatch under controlled conditions (L:D
12:12). Peritonitis was evoked by ip. injection of thioglycollate so-
lution (TG) 2h before darkness (ZT10). Intact control and TG treat-
ed chickens were sacrificed at ZT 14 and 18, corresponding to 4h
and 8h post injection, respectively, and the development of perito-
nitis was verified by the number of retrieved PTLs. The pineal
glands were isolated under dim red light, immediately frozen pri-
or to the analysis of MEL precursors content (tryptophan and sero-
tonin, ELISA) and the level of mRNA (QRT-PCR) for all enzymes
participating in MEL biosynthesis pathway (TPH1, AADC, AANAT,
HIOMT). Protein content of AANAT and its chaperone 14-3-3 pro-
tein were estimated by Western blotting.

Peritonitis induction was accompanied with a significant decrease
in the level of mRNA encoding all above-mentioned enzymes with
one exception — 8h after TG treatment mRNA for AANAT was the
same as in the control group. In inflamed birds neither the content
of pineal MEL precursors nor 14-3-3 protein were changed while
that of AANAT protein was significantly decreased at both time
points examined.

The obtained results indicate that the inhibition of MEL biosynthe-
sis in the chicken pineal gland by peritonitis occurs at the AANAT
gene transcriptional level. The mechanism(s) of transcriptional reg-
ulation of AANAT and other pineal enzymes during peritonitis is
under consideration.

Supported by the Polish MSHE grants NN303317733 and
NN303503438.

Setna rocznica odkrycia przez Stelle Starkel
i Lestawa Wegrzynowskiego strefy plodowej
nadnerczy czlowieka: do czego doszliSmy?

Ludwik K. Malendowicz
Katedra i Zaklad Histologii i Embriologii, Uniwersytet Medyczny, Poznaii

Rok 2010 to setna rocznica opisania przez Stelle Starkel i Lestawa
Wegrzynowskiego, polskich lekarzy z Instytutu Anatomii Patologi-
cznej Uniwersytetu we Lwowie, strefy plodowej nadnercza
czlowieka. Caly swiat naukowy nie kwestionuje pierwszenstwa
tego odkrycia, a ich publikacja jest ciggle cytowana w piSmien-

nictwie $wiatowym. Czego dotyczyly ich badania? Publikacja
ukazatla sie w niemieckim Arch. Anat. Physiol., a jej oryginalny tytut
to ,Beitrag zur Histologie der Nebeniere bei Feten und Kindern”.
Badania przeprowadzono na 100 nadnerczach ptodéw (od 6.
miesigca cigzy) i dzieci (do 5. roku zycia). Opisali oni strefe plodowa
jako ,strefe rdzeniowq”, réwniez jako ,niedojrzalg kore”, ktéra ule-
ga inwolucji w pierwszych latach zycia. Odnotowali oni réwniez,
ze u noworodkéw masa nadnercza ulega znacznemu obniZeniu.
Starkel i Wegrzynowski opublikowali wyniki swoich badan réwniez
w warszawskiej Medycynie i Kronice Lekarskiej (1910).

W roku 1961 H. Kunski — w Pol. Med. Sci. Hist. Bull. — przypomnial
to wielkie odkrycie. Setna rocznica odkrycia strefy plodowej nadner-
czy czlowieka stanowi okazje przedstawienia najwazniejszych wyni-
kow badan nad rozwojem nadnercza czlowieka, w szczegdlnosci
jego strefy plodowej.

Ta przejsciowa struktura ciggle interesuje $wiat nauki. Pomimo
rozleglych badan, pochodzenie, rozw6j, wzrost i czynnos¢ ste-
roidogenna strefy plodowej nadnercza czlowieka nie jest w pelni
poznana. Przedstawione zostang najwazniejsze wyniki badan
w zakresie embriologii i czynnosci dokrewnej strefy plodowej.
Dalsze badania nad nig — szczegoélnie przy uzyciu technik biologii
molekularnej — pozwolg na poszerzenie wiedzy o rozwoju i funkgji
tej strefy.

100" anniversary of Stella Starkel
and Lestaw Wegrzynowski ‘s discovery of the
human adrenal fetal zone: how far have we gone?

Ludwik K. Malendowicz
Department of Histolology and Embryology, Poznan University of Medical Sciences

Year 2010 marks a centennial anniversary of the description of the
fetal zone of the human fetal adrenal gland by Stella Starkel and
Lestaw Wegrzynowski, Polish physicians from the Institute of
Pathological Anatomy, University of Lwow. In the entire scientific
world the priority of their discovery is unquestionable and their
publications are still cited in international literature. What did the
study concern? The paper appeared in the German Arch. Anat.
Physiol. and its original title was ,Beitrag zur Histologie der Nebe-
niere bei Feten und Kindern” (,Contribution to histology of adrenals
of fetuses and children”). The studies were performed on 100 adre-
nal glands obtained from fetuses (from 6th month of gestation) and
children up to 5 years old. They described the fetal zone as a “med-
ullary zone”, also as “immature cortex” which undergoes involu-
tion in first years of life. They also noted, that in neonates the weight
of human fetal adrenal gland underwent rapid and notable lower-
ing. Starkel and Wegrzynowski also published their findings in
Polish, in the Warsaw medical journal entitled “Medycyna and
Kronika Lekarska” (Medicine and Medical Chronicle) (1910).

In 1961 H. Kuniski recalled this great discovery in the Pol. Med. Sci.
Hist. Bull. The centennial anniversary of the first description of the
human adrenal fetal zone gave opportunity to present the most
important findings on the development of the human adrenal
gland, in particular its fetal zone.

This transitory zone still intrigues numerous world scientists. De-
spite extensive studies, the origin, development, growth and ste-
roidogenic function of the human adrenal fetal zone is not fully
understood. The present review aimed to highlight the most im-
portant findings in this field of embryology and endocrinology.
Future studies directed to these issues will extend our knowledge
of the development and function of the human adrenal fetal zone.
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Wplyw oreksyny A na wydzielanie LH i FSH
z komérek przysadki niedojrzalych i dojrzatych
samic szczura w warunkach hodowli pierwotne;j

Lidia Martytiska, Ewa Woliriska-Witort,

Magdalena Chmielowska, Wojciech Bik,

Elzbieta Wasilewska-Dziubiriska, Malgorzata Kalisz,
Bogustawa Baranowska

Zaklad Neuroendokrynologii Klinicznej, Centrum Medyczne Ksztatcenia
Podyplomowego, Warszawa

Wstep: Oreksyna A (OxA), peptyd syntetyzowany gléwnie w ob-
szarze bocznego podwzgoérza, wykazuje szerokie dzialanie
zaréwno w centralnym ukladzie nerwowym, jak i w tkankach ob-
wodowych. Reguluje taknienie, metabolizm, uczestniczy rowniez
w regulacji uwalniania hormondéw tropowych przysadki. OxA
dziala przez 2 typy receptoréw, OxIR i Ox2R, ktérych obecnosé
wykazano takze w przysadce.

Celem pracy bylo okreslenie czy OxA bezposrednio reguluje wy-
dzielanie LH i FSH z komérek przysadki niedojrzatych (ND)
i dojrzalych plciowo (D) samic szczura.

Materiat i metody: Przysadki szczurze do badan in vitro pobrano
od samic 30-dniowych (ND) oraz 3-miesiecznych, poddanych
usunieciu jajnikéw (D/OVX) i dodatkowo samic D/OVX po iniekgji
estradiolu (D/OVX+E,). Komérki przysadek w hodowli pierwot-
nej zostaly poddane inkubacji z OXA w stezeniach: 0,1 nM lub
100 nM (wydzielanie podstawowe) oraz z OxA w obecnosci 1 nM
GnRH (wydzielanie stymulowane).

Wyniki: Stwierdzono, ze OxA zwigksza podstawowe wydzielanie
LH z komorek przysadek ND o0 125% (0,1 nM; p < 0,001) i 0 100%
(100 nM; p < 0,01), natomiast w hodowli przysadek D/OVX obniza
je 0 40% (0,1 nM; p < 0,05, 100 nM; p < 0,01), w poréwnaniu
z grupami kontrolnymi. OxA zmniejsza wydzielanie FSH stymulo-
wane GnRH 0 50% (p < 0,05) w grupie ND oraz LH 0 35% (p < 0,05)
iFSH020% (p < 0,05) w grupie D/OVX. OxA nie zmienia wydziela-
nia gonadotropin w grupie D/OVX+E,.

Whioski: Oreksyna A moze wplywacé na podstawowe i stymulowa-
ne GnRH wydzielanie LH i FSH, dzialajac bezposrednio na ko-
morki przysadki.

Praca finansowana w ramach projektu CMKP nr 501-2-1-27-19/06.

The influence of orexin A on LH and FSH secretion
in immature and mature female rat pituitary cells
in primary culture

Lidia Martyiiska, Ewa Woliriska-Witort,
Magdalena Chmielowska, Wojciech Bik,
Elzbieta Wasilewska-Dziubiriska, Malgorzata Kalisz,

Bogustawa Baranowska
Neuroendocrinology Department, Medical Centre of Postgraduate Education, Warsaw

Introduction: Orexin A (OxA), a peptide synthesized mainly in the
lateral hypothalamus, shows a wide effect in the central nervous
system as well as in the peripheral tissues. It regulates food intake,
energy expenditure and also pituitary hormones secretion. OxA
acts via two types of receptors OxIR and Ox2R, which recently
have been spotted in pituitary cells.

The aim of the study was to determine whether Ox A regulates the
LH and FSH secretion from pituitary cells of immature (ND) and
mature (D) female rats.

Material and methods: Pituitaries for in vitro study were taken from
30-day-old female rats (ND) and 3-month-old ovariectomized (D/OVX)
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female rats and in addition D/OVX females treated with estradiol
(D/OVX+E,). The primary pituitary cells cultures were incubated with
OxA at doses of 0.1 or 100 nM and after stimulation of InM GnRH.
Results: We found that OXA increased basal LH secretion from
ND pituitary cells by 125% (0.1 nM; p < 0.001) and by 100%
(100nM; p < 0.01). however. decreased it by 40% in the D/OVX group
(0.InM; p < 0.05; 100 nM; p < 0.01). compared to the controls.
OxA decreased GnRH-stimulated FSH secretion by 50% (p < 0.01)
in the ND group and secretion of LH by 35% (p < 0.05) and FSH by
20% (p < 0.05) in the D/OVX group. OxA did not alter gonadotro-
phins secretion in D/OVX+E, group.

Conclusion: OxA may modulate LH and FSH release directly on
the pituitary level as well might change sensitivity of gonadotro-
phs during GnRH stimulation.

This study was financed by CMKP project no. 501-2-1-27-19/06.

Profesor Michat Karasek (1937-2009)
— zycie i dzialalnos¢

Marek Pawlikowski
Zaktad Neuroendokrynologii Uniwersytetu Medycznego w todzi

W dniu 18 lutego 2009 roku zmart Prof. Michat Karasek, wybitny
endokrynolog, wspoélredaktor czasopisma ,Endokrynologia Pol-
ska”, wieloletni przewodniczacy Sekcji Neuroendokrynologii oraz
czlonek honorowy Polskiego Towarzystwa Endokrynologicznego.
Urodzit sie w Lodzi 26 wrzes$nia 1937 roku. W 1960 r. ukonczyt
Wydzial Lekarski Akademii Medycznej w Lodzi. Stopien doktora
nauk medycznych uzyskal w 1967 r., a stopien doktora habilitowa-
nego w 1973 r. W 1988 r. otrzymat tytul profesora. Prof. Karasek
byl morfologiem i endokrynologiem, a przedmiotem jego szczegdl-
nego zainteresowania byly szyszynka i jej hormon melatonina.
Badaniom nad tym gruczolem dokrewnym poswiecona jest wie-
kszo$¢ sposréd ponad 300 jego publikacji naukowych, w tym kilka
podrecznikéw i monografii. Byl uznanym autorytetem $wiato-
wym w badaniach szyszynki. W ostatnich latach przedmiotem jego
szczegllnych zainteresowan byla takze endokrynologia starzenia.
Prace naukowa i dydaktyczna Michal Karasek rozpoczal
w Zakladzie Histologii i Embriologii swojej macierzystej Uczelni,
nastepnie pracowal w Zakladzie Histologii i Embriologii Wojskowej
Akademii Medycznej (1966-1969). Pézniej przez wiele lat (1969-
—-2004) kierowat Pracownig Mikroskopii Elektronowej Akademii
Medycznej, afiliowanej kolejno do réznych jednostek organiza-
cyjnych Uczelni. Od roku 2004, az do ostatnich dni swego Zycia,
Prof. Karasek pelnit funkcje kierownika Zakladu Neuroen-
dokrynologii Katedry Endokrynologii Uniwersytetu Medycznego
w Lodzi, a od roku 2000 takze funkcje Zastepcy Kierownika Kliniki
Endokrynologii i Choréb Metabolicznych Instytutu ,Centrum Zd-
rowia Matki Polki”. Za swoje osiagniecia naukowe Prof. Karasek
otrzymal szereg nagréd i wyréznien, wérdd ktorych szczegélnie
nalezy wymieni¢ tytul doktora honoris causa Uniwersytetu War-
minsko-Mazurskiego w Olsztynie (2001). Prof. Karasek nalezat do
grona najliczniej cytowanych polskich uczonych z zakresu nauk
biomedycznych, z liczbg 1593 cytowan Jego prac. Byl czlonkiem,
a takze zasiadal we wladzach wielu towarzystw naukowych, kra-
jowych i miedzynarodowych, m.in. Polskiego Towarzystwa En-
dokrynologicznego, Polskiego Towarzystwa Neuroendokrynologii,
Europejskiego Towarzystwa Badan nad Szyszynka. Bral udzial
takze w radach redakcyjnych licznych naukowych czasopism kra-
jowych i miedzynarodowych. Byl m.in. redaktorem naczelnym
organu Lodzkiego Towarzystwa Naukowego Folia Medica Lodzien-
sia oraz zastepca redaktora naczelnego miedzynarodowych czaso-
pism Neuroendocrinology Letters i Journal of Pineal Research.
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Byt czlowiekiem zyczliwym ludziom, mial licznych przyjaciél nie
tylko w Polsce, lecz niemal na wszystkich kontynentach. Wrazliwy
na piekno przyrody, wyrazal to w fotografii artystycznej, ktéra byla
Jego pozazawodowa pasja.

Professor Michatl Karasek (1937-2009)
— his life and scientific activity

Marek Pawlikowski
Department of Neuroendocrinology, Medical University of Lodz

On 18th Fabruary, 2009 Professor Michat Karasek, a prominent
endocrinologist, co-editor of the Polish Journal of Endocrinology,
chairman of the Neuroendocrinology Section and Honoraty mem-
ber of the Polish society of Endocrinology passed away.

He was born in Lodz on September, 26",1937. In 1960 he graduat-
ed from the Medical Faculty, Medical University of Lodz. In 1967
he obtained the degree of PhD, in 1973 doctor habilitatus and in
1988 the degree of professor. Professor Karasek was a morpholo-
gistand endocrinologist. He was involved especially in the research
of the pineal gland and its hormone - melatonin. The majority of
his over 300 scientific papers concerned mainly the research of this
endocrine gland, including some monographs and textbooks. He
was world-wide acknowledged expert in pineal research. In the
last years, he focused his research on the endocrinology of human
aging. He started his research and didactic activity in the Depart-
ment of Histology and Embryology of the Medical University of
Lodz, then in the Department of Histology and Embryology of the
Military Medical School (1966-1969). Later during several years he
was the head of the Laboratory of the Electron Microscopy, affiliat-
ed to the different units of the Medical University (1969-2004). From
2004 to the last days of his life, he was the head of the Department
of Neuroendocrinology of the Chair of Endocrinology, Medical
University of Lodz. From 2000 he was also a deputy director of the
Department of Clinical Endocrinology and Metabolic Diseases of the
Health Center of the Polish Mother. The achievements of Professor
Karasek were honored by many distinctions and prizes, including
the title of doctor honoris causa of the Warmian-Mazurian Universi-
ty (2001). Professor Karasek was one of the most frequently citied
Polish scientists in the biomedical sciences (1593 citations of his pa-
pers). He was a member, and even a member of authorities of many
national and international scientific societies, among others Polish
Society of Endocrinology, Polish Society of Neuroendocrinology,
European Society of Pineal Research. He participated also in numer-
ous editorial boards of either national or international journals. He
was the editor-in chief of Folin Medica Lodziensia, the organ of Soci-
etas Scintiarum Lodzensia and the deputy editor of the internation-
al journals Neuroendocrinology Letters.and Journal of Pineal Research.
He was very friendly to other people. He had many friends not
only in Poland, but almost on all continents. He was very sensitive
to the beauty of nature, which he expressed through his hobby-
the art of photography.

Atorwastatyna zmienia synteze opioidéw
w przysadce prosiat z cukrzyca

Krystyna Pierzchata-Koziec, Joanna Zubel,

Ewa Ocloii, Jacek Fedorczak
Katedra Fizjologii i Endokrynologii Zwierzqt, Uniwersytet Rolniczy, Krakdw

Wstep: Atorwastatyna (ATOR), inhibitor 3-hydroksy-3-metyloglu-
taralylo-reduktazy koenzymu A, stosowana jest w prewencji choréb

sercowo-naczyniowych. Stwierdzono, ze ATOR ma przeciwb6lowe
wlasciwosci w modelu, w ktérym mediatory reakcji zapalnej stymu-
luja wydzielanie opioidéw majgcych bezposrednie analgetyczne
dzialanie.

Celem badan bylo okreslenie wplywu atorwastatyny na synteze
i sekrecje Met-enkefaliny z przysadki prosigt z indukowana
cukrzyca.

Material i metody: Do§wiadczenie wykonano na 8-tygodniowych
prosietach (samice) podzielonych na grupe kontrolng otrzymujaca
sol fizjologiczna i trzy eksperymentalne traktowane dootrzewno-
wo streptozotocyng (STZ, 150 mg/kg mc.), ATOR (0,6 mg/kg mc.)
przez 7 dni oraz otrzymujace lgcznie STZ+ATOR. Przysadki
przeznaczono do okreélenia stezenia wolnej i zwigzanej formy Met-
enkefaliny przy uzyciu metody RIA, pomiaru ekspresji mRNA
proenkefaliny, stosujac hybrydyzacje in situ oraz oceny stopnia
sekrecji opioidéw podczas inkubacji tkanek.

Wyniki: Otrzymane wyniki wyraznie wykazaly, ze podczas in-
dukowanej cukrzycy stezenie wolnej i zwigzanej Met-enkefaliny
w przysadce bylo istotnie wyzsze, odpowiednio 0 40i30%. Atorwa-
statyna podawana zaréwno oddzielnie, jak i w polaczeniu z STZ
obnizyla stezenie Met-enkefaliny ponizej poziomu obserwowanego
u zwierzat kontrolnych. Efekt ten byl nastepstwem znacznych zmian
w ekspresji mRNA genu proenkefaliny, wywolanych przez STZ
i atorwastatyne. Zaréwno STZ, jak i atorwastatyna zmienity in vitro
sekrecje Met-enkefaliny z przysadki.

Whioski: Podsumowujac, mozna sugerowac zaangazowanie ator-
wastatyny w proces analgezji regulowanej przez opioidy central-
nego ukladu nerwowego podczas hiperglikemii. Prosieta moga
by¢ wlasciwym modelem do badan rozwoju i przebiegu cukrzy-
cy typuli2.

Finansowane przez Grant z NCBiR Nr: N R12 0064/2009.

Pituitary opioid synthesis affected by atorvastatin
in diabetic piglets

Krystyna Pierzchata-Koziec, Joanna Zubel, Ewa Octori,

Jacek Fedorczak

Department of Animal Physiology and Endocrinology, University of Agriculture,
Krakow

Introduction: Atorvastatin (ATOR) is an inhibitor of the enzyme
3-hydroxyl-3-methylglutaryl coenzyme A reductase used to pre-
vent coronary heart disease. It was found that ATOR has an anal-
gesic effect in inflammatory models in which a sequential release
of mediators and chemokine links the stimulus with release of di-
rectly acting agents such as opioid peptides.

The study was focused on the effects of atorvastatin on the synthe-
sis and secretion of Met-enkephalin from the pituitary of piglets
with induced diabetes.

Material and methods: The experiment was performed on 8-weeks
old female piglets divided into groups: control treated with saline,
and three experimental injected i.p. with streptozotocin (STZ,
150 mg/kg b.w.), ATOR (0.6 mg/kg b.w.) for 7 days or streptozoto-
cin together with atorvastatin (STZ+ATOR). The pituitaries were
directed for the estimation of native and cryptic Met-enkephalin
concentrations by RIA, measurement of the proenkephalin gene
expression by in situ hybridization and for the estimation of the in
vitro opioids release by a tissues incubation method.

Results: The results clearly showed that during diabetes native and
cryptic Met-enkephalin concentrations were significantly increased
by 40 and 30% respectively. Atorvastatin alone and with the com-
bination with STZ decreased the Met — enkephalin concentration
below the level observed in the control animals. Such changes fol-
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lowed the significant modulation of the expression of mRNA proen-
kephalin caused by STZ and atorvastatin. STZ and atorvastatin
changed also the in vitro secretion of native Met-enkephalin from
the pituitary.

Conclusions: In conclusion it can be postulated that atorvastatin is
involved in analgesia regulated by opioids in the central nervous
system during hyperglycemia. Piglets might be a suitable model
for human diabetes type 1 and 2.

Financed by the NCBiR grant No: N R12 0064/2009.

Ekspresja podtypow receptoréw somatostatynowych
w pierwotnych i nawrotowych gruczolakach
gonadotropowych: czy istnieje zwiazek miedzy
receptorami somatostatynowymi a nawrotami
gruczolakéw przysadki?

Hanna Pisarek® Jolanta Kunert-Radek? Maciej Radeld,

Jacek Swigtostawski', Marek Pawlikowski'
Zaktad Neuroendokrynologii, Uniwersytet Medyczny, £EddZ
2Klinika Endokrynologii, Uniwersytet Medyczny, EddZ
Klinika Neurochirurgii i Chirurgii Nerwdw Obwodowych,
Uniwersytet Medyczny, LodZ

Leczenie neurochirurgiczne makrogruczolakéw przysadki jest cze-
sto nie w pelni skuteczne ze wzgledu na ich nawroty po zabiegu
operacyjnym. Przyczyny nawrotéw sa zlozone, lecz jedna z nich
moze by¢ wysoki potencjal wzrostowy gruczolaka. Z uwagi na to,
Ze receptory somatostatynowe posrednicza w antyproliferacyjnym,
antyangiogennym i proapoptotycznym dzialaniu somatostatyny,
wydaje sie uzasadnione badanie ich ekspresji w zaleznosci od
nawrotow guzéw. Zbadano 37 guzéw typu gonadotropinomas,
usunietych operacyjnie u 17 pacjentéw. Ten typ guzéw zostal wy-
brany ze wzgledu na ich wzglednie wysoki odsetek nawrotéw.
Fenotyp guzéw oraz ekspresje podtypoéw receptoréw soma-
tostatynowych (SSTR1-5) badano metoda immunohistochemiczna,
a poziom ekspresji SSTR oceniano w sposéb poélilosciowy. Stwier-
dzono wyzsza ekspresje podtypéw SSTRI, 2A, 3 i 5 w guzach
nawrotowych w poréwnaniu z pierwotnymi. Jednakze pierwotne
guzy u pacjentéw, u ktérych nastapily nawroty mialy nizsza ek-
spresje SSTR2A i 3 w poréwnaniu z pierwotnymi guzami
u pacjentéw, u ktérych w ciggu minimum 5 lat nie obserwowano
nawrotu. Zaproponowano hipoteze, ze SSTR mogg, przynajmniej
czesciowo, zapobiega¢ nawrotom guzéw przysadki. Z drugiej st-
rony, mozna przypuszczaé, ze nawrotowe gonadotropinomas
moga by¢ bardziej wrazliwe na leczenie analogami somatostatyny
niz guzy pierwotne. Obie hipotezy wymagaja dalszych badan dla
ich ewentualnego potwierdzenia.

Expression of somatostatin receptor subtypes
in primary and recurrent gonadotropinomas:
are somatostatin receptors involved in pituitary
adenoma recurrence?

Hanna Pisarek® Jolanta Kunert-Radek? Maciej Radelc,

Jacek Swigtostawski', Marek Pawlikowski®
'Department of Neuroendocrinology,

2Department of Clinical Endocrinology,

*Department of Neurosurgery and Surgery of Peripheral Nerves,
Medical University of £odz, Poland

Surgical treatment of pituitary macroadenomas often fails because

of tumor recurrence after the operation. The causes of tumor re-
currence are complex, but one of them may be the high growth
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potential of the adenoma. As somatostatin receptors mediate anti-
proliferative, anti-angiogenic and pro-apoptotic actions, it seemed
reasonable to investigate their expression in dependence on the
adenoma recurrence. Twenty-seven samples of primary and re-
current gonadotropinomas excised surgically from 17 patients were
examined. This type of pituitary adenomas was chosen because of
its relatively high recurrence rate. The adenoma phenotype and
expression of somatostatin receptor subtypes 1-5 (SSTR1-5) were
investigated by immunohistochemistry, and the level of SSTR ex-
pression was semiquantitatively scored. It was found that the re-
current tumors show higher expression of SSTR1, 2A, 3 and 5 sub-
types than their primary counterparts. However, primary adenomas
which later recurred have lower expression of SSTR2A and 3 in
comparison to those which did not recur during 5 years. It is hy-
pothesized that SSTR may, at least in part, counteract adenoma
recurrence. On the other hand, it can be also presumed that the
recurrent gonadotropinomas may be more sensitive to somatosta-
tin analog treatment than primary ones. These hypotheses need to
be confirmed in further studies.

Neuroendocrine mechanisms controlling
the onset of puberty in the rhesus monkey

Tony M. Plant
Department of Obstetrics, Gynecology and Reproductive Sciences,
University of Pittsburgh School of Medicine, USA

Puberty in monkeys is triggered by robust pulsatile GnRH release
after a protracted phase of juvenile development when pulsatility
is arrested. This “up-down-up” pattern of GnRH unfolds in the
absence of the gonad, and may be viewed to result from applica-
tion of a neurobiological brake that restrains GnRH during juve-
nile development. Kisspeptin expression by KNDy neurons in the
mediobasal hypothalamus (MBH) changes in parallel with GnRH
release, and intermittent stimulation of the kisspeptin receptor (also
known as GPR54) in the juvenile immediately induces a sustained
precocious pubertal pattern of GnRH release. Similar stimulation
with neurokinin B, which is co-expressed with kisspeptin in KNDy
neurons, elicits a transient discharge of GnRH but does not sustain
the release of this hypophysiotropic factor. KNDy perikarya are
located in the arcuate nucleus, while GnRH cells are found more
laterally in the MBH. Extensive and intimate association between
kisspeptin/neurokinin B and GnRH axonal projections in median
eminence (ME) indicates that regulation of GnRH by kisspeptin/
/neurokinin B may be exerted at the ME. It remains to be deter-
mined whether KNDy neurons are a component of a pubertal clock
or growth tracking device, or serve as a link to relay information
for such a puberty control center to the GnRH neurons. Similarly,
there is a need to integrate KNDy neuron signaling with that of
other pathways (GABA, neuropeptide Y, glutamate, and glial de-
rived growth factors) implicated in the development regulation of
the GnRH network.

Supported by NIH grants HD 008610 and 013254.
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Lezje i stymulacje w regionie mezolimbicznego
uktadu dopaminergicznego wplywaja na wzrost
udzialu procentowego populacji komérek NK
we krwi obwodowe;j

Karolina Pluciiiska, Beata Grembecka, Wojciech Glac,
Dorota Mysliriska, Piotr Badke, GraZyna Jerzemowska,

Danuta Wrona
Katedra Fizjologii Zwierzqt, Uniwersytet Gdaiiski, Gdarisk

Jadro poéllezace (Acb) jest gléwnym regionem eferentnym dopami-
nergicznego ukladu mezolimbicznego, ktérego stacje poczatkowa
stanowi brzuszne pole nakrywkowe §rédmézgowia (VTA), odgrywa
kluczowa role w behawiorze napedowo-emocjonalnym. Celem pra-
cy bylo zbadanie wptywu manipulacji w obrebie dopaminergicznego
ukladu mezolimbicznego identyfikowanego z ,mézgowym ukladem
nagrody” na populacje komérek NK (natural killer), naturalng aktywnosé
cytotoksyczng komoérek NK (ACNK) i poziom kortykosteronu (COR)
we krwi obwodowej u swobodnie poruszajacych sie szczuréw.
Szczury poddano stereotaktycznej implantacji elektrod domézgo-
wych: stymulacyjnych do VTA i lezyjnych do Acb. Elektryczna
stymulacja VTA indukowala behawior pobierania pokarmu lub
eksploracji. Probki krwi obwodowej pobrano z serca zwierzat:
w 3 tygodnie po implantacji elektrod, po 2 tygodniach chronicznej
stymulacji VTA, w 2 dniu po lezji Acbiw 14 dniu ponownej stymu-
lacji VTA po lezji Acb.

W poréwnaniu z grupa kontrolng (sham) chroniczna stymulacja
VTA, jednostronna lezja Acb i powtérna 14 dniowa stymulacja
w warunkach wczesniejszej lezji Acb, wplynela na znaczacy wzrost
udzialu procentowego populacji komérek NK we krwi obwodowej
(15,09 + 3,72% v. 40,59 *+ 16,69%; 12,32 * 3,35% v. 23,86 = 3,36%;
10,35 = 4,1% v. 24,26 = 6,97%, p < 0,01). Jednakze nie zaobserwo-
wano znaczgcego wplywu na ACNK. Poziom ACNK po chronicz-
nej stymulacji VTA (30,45 + 10,85% v. 34,11 + 11,59%), po lezji Acb
(34,56 = 9,32% v. 34,57 + 7,52%) i w 14 dniu po ponownej stymu-
lacji VTA poprzedzonej lezja Acb (24,33 + 8,52% v. 34,84 + 8,74%)
nie zmienit si¢ znaczaco w poréwnaniu z grupa sham. W poréw-
naniu z grupa kontrolng nie zaobserwowano znaczacych r6znic
w poziomie COR (116,03 = 27,25 ng/ml v. 144,10 = 34,82 ng/ml;
141,53 = 34,36 ng/ml v. 121,79 * 20,69 ng/ml) z wyjatkiem 2. dnia
po lezji Acb (394,31 + 149,47 ng/ml v. 127,36 = 31,25 ng/ml, p < 0,01).
Otrzymane wyniki wskazuja, ze manipulacje w obrebie regionéw
mozgu nalezacych do ,mézgowego ukladu nagrody” wplywaja
na dystrybucje komoérek NK, ktére odgrywaja gléwna role we
wrodzonej obronie przeciwnowotworowe;j.

Lesion and stimulation of the mesolimbic
dopaminergic system increase blood NK cell percentage

Karolina Pluciiiska, Beata Grembecka, Wojciech Glac,
Dorota Mysliriska, Piotr Badke, GraZyna Jerzemowska,

Danuta Wrona
Department of Animal Physiology, University of Gdansk, Gdarisk

The nucleus accumbens (Acb), a major terminal field for the me-
solimbic dopamine fibres originating in the ventral tegmental area
(VTA) plays a pivotal role in emotionally motivated behaviour. In
the present work we assessed the effects of manipulation in the
mesolimbic dopaminergic system known as “brain reward system”
on peripheral blood natural killer (NK) cell percentage (flow cy-
tometry), NK cell cytotoxicity (NKCC) (*'Cr-release assay) and plas-
ma level of corticosterone (COR) (RIA method) in freely moving rats.

Peripheral blood was collected from rats exposed to a chronic
14 day VTA electrical stimulation to obtain feeding or exploration
response and with a lesion electrode aimed at the Acb: 3 weeks
after electrode implantation, after 2 weeks of chronic VTA stimula-
tion, on the 2nd day after the Acb lesion and on the 14th VTA stim-
ulation day following the Acb lesion.

As compared to the respective sham animals, chronic VTA stimu-
lation, unilateral lesion of the Acb and a 14 day VTA stimulation
following the Acb lesion caused significant increase in blood NK
cell percentage (15.09 + 3.72% v. 40.59 + 16.69%; 12.32 = 3.35% v.
23.86 = 3.36%; 10.35 = 4.1% v. 24.26 = 6.97%, p < 0.01). In contrast,
there was no significant effect on blood NKCC. Blood NKCC level
following chronic VTA stimulation (30.45 = 10.85% v. 34.11 +
+ 11.59%), after Acb lesion (34.56 = 9.32% v. 34.57 *= 7.52%), and
on the 14th VTA stimulation day following the Acb lesion (24.33 +
+ 8.52% v. 34.84 * 8.74%) was not significantly different from
the respective sham animals. As compared to the sham controls,
there were no significant differences in plasma COR level (116.03 +
+ 27.25ng/mlv. 144.10 + 34.82ng/ml; 141.53 = 34.36 ng/mlv. 121.79 +
+ 20.69 ng/ml) except for the 2" post-lesion day (394.31 +
+ 149.47 ng/ml v. 127.36 * 31.25 ng/ml, p < 0.01).

The results obtained indicate that manipulation in “the reward-
related brain areas” influences the distribution of peripheral blood
NK cells that play an important role in an innate antitumor response.

Ocena rytmu dobowego melatoniny
u chorych z rakiem jelita grubego

Michat Posmykiewicz!, Krystyna Zyliriska’,
Pawel Burski®, Katarzyna Winczyk?

1Zaklad Neuroendokrynologii, Uniwersytet Medyczny, EddZ
*Oddziat Chirurgii Onkologicznej i Rekonstrukcyjnej, Szpital Ministerstwa Spraw
Wewngtrznych i Administracji, Eodz

Wstep: Melatonina (MLT) jest hormonem syntezowanym gléwnie
w szyszynce. Badania ostatnich lat wykazaly, ze wytwarzana jest
takze przez komorki enterochromafinowe przewodu poka-
rmowego. Melatonina, modulujac motoryke przewodu poka-
rmowego i dzialajac antyoksydacyjnie wptywa cytoprotekcyjnie na
uklad trawienny. Wiadomo, ze dobowa produkcja hormonu zalezy
SciSle od ekspozycji na $wiatlo i ulega zmianie wraz z wiekiem,
a istotny wplyw na synteze MLT maja réwniez stany chorobowe
miedzy innymi nowotwory. Zaburzony rytm dobowy MLT wplywa
na ogodlny stan chorego i samopoczucie, a takze na przebieg choro-
by, jak réwniez efektywno$é stosowanego leczenia. U ludzi
zmniejszone wydzielanie hormonu wykazano w nowotworach,
takich jak: rak gruczotu krokowego, rak trzonu macicy i rak piersi.
Doniesienia dotyczace stezenia MLT we krwi u 0séb z nowot-
worami przewodu pokarmowego sg do$¢ nieliczne i dlatego celem
naszej pracy byla ocena rytmu dobowego MLT u chorych z rakiem
jelita grubego.

Materiat i metody: Grupe badana stanowilo 14 pacjentow
(9 mezczyzn i 5 kobiet) w wieku od 61 do 84 lat operowanych
z powodu raka jelita grubego. Przed zabiegiem chirurgicznym
u wszystkich chorych oceniono dobowe wydzielanie MLT,
dokonujac pomiaru stezenia hormonu we krwi o godzinie 8:00, 12:00,
16:00, 20:00, 24:00, 2:00, 4:00, 6:00, 8:00. U 9 pacjentéw w tydzier po
operacji ponownie zbadano stezenia MLT. Grupe kontrolna
stanowito 6 0s6b (2 mezczyzn i 4 kobiety) w wieku od 53 do 83 lat
bez wywiadu onkologicznego i choréb przewodu pokarmowego.
Wyniki: Na podstawie badania histopatologicznego nowotworéw
u wszystkich operowanych 0s6b rozpoznano raka gruczolowego
jelita grubego. U 6 chorych stwierdzono zaawansowanie choroby
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w stadium 0-1, a u 8 oséb w stadium II-IV. Przerzuty do weztéw
chlonnych i przerzuty odlegle wykryto u 6 chorych. Rytm dobowy
MLT byl prawidlowy u 8 0s6b. U 6 chorych z rakiem jelita grubego
obserwowano zaburzone wydzielania hormonu. Po operacji
u 3 pacjentéw (stadium II-IV) stwierdzono poprawe rytmu
dobowego polegajaca na wzroécie wydzielania hormonu w godzi-
nach nocnych. Srednie stezenia MLT u 0s6b operowanych z po-
wodu raka byly nizsze niz w grupie kontrolnej, a najnizsze war-
toéci hormonu stwierdzono u chorych w poczatkowym stadium
choroby (0-I). Ponadto w okresie pooperacyjnym u chorych w sta-
dium 0-I obserwowano dalsze obnizenie maksymalnych stezen
MLT w przeciwienstwie do 0s6b z nowotworami w stadium II-1V,
u ktérych stezenia hormonu przed i po zabiegu nie wykazywaly
istotnych réznic lub po operacji ulegly zwigkszeniu.

Whioski: Na podstawie uzyskanych wynikéw mozemy stwierdzi¢,
ze u chorych z rakiem jelita grubego stezenia MLT we krwi sg nizsze
niz u o0séb bez choroby nowotworowej, jednakze rytm dobowy
hormonu tylko u czesci chorych jest zaburzony i w niektérych przy-
padkach ulega poprawie po operacji.

Badania finansowane z funduszy Uniwersytetu Medycznego
w Eodzi No 503-5084-1.

Estimation of melatonin circadian rhythm in patients
with colon cancer

Michat Posmykiewicz', Krystyna Zyliriska',
Pawet Burski®, Katarzyna Winczyk’
'Department of Neuroendocrinology, Medical University, £ddZ

“Department of Oncolological and Reconstructive Surgery, Ministry of Home
Affairs and Administration Hospital, £édZ

Introduction: Melatonin (MLT) is a hormone produced mainly by
the pineal gland. Last study has shown that MLT is also secreted
by the enterochromatofine cells of the digestive tract. Melatonin,
modulating the motor activity of the digestive tract and acting as
antioxidant, influences cytoprotectively the gastrointestinal system.
It was known that a diurnal production of the hormone depends
on the exposition to light and it decreases with age, however, also
some diseases (ex. cancer) influence its synthesis. The disorders of
MLT circadian rhythm MLT influence patient’s general condition
and mood, as well as the course of the disease and treatment effec-
tiveness. In human, the diminished secretion of pineal hormone in
neoplasm such as: prostate cancer, breast cancer, endometrial can-
cer has been found. However, the reports related to blood MLT
levels in people with neoplasm of the gastrointestinal system are
scarce, therefore, the aim of our work has been the assessment of
MLT circadian rhythm in patients with colon cancer.

Material and methods: The investigated group consisted of
14 subjects (9 male and 5 female) at the age from 61 to 84 qualified
to surgical treatment for colon cancer. Before the operation in all
the patients the diurnal secretion of MLT was examined by mea-
suring the hormone concentration in the blood at the following
times: 8:00, 12:00, 16:00, 20:00, 24:00, 2:00, 4:00, 6:00, 8:00. In 9 sub-
jects the assessment of MLT circadian rhythm was performed again
one week after the surgery. The control group consisted of 6 vol-
unteers (2 male and 4 female) at the age of 53 to 83 with no history
of cancer or digestive system diseases.

Results: In all the patients colon adenocarcinomas have been di-
agnosed on the basis of histopathological examination of tumours.
Six patients with tumour were in the early clinical stages 0-I and
8 patients were in more advanced disease (II-IV )stages. The me-
tastases were found in 6 patients. The MLT circadian rhythm was
normal in 8 patients with colon cancer and in 6 patients the secre-
tion of MLT was abnormal. After the surgery in 3 patients (II-IV
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stage) the improvement of MLT circadian rhythm was noted in the
form of the secretion increase at night-time . The mean concentra-
tions of MLT in the patients with colon cancer were lower than in
the control group. The lowest levels of the hormone were found in
the 0-I disease stages. Moreover, in the postoperative period in the
patients with cancer of stage 0-I the further decrease of the highest
hormone concentrations were noted. On the contrary, in the group
of the patients in stage II-IV, the levels of MLT hormone before
and after the surgery were not changed significantly or they even
increased after the tumour excision.

Conclusions: It can be stated on the basis of our results, that the blood
concentrations of the melatonin in patients with colon cancer are low-
er than in people without neoplasm. However, the melatonin circadi-
an rhythm is disordered only in some of the patients and after surgery
in part of the cases the secretion of the hormone is improved.

This study was supported by grant No.503-5084-1 from Medical
University of £.odz.

Napiecie przedmiesigczkowe.
Paradygmat psychologiczny

Leszek Putyiiski
Zaklad Psychopatologii i Psychologii Klinicznej, Instytut Psychologii,
Uniwersytet Lodzki, EodZ

Cel badan: Celem podjetych badan byla ocena zaleznosci miedzy
poziomem i natezeniem objawéw napiecia przedmiesigczkowego
a zmiennymi psychologicznymi, takimi jak struktura osobowosci,
nastr6j, mechanizmy obronne, strategie radzenia sobie z bélem
i strategie radzenie sobie ze stresem.

Material i metody: Badaniami objeto grupe 126 kobiet w wieku
22-35 lat, stosujgc wlasnej konstrukcji kwestionariusz do badania
objaw6w napiecia przedmiesigczkowego oraz baterie adekwatnych
testéw psychologicznych.

Wyniki i wnioski: Badanie wykazalo, ze okreslone cechy osobo-
wosci, strategie radzenia sobie z b6lem i strategie radzenia sobie ze
stresem sg istotnymi psychologicznymi czynnikami modyfikujacymi
intensywnos$¢ odczuwanych objawdw napiecia przedmiesigczkowego.
Nie stwierdzono zaleznosci miedzy nastrojem a symptomami
napiecia przedmiesiagczkowego. Przedyskutowano teoretyczne
ipraktyczne implikacje uzyskanych rezultatéw i wytyczono kierun-
ki dalszych badan.

Premenstrual syndrom.
Psychological paradigm

Leszek Putyiiski
Department of Psychopathology and Clinical Psychology, Institute of Psychology,
University, LodZ

Introduction: The aim of this study is to correlate the level and
intensity of premenstrual syndrome (PMS) symptoms with psy-
chological variables such as personality structure, mood, defence
mechanisms, pain coping strategies and stress coping strategies.
Material and methods: 126 women aged 22-35 years were tested
using a self-developed questionnaire including questions concern-
ing the occurrence of the PMS symptoms and the battery of psy-
chological tests to measure psychological variables.

Results and conclusions: The results suggest that personality fea-
tures, pain coping strategies and stress coping strategies are the most
important psychological factors influencing the intensity of the PMS
symptomatology. No correlations are found between mood and PMS
symptoms. The heoretical and clinical implications of the findings
are discussed and the directions for future research are offered.
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Udzial czynnikéw genetycznych
i epigenetycznych w diugowiecznosci

Monika Puzianowska-KuZnicka'?
Instytut Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN, Warszawa
“Centrum Medyczne Ksztalcenia Podyplomowego, Warszawa

Starzenie jest procesem nieuniknionym. Obecnie uwaza sie, ze
starzenie nie jest zaprogramowane genetycznie, jest natomiast skut-
kiem nagromadzenia przypadkowych uszkodzen materiatu gene-
tycznego, ktéremu towarzyszy uszkodzenie innych typow
czasteczek — kluczowych biatek i lipidéw. Tempo starzenia zalezy
od wielu czynnikéw. Sa to czynniki pozagenetyczne (w tym $ro-
dowiskowe — 75%) i genetyczne (25%). Geny o potwierdzonym
wplywie na regulacje tempa procesu starzenia to na przyklad geny
kodujace nastepujace bialka: bedace skladnikami szlaku insuliny
iinsulinopodobnego czynnika wzrostu 1, regulujace tempo metabo-
lizmu i syntezy produktéw ubocznych — reaktywnych form tlenu
(ROS, obecnie uwazane za najistotniejszy czynnik sprawczy starze-
nia), dysmutazy nadtlenkowe (SOD1-3), ktére dezaktywuja ROS oraz
sirtuiny — enzymy deacetylujace rézne biatka. Najnowsze badania
pozwolily na stworzenie modelu zawierajacego 150 polimorfizméw
jednonukleotydowych (SNP) zlokalizowanych w r6znych genach
i poza nimi. Model ten pozwala z 77-procentowy dokladnoscig
przewidzie¢, czy dana osoba bedzie ekstremalnie dlugowieczna.
Srodowisko ma wplyw na tempo starzenia miedzy innymi poprzez
modyfikowanie epigenomu. Modyfikacje epigenetyczne (metylacja
DNA, ré6zne modyfikacje bialek chromatyny, dzialanie mikroRNA)
zmieniajg aktywno$¢ genéw bez zmiany ich sekwengji, na przyktad
metylacja DNA i deacetylacja bialek chromatyny zwykle powoduja
zahamowanie transkrypcji. Zaobserwowano, ze z wiekiem w wiek-
szo$ci tkanek globalna metylacja DNA zmniejsza sig, za$ tak zwane
wyspy CpG w promotorach réznych genéw ulegaja hipermety-
lacji. Ponadto, w sposéb zalezny od wieku zmieniaja sie modyfikacje
biatek histonowych. Powoduje to wzrost tak zwanego ,szumu trans-
krypcyjnego” i nieadekwatnie niska ekspresje kluczowych genéw.
Zmiany te okreslono mianem ,dryftu epigenetycznego”. Na mody-
fikacje epigenetyczne bardzo znaczacy wplyw maja skladniki
pokarmowe diety. W promocji dlugowiecznosci niezwykle wazna
role odgrywa réwniez ograniczenie kalorycznosci pozywienia
(dieta pelnowarto$ciowa z ograniczeniem kalorii, CR). Ludzie
stosujacy CR sa réwniez zdrowsi niz osoby w tym samym wieku,
pozostajace na typowej diecie.

Reasumujac, odpowiednie odzywianie oraz styl Zycia, poprzez
modyfikacje epigenomu, maja istotne znaczenie w promocji
dlugowiecznosci.

Genetic and epigenetic factors in longevity

Monika Puzianowska-KuZnicka"?
!Medical Research Center, PAS, Warsaw
“Medical Center of Postgraduate Education, Warsaw

Aging is inevitable. Currently, it is thought that aging is not genet-
ically programmed; instead, it is considered to be a result of accu-
mulation of stochastic damage to the genomic DNA, accompanied
by the damage to other molecules — key proteins and lipids. The
rate of aging depends on many factors, both non-genetic (includ-
ing environmental factors, 75%) and genetic (25%). Genes whose
impact on the rate of aging have been experimentally proved are
genes that encode: proteins involved in insulin and insulin-like tran-
scription factor 1 pathways, proteins that regulate the rate of me-
tabolism and synthesis of its by-products — reactive oxygen spe-

cies (ROS, currently considered the most important aging-promot-
ing molecules), superoxide dismutases (SOD1-3) that de-activate
ROS, and genes encoding sirtuins — enzymes that deacetylate var-
ious proteins. The newest research has allowed to build a genetic
model that includes 150 single nucleotide polymorphisms (SNPs)
and it could predict extreme longevity with 77% accuracy.

Environment modifies the rate of aging by the modification of the
epigenome, among others. Epigenetic modifications (DNA methy-
lation, various modifications of chromatin histone proteins, microR-
NA) influence transcriptional activity of genes while leaving their
sequences intact; for example, methylation of the DNA and deacety-
lation of chromatin proteins usually result in the repression of tran-
scription. It was observed that aging is accompanied by the de-
crease of global methylation of the genomic DNA, and by the in-
crease of methylation of so-called CpG islands located in promot-
ers of various genes. In addition, the pattern of modifications of
histone proteins also changes in an age-dependent manner. Such
a change results in the increase of “transcriptional noise” and in
inadequately low expression of key genes; altogether it is called an
“epigenetic drift”. The epigenetic modifications are heavily influ-
enced by many components of food. In addition, longevity is pro-
moted by long-term calorie restriction (well balanced calorie re-
striction diet, CR). Persons who are calorie-restricted are also health-
ier compared to persons of the same age, but without CR.

To sum up, proper nutrition and lifestyle, by modification of the
epigenome, plays an important role in the promotion of longevity.

Ekspresja speksyny w tkankach prawidfowych oraz
dowody sugerujace udziat tego biatka w hamowaniu
proliferacji komérek kory nadnercza szczura

Marcin Ruciviski', Andrea Porzionato?,
Agnieszka Ziotkowska', Marta Szyszka', Veronica Macchi?,

Rafaele De Caro®, Ludwik K. Malendowicz?

Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii, Uniwersytet Medyczny, Poznari
“Department of Human Anatomy and Physiology, Section of Anatomy, University
of Padua, Italy

Wstep: Speksyna (SPX) jest niedawno odkrytym peptydem, ziden-
tyfikowanym przy udziale technik bioinformatycznych,
skladajacym sie z 14 aminokwasow. Ekspresje SPX na poziomie
mRNA wykazano w mézgowiu, przewodzie pokarmowym,
ukladzie dokrewnym i moczowym. Sugeruje sie, iz peptyd ten
moze bra¢ udzial w regulacji ww. uktadéw, jak réwniez w odpowie-
dzi na stres.

Celem niniejszych badan bylo przesledzenie ekspresji SPX
w narzadach wielu ukladéw na poziomie mRNA i bialtka,
szczegdlowe przesledzenie tej ekspresji w elementach osi HPA oraz
zbadanie wplywu SPX na podstawowa i wyspecjalizowang czyn-
no$¢ komorek kory nadnercza.

Material i metody: Ekspresje SPX na poziomie mRNA i biatka oce-
niano odpowiednio za pomocg RT-PCR oraz techniki immunohis-
tochemicznej. W celu zbadania wpltywu SPX na czynnos$é komoérek
kory nadnercza postuzono sie szeregiem technik in vitro (hodowla
pierwotna oraz $wiezo izolowane komorki kory nadnercza szczu-
ra) i in vivo (stres eterowy, ostre podanie ACTH, przewlekte po-
dawanie ACTH i deksametazonu, regeneracja kory nadnercza
wywolana enukleacjg gruczotu).

Wyniki: Zar6wno RT-PCR, jak i reakcje immunohistochemiczne
wykazaly ekspresje SPX w niemal wszystkich badanych narzadach.
Przewlekle podawanie ACTH in vivo obnizylo, a deksametazonu
zwigkszylo ekspresje SPX w nadnerczach na poziomie mRNA.
W regenerujacych nadnerczach u zwierzat poddanych enukleacji
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gruczolu zaobserwowano stopniowy wzrost ekspresji SPX mRNA
do 8. dnia po zabiegu, a nastepnie spadek do poziomu obserwo-
wanego w grupie kontrolnej. SPX w stezeniu 10-° M stymuluje pod-
stawowe wydzielanie aldosteronu przez $wiezo izolowane komorki
warstwy klebkowatej kory nadnercza. Przewlekla ekspozycja na
SPX komoérek kory nadnercza w hodowli pierwotnej hamuje wy-
dzielanie kortykosteronu oraz zwieksza stopien inkorporacji BrdU.
Whioski: Ekspresja SPX w tak wielu narzadach sugeruje mozliwg
role tego peptydu w regulacji ich czynnosci. Doswiadczenia
zuzyciem hodowli pierwotnej i modelu regeneracji gruczolu sugeruja
natomiast hamujacy efekt SPX na proliferacje badanych komérek.

Expression of the spexin gene in normal rat tissues
and evidences suggesting that spexin inhibits
adrenocortical cell proliferation

Marcin Ruciriski', Andrea Porzionato?,
Agnieszka Ziotkowska', Marta Szyszka®, Veronica Macchi?,

Rafaele De Caro?, Ludwik K. Malendowicz?

'Department of Histology and Embryology, Poznan University of Medical
Sciences, Poland

*Department of Human Anatomy and Physiology, Section of Anatomy, University
of Padua, Italy

Introduction: Spexin (SPX) is a recently identified, highly conserved
peptide which is processed and secreted. It is composed of 14 aa
residues. On mRNA level SPX gene is widely expressed in the brain,
digestive tract, endocrine and urinary system and it has been sug-
gested that SPX peptide may be involved in the regulation of those
systems as well as in stress response.

In the present work we analysed the SPX gene and its protein prod-
uctin a wide range of rat organs. Moreover, we examined whether
SPX s involved in the regulation of corticosteroid secretion and in
the growth of adrenocortical cells.

Material and methods: SPX expression on mRNA and protein lev-
el in selected organs were examined by RT-PCR and immunohis-
tochemistry. To determine SPX expression in the adrenal gland
precisely as well as to examine its function in this gland, the exper-
iment with the use of cortical and medullary cells originated from
different in vitro (adrenocortical cell isolation and primary culture)
and in vivo (acute ACTH administration, ether stress, prolonged
ACTH and dexamethasone (DX) administration and adrenocorti-
cal regeneration) models was performed.

Results: Both RT-PCR and immunohistochemistry identified SPX
mRNA in almost all the examined tissues. The prolonged ACTH
administration lowered and DX increased adrenal SPX mRNA lev-
els in vivo. Adrenal enucleation produced a significant linear in-
crease in SPX mRNA levels, with the highest value occurring on
the 8" day after the surgery. At 10-° M SPX concentration peptide
stimulated basal aldosterone secretion by freshly isolated zona
glomerulosa cells. The prolonged exposure of cultured rat adreno-
cortical cells to SPX (10° M) resulted in an increase in corticoster-
one secretion and a decrease in BrdU incorporation.
Conclusions: A widespread expression of SPX suggests its role in
many different physiological functions. The obtained results sug-
gest the direct involvement of SPX in the regulation of adrenocor-
tical cell proliferation; however, the mechanism of the action re-
mains unknown
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Wystepowanie i rola polipeptydéw wywodzacych
sie z preproghreliny oraz ich receptoréw
w nadnerczach szczura

Marcin Ruciriski, Agnieszka Ziotkowska,

Marianna Tyczewska, Ludwik K. Malendowicz
Katedra Histologii i Embriologii, Uniwersytet Medyczny w Poznaniu

Wstep: Prepro-ghrelina jest bialkiem prekursorowym co najmniej
dwoch biologicznie aktywnych peptydéw — ghreliny (GHREL)
oraz obestatyny (OBS). GHREL pelni szereg funkgji, jednak giéwnie
opisywana jest jako peptyd stymulujacy wydzielanie GH oraz
posiadajacy silne wlasciwosci oreksygenne. OBS opisywana jest
jako peptyd anoreksygenny, czyli o wlasciwosciach przeciwsta-
wnych do GHREL. Dla obu peptydéw zidentyfikowano receptory
komoérkowe — GHS-Rla i GHS-R1b jako receptory GHREL,
podczas gdy GPR39v1 oraz GPR39v2 sg najprawdopodobniej re-
ceptorami OBS. Wykazano réwniez, ze w procesie biosyntezy
GHREL wazng funkcje pelni acyltransferaza GOAT, konwertujaca
GREL do jej formy aktywnej. Istniejg dane wykazujace, ze GHREL
jest takze zaangazowana w regulacje aktywnosci osi HPA.
Analiza ekspresji ppGHREL, GOAT, oraz receptoréw GHREL i OBS
w nadnerczu szczura.

Celem pracy byla analiza wplywu badanych peptydéw na akty-
wno$¢ wydzielniczg oraz stopien proliferacji komérek kory nad-
nercza szczura. Przesledzenie $ciezek sygnalnych komoérek kory
nadnercza modyfikowanych przez GHREL i OBS.

Materiat i metody: Zastosowano metody RT-PCR, western blot,
macierze PCR, pierwotne hodowle komoérek kory nadnercza szczu-
ra, oznaczanie stopnia proliferacji komoérek oraz poziomu korty-
kosteronu.

Wyniki i wnioski: Ekspresje ww. genéw wykazano we wszyst-
kich komponentach nadnercza szczura. Po 24 h inkubagji, tylko
najwyzsza ze stosowanych dawek GHREL (10 M) stymulowata
wydzielanie kortykosteronu, przy braku wplywu na proliferacje
(efekt r6zny od ACTH). Stymulujagcemu wplywowi GHREL na
sekrecje kortykosteronu towarzyszyl wzrost poziomu CYP11A
mRNA (analogicznie jak ACTH). Mimo Ze w nadnerczach nastepuje
ekspresja GPR39v1 oraz GPR39v2, OBS nie zmieniala ani ekspresji
badanych gendw, ani tez stopnia proliferacji i czynnosci wydziel-
niczej badanych komoérek. Jak wykazaly badania macierzy,
stymulujacy wplyw GREL na wydzielanie kortykosteronu zachodzi
za posrednictwem innych Sciezek sygnalnych, niz w przypadku
aktywacji ACTH.

Expression and role of preproghrelin derived
peptides and their receptors in the rat adrenal gland

Marcin Ruciriski, Agnieszka Ziotkowska,

Marianna Tyczewska, Ludwik K. Malendowicz
Department of Histology and Embryology, Poznan University of Medical Sciences

Introduction: Preproghrelin is a precursor of at least two biologi-
cally active peptides — ghrelin (GHREL) and obestatin (OBS). GH-
REL has multiple functions, but its principal effects are GH-releas-
ing and orexigenic functions. It is believed that OBS exerts func-
tions opposite to that of GHREL. Two GHREL receptors have been
identified — GHS-R1a and GHS-R1b; while GPR39v1 and GPR39v2
have been suggested as a putative receptors of OBS. Recently, the
role of GOAT acyltransferase has been recognized as an enzyme
converting GHREL to its active form. Some data suggest the in-
volvement of GHREL in regulating HPA axis.



Streszczenia

To analyse the expression of ppGHREL, GOAT, and GHREL and
OBS receptor genes in the rat adrenal gland. To analyse effects of
GHREL and OBS on proliferative and secretory activity of adreno-
cortical cells. To identify GHREL and OBS modulated intracellular
signaling pathways in adrenocortical cells.

Material and methods: The following methods were applied: RT-
PCR, Western blotting, PCR array profiles, primary culture of rat
adrenocortical cells, estimation of proliferative and secretory activ-
ity of cultured rat adrenocortical cells.

Results and conclusions: In all compartments of the rat adrenal
gland the expression of the above mentioned genes was found.
After 24h incubation, only the highest concentration of GHREL
(10-°M) stimulated corticosterone output by the cultured cells, how-
ever, their proliferative activity remained unchanged (effect oppo-
site to that evoked by ACTH). Both, GHREL and ACTH,increased
CYP11A mRNA levels in the studied cells. Despite the expression
of GPR39v1 and GPR39v2 genes in cultured cells, OBS changed
neither the expression levels of studied genes nor the proliferative
and secretory activity of the cultured cells. As PCR array profiles
revealed, the stimulating effect of GHREL on corticosterone secre-
tion by the cultured cells is mediated by pathways different from
that of ACTH.

Wzajemne oddzialywania miedzy szyszynka

a uktadem odpornosciowym: dobowe i sezonowe
zaleznosci w funkcjonowaniu osi szyszynka

— ukifad odpornosciowy

Krystyna Skwarlo-Soiita, Magdalena Markowska,

Pawel Majewski
Zaklad Fizjologii Zwierzqt, Wydzial Biologii, Uniwersytet Warszawski

Wiekszos$¢ proceséw biochemicznych, fizjologicznych i behawio-
ralnych kregowcoéw wykazuje zmienno$¢ dobowaq i sezonowa, gene-
rowang przez endogenny zegar biologiczny i synchronizowang
z warunkami $wietlnymi otoczenia. Czynnikiem pelnigcym funkcje
przekaznika tej srodowiskowej informacji Swietlnej jest melatoni-
na, metoksyindolowy hormon produkowany w sposéb rytmiczny
przez szyszynke z niskimi warto$ciami w dzien i wyraznym noc-
nym wzrostem syntezy i uwalniania do krwi. Hamowanie
szyszynkowej syntezy melatoniny przez $wiatlo u ssakéw dokonuje
sie na drodze nerwowej, rozpoczynajacej sie w siatkéwce oka, nato-
miast pinealocyty ptakéw majg ponadto zdolnosé¢ bezposredniej
fotorecepcji. Wéréd wielu fizjologicznych funkcji melatoniny jej
dzialanie przeciwzapalne i immunomodulujace uzyskato
powszechne uznanie, a ostatnio gromadzone sa dowody na istnie-
nie takze drogi odwrotnej, przekazujacej informacje od pobudzo-
nego ukiadu odpornosciowego do szyszynki. Okazuje sie bowiem,
ze rozwijajaca sie reakcja odpornosciowa/zapalenie moduluje syn-
teze melatoniny zaréwno u szczurdw, jak i kurczat; u tych ostat-
nich oddzialywania te wykazuja réwniez zaleznosci sezonowe.
Wydzielane w toku zapalenia cytokiny prozapalne blokuja syn-
teze melatoniny w szyszynce, zapobiegajac nocnemu wzrostowi
jej poziomu w krwi, co z kolei ulatwia przemieszczania sie leuko-
cytéw do miejsca zapalenia. Jednakze towarzyszace temu wydzie-
lanie przeciwzapalnych glikokortykoidéw pozwala przywrdci¢
nocny wzrost syntezy melatoniny i ujawnic jej aktywnos¢ przeciw-
zapalna.

Oznacza to, ze choroba wylacza chronobiologiczng organizacje
organizmu spod kontroli srodowiskowej, ktéra powraca po zakon-
czeniu stanu zapalnego jako zalezno$¢ rytmu dobowego melato-
niny od warunkéw $wietlnych otoczenia.

Finansowane z grantow MNiSW NN303317733 i NN303503438.

Pineal — immune axis: circadian and seasonal
aspects of the reciprocal interrelationships

Krystyna Skwarlo-Sonta, Magdalena Markowska,

Pawel Majewski
Department of Animal Physiology, Faculty of Biology, University of Warsaw

Majority of biochemical, physiological and behavioral processes
exhibit circadian and seasonal rhythmicity generated by the en-
dogenous biological clock and synchronized with the environment.
A methoxy-indole hormone melatonin, synthesized and released
by the pineal gland in darkness, is considered as a neurochemical
transducer of the information on external lighting conditions. Light
suppresses pineal melatonin synthesis in mammals via the neu-
ronal pathway starting in the retina while the avian pinealocytes
are also directly photosensitive. Among numerous melatonin func-
tions its immunomodulatory and anti-inflammatory activity is gen-
erally well accepted, and moreover, circadian/seasonal component
is attributed to the immune processes development and intensity.
It has been demonstrated in several experimental approaches that
soluble mediators of the developing immune response important-
ly influence pineal biosynthetic activity. Pro-inflammatory cytok-
ines inhibit melatonin synthesis in the rat pineal gland and block
its nocturnal surge, which allows transmigration of the immune
cells to mount the inflammatory response. Similar effects were ob-
served in chickens, in which additionally, season-related differences
in the inflammation development were demonstrated. However,
the immune response/inflammation is modulated also by the en-
dogenous anti-inflammatory factors, among them glucocorticoid
hormones , which stimulate melatonin synthesis and allow the pi-
neal gland to participate in the resolution of inflammation.
Therefore, it has to be pointed out that inflammation (infection,
injury) disconnects an organism from the control by environmen-
tal lighting conditions via circadian rhythmical melatonin synthe-
sis and release while the recovery restores the adjustment to the
light/dark cycle.

Supported by the Polish MSHE grants NN303317733 and
NN303503438.

Antagoni$ci hormonu uwalniajacego hormon wzrostu
(GHRH) — perspektywy farmakologicznego leczenia
nowotworéw hormono-zaleznych

Henryk Stepien’, Agnieszka Siejka’, Hanna Lawnicka’,
Ewelina Motylewska', Gabriela Meferi-Mucha’,

Tomasz Stepieri®, Jan Komorowski*

1Zaklad Immunoendokrynologii, I Katedra Endokrynologii, Uniwersytet
Medyczny, Lodz

*Klinika Endokrynologii, I Katedra Endokrynologii, Uniwersytet Medyczny, Lodz
*Klinika Chirurgii Ogélnej i Endokrynologicznej, I Katedra Endokrynologii,
Uniwersytet Medyczny, LédZ

Hormon uwalniajacy hormon wzrostu (GHRH, somatoliberyna)
nie tylko pobudza wydzielanie hormonu wzrostu (GH) z przysad-
ki, ale réwniez znaczgco wplywa na proliferacje i réznicowanie
niektérych tkanek prawidlowych i nowotworowych. Ekspresje
GHRH i jego mRNA stwierdzono w komoérkach wielu nowotworéw
uludzi, w tym rakowiaku, raku trzustki, drobnokomérkowym raku
pluca i w guzach nadnerczy. Podobnie, w tkankach wielu nowo-
tworéw wykazano obecnos$¢ przysadkowego typu receptora dla
GHRH (GHRH-R) i jego czterech wariantow, tak zwanych splice
variants (SV1-SV4). Przyjmuje sie, ze przeciwnowotworowe dziatanie
antagonistéw GHRH zachodzi poprzez zmniejszone wytwarzanie
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i uwalnianie przez komoérki guza: GHRH, GH, IGF-I/IGF-II oraz
angiogennych czynnikéw wzrostu, takich jak naczyniowo-
$rédblonkowy czynnik wzrostu (VEGF) i czynnik wzrostu fibro-
blastéw (FGF). Dzialanie antyproliferacyjne i proapoptotyczne
antagonistow GHRH wydaje sie by¢ jednakze réwniez wynikiem
bezposredniego wplywu na komérki nowotworowe (efekty auto-
parakrynne) przez blokowanie receptoréw GHRH (zaréwno formy
przysadkowej, jak i SV1-5V4) znajdujacych si¢ na powierzchni
komorek nowotworowych. W oparciu o postepy w rozumieniu roli
GHRH w rozwoju i progresji nowotworéw, zsyntezowano nowe
grupy antagonistow GHRH. W niniejszej pracy przedstawiono
najnowsze informacje na temat roli antagonistow GHRH w diag-
nostyce ileczeniu nowotworéw ukladu dokrewnego oraz onkologii.

Growth hormone-releasing hormone (GHRH)
antagonists: perspectives for pharmacological
therapy of endocrine-related cancers

Henryk Stepien’, Agnieszka Siejka’, Hanna Lawnicka’,
Ewelina Motylewska', Gabriela Meferi-Mucha’,

Tomasz Stepieri®, Jan Komorowski*

'Department of Immunoendocrinology, I Chair of Endocrinology, Medical
University, Lodz

*Department of Clinical Endocrinology, I Chair of Endocrinology, Medical
University, Lodz

Department of General and Endocrinological Surgery, I Chair of Endocrinology,
Medical University, Lodz

Growth hormone-releasing hormone (GHRH, somatoliberin) not
only stimulates the secretion of growth hormone (GH) from the
pituitary but also significantly influences proliferation and differ-
entiation of certain normal and tumoral tissues. Immunoreactive
growth hormone-releasing hormone and its mRNA are expressed
in several human tumors, including carcinoids, pancreatic cancers,
small-cell lung carcinomas, and adrenal tumors. The presence of
pituitary type receptor for GHRH (GHRH-R) and four splice vari-
ants of the GHRH-R (SV1-SV4) was demonstrated in several hu-
man cancers. The suppressive effects of GHRH antagonists on hu-
man malignancies are mediated by a reduced production of GHRH,
GH, IGF-I/IGF-II and angiogenic growth factors, such as vascular
endothelial growth factor (VEGF) and fibroblast growth factor
(FGF). In addition, antiproliferative and proapoptotic effects of
GHRH antagonists may be the result of the direct effect on tumoral
cells (auto/paracrine action) through the blockade of GHRH recep-
tors (both pituitary type and SV1-5V4) located on the tumoral cell
surface. The new GHRH antagonists are being developed on the
basis of the recent advances in the understanding of the role of
GHRH in tumor growth and progression. In this review we dem-
onstrate updated information on the antineoplastic role of GHRH
antagonists with emphasis on potential diagnostic and therapeutic
applications in clinical endocrinology and oncology.

Wplyw IL-18 na poziom GnRH i amin biogennych
w brzuszno-przysrodkowym podwzgérzu

— wyniostosci przySrodkowej (MBH-ME)

u anestralnych owiec

Dorota Tomaszewska-Zaremba, Andrzej Herman,

Tomasz Misztal
Instytut Fizjologii i Zywienia Zwierzqt im. Jana Kielanowskiego, PAN, Jablonna
k/Warszawy

Wstep: Stres immunologiczny hamuje funkcje rozrodcze u ludzi
izwierzat. Sugeruje sie, ze to hamujace dziatanie zachodzi na pozio-
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mie podwzgérza poprzez zmiane w sekrecji gonadoliberyny
(GnRH). Istotna role w komunikacji pomiedzy uktadem immuno-
logicznym irozrodczym odgrywa IL-15. Cytokina ta moze wplywac
bezposrednio na neurony GnRH lub posrednio za posrednictwem
innych neurotransmiteréw, takich jak aminy katecholowe.

Celem pracy bylo zbadanie wptywu centralnego podania IL-13 na uwa-
Inianie GnRH i amin biogennych w MBH-ME u anestralnych owiec.
Material i metody: Owcom (n = 8) wykonano perfuzje ptynu Ringe-
ra do MBH-ME i 2 godziny od rozpoczecia perfuzji podano IL-18
w dawce 50 mg icv. lub plyn Ringera icv. Perfuzje wykonywano
5 godzin z szybkoscig przeplywu 7 ml/min. W perfuzatach ozna-
czono stezenia GnRH (przy uzyciu kitu ELISA) i amin biogennych
iich metabolitéw metodga HPLC z EC.

Wyniki: Centralne podanie IL-13 spowodowalo istotny spadek pozi-
omu GnRH w perfuzatach z MBH-ME w stosunku do wyjsciowego
poziomu tego hormonu oraz w stosunku do grupy kontrolnej.
W perfuzatach nie wykryto dopaminy, natomiast poziom noradrenaliny
nie wykazywat istotnych statystycznie zmian pod wplywem bada-
nego czynnika, chociaz zaobserwowano tendencje wzrostowa pod
wplywem podania cytokiny. Odnotowano istotny statystycznie
spadek stezenia takich metabolitéw amin, jak MHPG, HVA i 5-HIAA.
Whioski: IL-1f bierze udzial w komunikacji miedzy uktadem im-
munologicznym a rozrodczym. Jej oddzialywanie w rejonie pod-
wzgbrza powoduje zmiany w sekrecji neuronéw GnRH. Wplyw
tej cytokiny na sekrecje GnRH moze przebiegaé bezposrednio po-
przez receptory IL-1 na neuronach GnRH, jak réwniez posrednio
poprzez oddzialywanie na uklad katecholaminergiczny.

The influence of IL-18 on the GnRH and biogenic
amines concentration in the mediobasal
hypothalamus — median eminence (MBH-ME)
in anestrous ewes

Dorota Tomaszewska-Zaremba,

Andrzej Herman, Tomasz Misztal
The Kielanowski Institute of Animal Physiology and Nutrition, PAN, Jablonna
n/Warsaw

Introduction: Immune stress causes inhibition of reproduction in
animals and humans. It is suggested that this inhibitory action oc-
curs at the level of the hypothalamus through the changing GnRH
secretion. IL-15 could be one of the key molecules involved in the
information transfer between the immune and reproductive sys-
tems. IL-18 can affect directly GnRH neurons activity or indirectly
influence other neurotransmitters such as biogenic amines.

Aim: The aim of the study was to determine the influence of icv.
IL-1f injection on the GnRH release and concentration of biogenic
amines in the perfusates from MBH-ME in anestrous ewes.
Material and methods: In the presented study experiments were
conducted on adult female anestrous ewes (n = 8). Interleukin -1
was administrated icv. in dose 50mg. The perfusion of MBH-ME
was performed during 5 hours. In the perfustes we determined
GnRH concentration (ELISA kit) and biogenic amines and their me-
tabolites concentration (HPLC with EC).

Results: It was demonstrated that icv. injection of IL-1f3 caused
a significant decrease in the GnRH release in anestrous ewes. The
noradrenaline level had a tendency to increase but this increase
was not statistically significant. We observed statistically signifi-
cant decrease in the concentration of aminergic metabolites: MHPG,
HVA and 5-HIAA.

Conclusions: This study suggests that IL-14 is involved in direct
communication between immune and reproductive systems. IL-18
acts in the region of the hypothalamus and causes changes in the
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secretions of the GnRH neurons. This cytokine can affect directly
the GnRH neurons activity through the IL-1 receptors on the GnRH
neurons or indirectly through the influence on catecholaminergic
system.

Ekspresja surwiwiny i markera proliferacji PCNA
w guzach inwazyjnych i nieinwazyjnych przysadki

Joanna Waligorska-Stachura, Anna Jankowska,

Wiodzimierz Liebert, Jerzy Sowiriski, Ryszard Wasko
Uniwersytet Medyczny w Poznaniu, Katedra i Klinka Endokrynologii, Przemiany
Materii i Chordb Wewnetrznych, SPSK nr 2, Poznaii

Wstep: Surwiwina jest bialkiem nalezacym do rodziny biatek
hamujacych apoptoze. Poziom ekspresji surwiwiny wykazuje do-
datnig korelacje z szybka progresja guza oraz z krétkim okresem
przezycia, w zwigzku z powyzszym zostala ona zaproponowana
jako negatywny czynnik prognostyczny dla wielu nowotwordw.
Celem niniejszej pracy byla ocena ekspresji surwiwiny w réznego
typu guzach przysadki i poréwnanie ekspresji w komérkach guzéw
inwazyjnych i nieinwazyjnych oraz w komérkach guzéw z ko-
morkami przysadki prawidlowej. Ponadto sprawdzenie czy sur-
wiwina jest produkowana przez komoérki proliferujace guza przy
uzyciu markera proliferacji PCNA.

Material i metody: Badania przeprowadzono na materiale poopera-
cyjnym gruczolakéw przysadki pobranych od 43 chorych, wéréd
ktorych bylo: 22 guzy somatotropowe, 16 guzéw niewydzielajacych,
4 guzy typu prolactinoma i 1 guz adrenokortykotropowy. Kontrole
stanowity fragmenty przysadek prawidlowych pochodzace zbadan
autopsyjnych. Druga grupe kontrolng — pozytywna, stanowito
RNA wyizolowane z komérek nowotworowych raka szyjki maci-
cy linii HeLa. Ocene ekspresji surwiwiny przeprowadzono me-
todami RT-PCR, qRT-PCR oraz immunohistochemiczng. W celu
oceny proliferacji komoérek guza przysadki testowano obecnosé
PCNA (jadrowego antygenu proliferacyjnego) zaréwno na pozio-
mie mRNA, jak i biatka.

Wyniki: Przeprowadzone badania wykazaty obecno$¢ surwiwiny
w 39 sposréd 43 badanych guzéw przysadki. Zaréwno mRNA, jak
ibiatkowy produkt genu kodujacego surwiwine odnaleziono takze
w przysadce prawidiowej. Poziom ekspresji surwiwiny rejestrowa-
ny za pomoca qRT-PCR réznit sie znamiennie pomiedzy komoérka-
mi guzéw przysadki a komérkami przysadki prawidlowej. W przy-
padku prawidlowej przysadki, relatywna ilos¢ mRNA surwiwiny
byla 6-krotnie nizsza niz ta obserwowana w guzach. Réznica pozio-
mu ekspresji surwiwiny w guzach inwazyjnych i nieinwazyjnych
nie byla istotna statystycznie. Natomiast koekspresja surwiwiny
i markera PCNA byla wyraznie nasilona w przypadku guzéw
inwazyjnych przysadki.

Whioski: Ekspresje surwiwiny obserwowano zaréwno w komérkach
gruczolakéw, jak i w prawidlowych komoérkach przysadek, co
moze sugerowac, ze odgrywa ona wazna funkcje regulatorowa
zaréwno w komérkach prawidlowych, jak i nowotworowych.
Koeskpresja surwiwiny i antygenu proliferacyjnego PCNA
w jadrach komérkowych w guzach przysadki, wyraznie nasilona
w przypadku guzéw inwazyjnych, wydaje sie potwierdza¢ ko-
relacje surwiwny z proliferacja komérkowa. Akumulacja bialka
surwiwiny moze by¢ jednym z czynnikéw odgrywajacych role
w transformacji nowotworowej przysadki.

Expression of survivin and proliferating marker PCNA
in invasive and non-invasive pituitary tumors

Joanna Waligorska-Stachura, Anna Jankowska,

Wiodzimierz Liebert, Jerzy Sowiriski, Ryszard Wasko
Department of Endocrinology, Metabolism and Internal Diseases, Poznaii
University of Medical Sciences, Poznan

Introduction: Survivin is a protein belonging to the family of apo-
ptosis inhibitors. Its expression was found in most of human tu-
mours. Since the level of survivin expression was found to have
a positive correlation with the fast tumour progression and short
survival periods of patients it has been proposed as a negative prog-
nostic factor for many numerous tumours.

The aim of the study was to determine the survivin expression in
different types of pituitary tumours, and the comparison of the
expression in invasive and non-invasive adenomas as well as in
tumours and normal pituitary. Moreover, we planned to determine
if survivin was expressed by proliferating tumour cells.

Material and methods: The research was conducted on postoper-
ative material of pituitary adenoma samples taken from 43 patients
including: 22 somatotropinoma, 16 non-functional adenomas,
4 prolactinoma and 1 adrenocortycotropinoma. A control group
contained fragments of normal pituitary glands taken during au-
topsy. The other control group — the positive one — included RNA
isolated from cervical cancer HeLa cells. The expression of survivin
was assessed with the use of RT-PCR, qRT-PCR and immunobhis-
tochemical methods. To determine the proliferation of pituitary
tumour cells PCNA (prolferating cell nuclear antigen) on the mRNA
and protein level was tested.

Results: We demonstrated the presence of survivin in 39 out of
43 examined pituitary tumours. Both mRNA and a protein prod-
uct of the survivin coding gene were found in the cells of the nor-
mal pituitary. The level of survivin expression recorded with the
use of qRT-PCR considerably differed between the neoplastic cells
of pituitary tumours and the cells of the normal pituitary. In the
case of the normal pituitary gland a relative amount of survivin
mRNA was six times lower compared with the one observed in the
tumours. There was no significant statistic difference between sur-
vivin expression in invasive and no invasive pituitary tumours cells.
Moreover, the co-expression of survivin and PCNA predominated
in invasive tumours cells.

Conclusions: Survivin was found in a few cells of the normal pitu-
itary gland, which may suggest that survivin plays an important
regulatory function in both normal and cancerous cells. The co-
expression of survivin and proliferating cell nuclear antigen (PCNA)
in pituitary tumours, clearly increased in the case of the invasive
tumours, seems to confirm the correlation between survivin and
cell proliferation. The accumulation of survivin protein may be one
of the factors playing a role in the cancerous transformation of pi-
tuitary glands.
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Ocena wplywu walproinianu sodu (VPA)
na aktywnosc szlaku IP,/PKC w komérkach
przedniego plata przysadki samicy szczura in vitro

Elzbieta Wasilewska-Dziubiriska', Alina Gajewska?,
Anna Herman?, Ewa Woliriska-Witort!,

Magdalena Chmielowska', Lidia Martytiska’,
Matgorzata Kalisz ', Kazimierz Kochman®

!Zaktad Neuroendokrynologii Klinicznej CMKP, Warszawa
“Instytut Fizjologii i Zywienia Zwierzqt PAN, Jablonna k/Warszawy

Wstep: VPA —lek przeciwpadaczkowy moze wywolywaé zaburze-
nia w ukladzie rozrodczym u kobiet. Wczesniej wykazaliémy, ze
podawanie i.v. VPA samicom szczura OVX prowadzilo do zmniejszo-
nego uwalniania LH, FSH, PRL i TSH z przysadki in vivo oraz, ze
podanie VPA nie wplywa na podstawowe wydzielanie LH, FSH,
PRLiTSH, natomiast hamowalo stymulowane przez GnRH uwalnia-
nie LH z komoérek przedniego plata przysadki samic szczura in vitro.
Wydaje sie, ze hamowanie stymulowanego przez GnRH wydziela-
nia LH przez VPA moze by¢ zwigzane z wplywem VPA na akty-
wno$¢ szlaku sygnalizacyjnego IP,/PKC w komérkach gonadot-
ropowych.

Celem pracy bylo poréwnanie wplywu VPA i GnRH na steZenie
IP, w komoérkach gonadotropowych in vitro.

Material i metody: Komorki przedniego plata przysadki mézgowej
szczurzyc byly inkubowane wstepnie przez 24 godz. z 1uCi myo-
[2* H]-inozytolu i 30 min z 10 mM LiCl, nastepnie przez 3 godz.
z VPA (1 uM,10 uM),100 nM GnRH oraz facznie VPA i GnRH.
Stezenie IP, oznaczano metoda chromatografii jonowymiennej.
Wyniki: Wykazano, ze synteza IP, w komoérkach traktowanych
przez VPA, GnRH oraz lacznie VPA i GnRH byla znaczaco wyzsza
od syntezy w grupie kontrolnej i poziom syntezy IP, w komérkach
przysadki nie zalezal od dawki VPA.

Whioski: Otrzymane wyniki sugeruja, ze VPA moze stymulowac
aktywnos¢ szlaku IP /PKC w komérkach gonadotropowych, zatem
mechanizm odpowiedzialny za hamujacy wplyw VPA na stymu-
lowane przez GnRH uwalniane LH wymaga dalszych badan.
Praca finansowana w ramach projektéw CMKP nr 501-1-31-58/09
i 501-1-31-45-10.

Evaluation of sodium valproate (VPA) effect
on IP /PKC activity in anterior pituitary cells
of female rats in vitro

Elzbieta Wasilewska-Dziubiriska', Alina Gajewska?,
Anna Herman?, Ewa Woliiska-Witort', Magdalena
Chmielowska®, Lidia Martyriska', Malgorzata Kalisz ",
Kazimierz Kochman?

"Neuroendocrinology Department, Medical Centre of Postgraduate Education,
Warsaw

“The Kielanowski Insitute of Animal Physiology and Nutrition, Polish Academy of
Science, Jablonna n/Warsaw

Introduction: VPA — an antiepileptic drug was shown to affect
the reproductive process in women. In a previous study we found
that VPA administered to OVX female rats resulted in diminished
LH, FSH, PRL and TSH release in vivo but when added to anterior
pituitary cells culture it did not affect these hormones basal release.
In contrast, VPA inhibited GnRH —-induced LH release in vitro which
suggests its effect on IP /PKC signaling in gonadotrope cells.

The aim of this study was to compare GnRH and VPA stimulation
on IP/PKC signaling pathway activity in gonadotrope cells.
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Material and methods: Anterior pituitary cells were preincubated
for 24h with 1uCi myo-[2* H]-inositol and for 30min with 10 mM
LiCl and then for 3 h treated with VPA (1 uM and 10 ©M),100 nM
GnRH or coincubated with VPA+GnRH. Ion exchange chroma-
tography was applied to determine intracellular phosphoinositols
concentration

Results: IP, synthesis was significantly elevated in the cells incu-
bated with VPA, GnRH as well as combined VPA+GnRH treat-
ment. IP, synthesis did not depend on applied VPA concentration.
Conclusions: The obtained results suggest that VPA may stimu-
late IP/PKC pathway activity, therefore, the mechanism responsi-
ble for inhibitory effect of VPA on GnRH-stimulated LH release
requires further investigation.

This study was supported by CMKP grants 501-1-31-58-09 and 501-
-1-31-45-10.

Wplyw leptyny na aktywnos¢ sekrecyjna komérek
przysadki samic szczura — badania in vitro

Ewa Woliriska-Witort, Lidia Martyiiska,

Magdalena Chmielowska, Wojciech Bik,

Malgorzata Kalisz, ElZbieta Wasilewska-Dziubiriska,
Bogustawa Baranowska

Zaktad Neuroendokrynologii Klinicznej, Centrum Medyczne Ksztatcenia
Podyplomowego, Warszawa

Wstep: Leptyna uczestniczy w kontroli podstawowych proceséw
zyciowych zwigzanych z pobieraniem pokarmu, wydatkowaniem
energii oraz rozrodem. Swoje dzialanie moze wywiera¢ na komor-
ki przysadki przez udzial w kontroli syntezy i sekrecji hormonéw
tropowych. Na aktywnos$¢ sekrecyjna tych komérek znaczacy
wplyw ma réwniez estradiol.

Celem pracy bylo zbadanie, czy efekt dzialania leptyny na podsta-
wowa sekrecje LH, FSH, PRL oraz TSH jest zalezny od
zréznicowanej przez estradiol aktywnosci komoérek przysadki
uzytych do hodowli.

Material i metody: Komoérki do hodowli pozyskiwano od owariek-
tomizowanych (OVX) lub owariektomizowanych i nastepnie trak-
towanych estradiolem (OVX/E,) trzymiesiecznych szczurzyc.
Hodowle komérek prowadzono przez 20 godzin w medium
zawierajagcym: 0,1 nM, 1 nM, 10 nM, 100 nM leptyny lub bez lep-
tyny (kontrola).

Wyniki: W hodowli komérek przysadki szczuréw OVX tylko
10 nM leptyny znaczaco stymulowalo uwalnianie hormonéw
tropowych, odpowiednio: LH o0 68%, FSH o0 43%, PRL o0 48% oraz
TSH o0 24% w poréwnaniu z kontrola.

W hodowli komérek przysadki zwierzat OVX+E, 10nM leptyny
stymulowalo uwalnianie badanych hormonéw: LH o 27%, FSH
0 40%, PRL o 58% oraz TSH o 45% w poréwnaniu z kontrola.
Réwniez obecnos¢ nizszych dawek leptyny w medium hodow-
lanym spowodowata uwalnianie: FSH o 48% (1 nM), PRL o 11%
(0,1 nM) oraz 17% (1 nM), TSH o 21% (0,1 nM) oraz 26% (1 nM)
w poréwnaniu z kontrolg.

Whniosek: Uzyskane wyniki sugeruja, ze estradiol modyfikuje
odpowiedz komorek przysadki na dzialanie leptyny.

Badania finansowane przez CMKP grant 501-1-128-33/05.
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The effect of leptin on the secretory activity
of pituitary cells of female rats — in vitro studies

Ewa Woliriska-Witort, Lidia Martyiiska,

Magdalena Chmielowska, Wojciech Bik,

Matgorzata Kalisz, ElZbieta Wasilewska-Dziubiriska,
Bogustawa Baranowska

Department of Neuroendocrinology, Medical Center of Postgraduate Education,
Warszawa

Introduction: Leptin takes part in the control of basal vital pro-
cesses connected with food intake, energy homeostasis and repro-
duction. Itis able to act on the pituitary through the control of syn-
thesis and secretion of trophic hormones. Estradiol also has a sig-
nificant influence on the secretory activity of the pituitary cells.
The aim of this study was to investigate whether the effect of lep-
tin on the basal LH, FSH , PRL and TSH secretion depends on pitu-
itary cells activity modified by estradiol.

Material and methods: The pituitary cells were obtained from ova-
riectomised (OVX) or ovariectomised and then 173-estradiol treat-
ed (OVX+E,) three month old female rats. The cells were cultured
for 20 hours in the medium containing 0,1 nM, 1 nM, 10 nM,
100 nM of leptin or leptin-free (control).

Results: In the culture of the pituitary cells obtained from OVX
rats only 10 nM of leptin significantly stimulated the release of
trophic hormones, respectively: LH by 68%, FSH by 43%, PRL by
48% and TSH by 24% compared to the control.

In the culture of the pituitary cell of OVX+E, rats 10 nM of leptin
caused a significant increase of the investigated hormones release,
respectively: LH by 27%, FSH by 40%, PRL by 58% and TSH by
45% compared to the control. Also the presence of lower doses of
leptin in the medium stimulated the release of FSH by 48% (1 nM),
PRL by 11% (0.1 nM) and by 17% (1 nM), and TSH by 21% (0.1 nM)
and by 26% (1 nM) compared to the control.

Conclusion: The obtained results suggest that estradiol modifies
the response of the pituitary cells to leptin.

The study was supported by CMPK grant 501-1-128-33/05.

Zr6znicowana odpowiedz genu oksytocyny (OXY)
oraz jej receptora w korze i rdzeniu nadnerczy
podczas stresu

Danuta Wroiiska-Fortuna, Konrad Szychowski,

Andrzej Sechman, Matgorzata Blachuta
Katedra Fizjologii i Endokrynologii Zwierzqt, Uniwersytet Rolniczy,
Krakow

Oksytocyna (OXY), neurohormon syntetyzowany przezjadra neu-
rosekrecyjne PVN i SON podwzgorza, ostabia aktywnosc¢ osi pod-
wzgodrze—przysadka-nadnercza, a wiec reakgji stresowej na pozi-
omie mézgowia. Wyniki ostatnich badan in vitro sugeruja lokalng
synteze OXY w rdzeniu nadnerczy, jak réwniez jej hamujacy
wplyw na wydzielanie amin katecholowych oraz kortyzolu.
Celem podjetych badan bylo poréwnanie wplywu pojedynczego
oraz powtarzanego stresu na ekspresje genu OXY oraz jej recepto-
ra (OXTR) w korze i rdzeniu nadnerczy.

Doswiadczenie zostalo wykonane na dojrzalych owcach pod-
danych 1- i 3-krotnej izolacji od stada w odstepach 24 h. Pomiary
ekspresji genu OXY i jej receptora zostaly przeprowadzone me-
toda real-time qPCR. Startery i sondy TagMan MGB dla genu OXY
oraz OXTR zaprojektowano w firmie Applied Biosystems.

Wyniki wykazaly, Ze po pojedynczym stresie ekspresja genu OXY
zmniejszyla sie zarowno w korze jak i rdzeniu, natomiast powta-
rzany stres spowodowal odwrotny efekt w rdzeniu nadnerczy.
Nieoczekiwanie pojedynczy stres przyczynil sie do znacznego
zwiekszenia ekspresji receptora genu OXY w korze oraz istotnego
zmniejszenia w rdzeniu.

Whioski: Wyniki jasno wskazuja na udziat OXY i OXTR w reakgji
nadnerczy na stres. Ekspresja badanych genéw zmniejszyta sie po
wielokrotnym stresie, co moze wskazywac na adaptacje.

Praca finansowana z grantu MNiSW NN311 098834 oraz DS 3243/
/KFEZ.

Differential response of OXY and its receptor gene
expression to stress in the adrenal cortex and medulla

Danuta Wrosiska-Fortuna, Konrad Szychowski,

Andrzej Sechman, Malgorzata Blachuta
Katedra Fizjologii i Endokrynologii Zwierzqt Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie,
Chair of Animal Physiology and Endocrinology, Agriculture University, Krakéw

Itis well known that oxytocin (OXY),a neurohormone synthesized
in PVN and SON nuclei of the hypothalamus decreases hypotha-
lamic-pituitary-adrenal axis activity, therefore stress response at the
brain level. Our previous results of in vitro experiment suggest lo-
cal OXY synthesis in the adrenal gland medulla and also its inhib-
itory influence on catecholamines and cortisol release.

The aim of this study was to compare the effect of single and re-
peated stress on the OXY and its receptor (OXTR) gene expression
in the adrenal cortex and medulla.

The experiment was performed on adult sheep stressed by single
or repeated (3 times every 24h) 60 min of isolation. Adrenals were
divided into medulla and cortex and immediately placed in the
RNAlater. Measurements of the gene expression of OXY and OXTR
were performed using Real-time qPCR method. Starters and Taq-
Man MGB probes were designed by Applied Biosystem.

Single stress decreased the expression of OXY gene in the cortex
and medulla. In contrast, repeated stress caused a reversal effect
on the mRNA amount in medulla. Unexpectedly, single stress
caused differential changes in the expression of OXTR gene — over-
expression in the cortex and down regulation in the medulla.
Conclusions: The results clearly showed the involvement of OXY
and its receptor in the stress response in the adrenal gland. The
expression of both genes was diminished by repeated stress, which
might indicate adaptation state.

Supported by grant NN311 098834 and DS 3243/KFiEZ.

Wspotzaleznos¢ miedzy czynnoscia osi podwzgorze—
—przysadka—nadnercza (HPA) oraz ekspresja
adiponektyny i jej receptoréw (AdipoR1, AdipoR2)

w komérkach kory nadnercza oraz tkanki ttuszczowej

Tomasz Zemleduch, Eukasz Paschke
Studenckie Koto Naukowe, Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii,
Uniwersytet Medyczny im. K. Marcinkowskiego, Poznari

Wstep: Adiponektyna (ADN) jest czynnym peptydem wydzie-
lanym gléwnie przez tkanke tluszczowa i dzialajgcym przez dwa
receptory: AdipoR1i AdipoR2. W wielu tkankach, takich jak serce,
watroba i gonady, opisano wystepowanie miejscowych systeméw
ADN. Postulowany jest potencjalny zwigzek pomiedzy funkcjami
uktadu ADN a osig PPN.
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Celem pracy bylo zbadanie wzorca ekspresji genéw ukladu ADN
w nadnerczu szczura. Zbadano réwniez wplyw zaburzen réwno-
wagi osi HPA na ekspresje ww. genéw w nadnerczu oraz tkance
tluszczowej (podskdrnej i trzewnej).

Material i metody: Za pomoca RT-PCR i immunoblottingu
zbadano ekspresje ADN i jej receptoréw w nadnerczu szczura oraz
izolowanych komérkach kory nadnerczy, a takze w nadnerczach
regenerujacych i rozwojowych. W celu zbadania wplywu adiponek-
tyny na steroidogeneze i proliferacjg komorek kory nadnercza wyko-
rzystano odpowiednia pierwotng hodolwe komérkowa oraz $wiezo
izolowane komoérki. Z uzyciem szczuréw Wistar wykonano badanie
in vivo testujgce wplyw osi PPN na ekspresje ww. genéw.

Wyniki: Adiponektyna i jej receptory ulegaja ekspresji w nadner-
czu szczura oraz izolowanych komoérkach kory nadnercza. Ekspres-
ja ADN jest ograniczona do strefy klebkowatej i ulega stymulacji
w stanach zwiekszonej proliferacji. Stwierdzono znaczaco wieksza
ekspresje AdipoR1 niz AdipoR2 w nadnerczu szczura. Globularna
domena ADN pobudza proliferacje komoérek kory nadnercza i ma
wplyw na ich steroidogeneze. Zaburzenia czynnosci osi HPA
wywoluja istotne zmiany w ekspresji ADN i AdipoR1, AdipoR2
w nadnerczach oraz podskérnej tkance tluszczowej, natomiast nie
w tkance tluszczowej trzewne;j.

Whioski: Geny ukladu ADN ulegaja ekspresji w nadnerczu szczu-
ra oraz komorkach kory nadnercza i ulegaja ontogenetycznej i fiz-
jologicznej regulacji. Zmiany w ekspresji ADN i jej receptoréow
w tkance tluszczowej i nadnerczach wynikajace z zaburzen czyn-
nosci osi HPA moga mie¢ istotne znaczenie fizjo- i patofizjologiczne.

Interrelationship between hypothalamic-pituitary—
—adrenal (HPA) axis functioning and adiponectin
and its receptors (AdipoR1, AdipoR2) expression
in adrenocortical cells and adipose tissue

Tomasz Zemleduch, Eukasz Paschke
Students” Scientific Group, Department of Histology and Embryology, Poznan
University of Medical Sciences, Poznan

Introduction: Adiponectin (ADN) is a regulatory peptide secreted
mostly by adipose tissue and acting via two receptors: AdipoR1
and AdipoR2. Local systems of ADN have already been identified
in numerous tissues including the heart, liver and gonads. Several
authors suggested possible interactions between ADN system and
hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis.

The aim of the study was to investigate the expression pattern of
ADN system genes in the rat adrenal gland. The influence of HPA
axis functional alterations on above-mentioned genes in adrenals
as well as in subcutaneous (SAT) and visceral adipose tissue (VAT)
was also studied.

Material and methods: The expression of ADN and its receptors
was studied in the rat adrenal gland and adrenocorticocytes as well
as in postnatally developing rats and regenerating adrenals by
means of RT-PCR and immunoblotting. Primary adrenocortical cell
culture (PACC) and freshly isolated adrenocortical cells (FIAC) were
employed to test adiponectin influence on steroidogenesis and pro-
liferation rate. In vivo HPA axis functional alteration study was also
performed.

Results: Adiponectin and its receptors are expressed in the rat ad-
renal gland and in isolated adrenocortical cells. ADN expression is
limited to zona glomerulosa cells and is upregulated in states of
active adrenocortical cells proliferation. AdipoR1 is much more
abundantly expressed in adrenal than AdipoR2. Globular domain
of ADN enhanced adrenocortical cells proliferation and influenced
adrenal steroidogenesis. HPA axis alterations produced marked
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changes in the expression of adiponectin and its receptors in
adrenals and SAT, while almost no changes were observed in VAT.
Conclusion: ADN system genes are expressed in the rat adrenal
gland and adrenocorticocytes and are subjected to ontogenetical and
physiological regulation. Changes in ADN and its receptors expres-
sion in adipose tissue and adrenals following HPA axis alterations
may be of important physio- and pathophysiological relevance.

Starzenie a neuroendokrynologia

Stefan Zgliczyriski
Klinika Endokrynologii, Centrum Kliniczne Ksztalcenia Podyplomowego,
Warszawa

Starzenie wigze sie ze zmniejszeniem funkcji neuroendokrynnej
osrodkowego ukladu nerwowego. Laczy sie to z rozwojem sze-
regu chordb zaleznych od wieku. Chociaz proces starzenia nie jest
bezposrednio wywolany zaburzeniami czynnosci neuroendokryn-
nych, to jednak ich wyréwnanie moze mie¢ istotny wplyw na po-
prawe jakosci zycia. W zwigzku z tym duze nadzieje wigze sie
z uzupelnianiem niedoboréw hormonalnych w menopauzie u ko-
biet i zwigzanym z wiekiem hipogonadyzmie mezczyzn. Takze
wyréwnywanie niedoboréw hormonu wzrostu lub tyroksyny
w wieku podeszlym powinno by¢ dyskutowane. Wiele innych
probleméw zwigzanych ze starzeniem pacjentéw moze wigzac sie
z neuroendokrynnym wydzielaniem wazopresyny, oksytocyny,
dopaminy, greliny, leptyny oraz ze zmniejszeniem czynnosci
sprzezen zwrotnych pomiedzy podwzgérzem, przysadka
i gruczolami obwodowymi.

Ageing and neuroendocrinology

Stefan Zgliczytiski
Department of Endocrinology, Medical Center for Postgraduate Education, Warsaw

Ageing results in a decline of neuroendocrine function. It has been
implicated as a potential factor in the development of several age-
related diseases. Also the ageing process itself may not have a neu-
roendocrine basis, identification and correction of the associated
neuroendocrine dysfunction may be important in enhancing the
quality of life. There is much of interest in the preventive and ther-
apeutic potential of hormonal substitution therapy for the age-re-
lated situations such as menopause in women and late onset hy-
pogonadism in men. Also the replacement of growth hormone or
thyroxin in elderly age is discussed. Many other problems encoun-
tered in ageing patients can be related to neuroendocrine secretion
of vasopressin, oxytocin, dopamine, ghrelin, leptin and blunted
function in feedback mechanism between the hypothalamus, the
pituitary and peripheral glands.

Smiertelno$¢ u pacjentéw z chorobami
uktadu podwzgérzowo-przysadkowego

Wojciech Zgliczyriski

Klinika Endokrynologii, Centrum Kliniczne Ksztatcenia Podyplomowego, Warszawa

Z racjonalnego punktu widzenia gléwnym celem leczenia
pacjentéw z chorobami ukladu podwzgérzowo-przysadkowego
(P-P) winno by¢ wydtuzenie im zycia i poprawa jego komfortu.
Zgon z powodu obecnosci nawet duzej masy guza w okolicy
okolosiodlowej nalezy do rzadkosci. Zdarza sie w przypadkach
agresywnego przebiegu zespolu Nelsona badZ najbardziej
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zlodliwych nowotworéw tej okolicy. Coraz rzadziej majg miejsce
zgony z powodu nierozpoznanej wtérnej niedoczynnosci kory
nadnerczy lub powiklan leczenia neurochirurgicznego. Do choréb
ukiadu P-P, ktére najczeéciej mogg prowadzi¢ do $mierci nalezy
zaliczy¢: niedoczynno$¢ przysadki, akromegalie, chorobe Cushin-
ga, craniopharyngioma poddane leczeniu oraz guzy okolicy siodta
tureckiego poddane radioterapii.

Czestos¢ niedoczynnodci przysadki to okolo 450 przypadkéw/milion,
a $miertelnos¢ w tej grupie gtéwnie z przyczyn sercowo-naczynio-
wych zwiegksza sie ponad 2-krotnie w poréwnaniu z populacja
ogoblng. Czestos¢ akromegalii to okolo 60 przypadkéw na milion,
a $miertelno$¢ w tej grupie chorych jest zwiekszona w poréwna-
niu z populacjg og6lna 3-krotnie. Nalezy pamieta¢, ze przebyta ra-
dioterapia dodatkowo zwigksza $miertelnoé¢ u pacjentéw z akro-
megalig. Czesto$¢ choroby Cushinga wynosi okoto 30 przypad-
kéw/milion, a $miertelnos$¢ w tej grupie jest 5-krotnie wieksza niz
w populacji ogdlnej. Przezycie 10-letnie wéréd pacjentéw z cranio-
pharyngioma — najczestszym guzem okolicy podwzgérza siega
100%. Jednak w przypadku podjecia radykalnego leczenia opera-
cyjnego okres 10 lat przezywa jedynie 62% chorych. Gdy zabieg
jest nieradykalny, ale uzupelniony radioterapiag — 10-letnie
przezycie dotyczy 74% pacjentéw, a gdy zastosujemy sama radio-
terapie — przezywa 81% leczonych w ten sposéb. Przyjmuje sie,
ze ogblna Smiertelnos¢ z przyczyn sercowo-naczyniowych chorych
leczonych z powodu craniopharyngioma siega 22%. Wiadomo
réwniez, ze przebyta radioterapia z powodu guza przysadki 4-krot-
nie zwieksza ryzyko zgonu w poréwnaniu z populacjg ogdlna.
Planujac wiec leczenie guza ukladu P-P, nalezy je tak oszacowac,
aby jego skutki nie byly gorsze od samej choroby. W tym celu
nalezy: kierowa¢ na operacje tylko do o$rodkéw referencyjnych,
ograniczy¢ radioterapie, a w przypadkach niedoczynnosci przysa-
dki stosowa¢ odpowiednia substytucje hormonalng.

Mortality in patients with
hypothalamic-pituitary disease

Wojciech Zgliczyriski
Department of Endocrinology, Medical Center for Postgraduate Education, Warsaw

It is reasonable that the main aim of treating the patients with hy-
pothalamic-pituitary disease is to prolong and improve the quality
of their lives.

The presence of even a large parasellar tumor is rarely the immedi-
ate reason of death. It could occur in the cases of aggressive Nel-
son’s syndrome or in the most malignant tumors. Mortality as
a result of undiagnosed secondary adrenal insufficiency or com-
plications following neurosurgical procedures is decreasing. The
increased risk of death is noted in patients with hypopituitarism,
acromegaly, Cushing’s disease, treated for craniopharyngioma and
those after radiotherapy for parasellar tumours. The prevalence of
hypopituitarism is approximately 450 cases per million and these
patients have more than doubled mortality risk comparing to the
general population, predominantly due to cardiovascular
disease.The prevalence of acromegaly is approximately 60 cases per
million and the mortality in this group of patients is increased three-
fold compared to the general population. Radiation treatment fur-
ther increases mortality in acromegaly patients. The prevalence of
Cushing’s disease is approximately 30 cases per million and the
risk of death is increased five times compared to the general popu-
lation. Ten-year survival rates in patients with the most frequent
hypothalamic tumor — craniopharyngioma is almost 100%. Howev-
er, the survival rate of ten years is decreased to 62% in patients treat-

ed with neurosurgery, to 74% when non-radical surgery is accom-
panied by radiotherapy and 81% with radiotherapy alone. Mortali-
ty due to cardiovascular disease in patients treated for craniophar-
yngioma reaches 22%. It is also known that the previous radiothera-
py for pituitary tumors poses a fourfold risk increase of death.
Careful risk-benefit assessment is important when planning the
treatment of hypothalamic-pituitary tumours. The effects of the
treatment cannot be worse than the disease itself. To improve the
outcome, it is necessary to have patients operated by experienced
surgeons in the reference centers, to limit radiotherapy and to man-
age patients with hypopituitarism appropriately.

Stezenie rezystyny i wisfatyny w przysadce
hiperglikemicznych prosiat

Joanna Zubel, Ewa Octodi, Jacek Fedorczak,

Krystyna Pierzchata-Koziec
Katedra Fizjologii i Endokrynologii Zwierzqt, Uniwersytet Rolniczy, Krakdw

Wstep: Regulacja gospodarki weglowodanowej znajduje sie pod
kontrola ukladu nerwowego i endokrynnego. Zaréwno hormony
trzustki, jak i zoladka reguluja przemiany glukozy w licznych
tkankach miedzy innymi w mie$niach, mézgowiu, watrobie czy
tkance tluszczowej. Ostatnio wykazano wplyw dokomorowej iniekcji
rezystyny i wisfatyny (adipocytokiny tkanki tluszczowej) na indukcje
insulinoopornosci. Z drugiej strony zaburzenia w metabolizmie
glukozy moduluja dzialanie centralnego ukladu nerwowego.
Celem pracy byla ocena wplywu indukowanej cukrzycy typu 1
i2 na zmiany stezenia wisfatyny i rezystyny w przysadce prosiat.
Material i metody: Doswiadczenie przeprowadzono na 8-tygod-
niowych prosietach dwéch ras: wrazliwej — Putawska oraz opornej
na syndrom metaboliczny — Polska Biala Zwisloucha (PBZ). Prosie-
ta podzielono na 3 grupy otrzymujace iniekcje: 0,9% NaCl, i.p. (kon-
trola), streptozotocyny 150 mg/kg mc., i.p. (cukrzyca typu 1) oraz
glikokortykoidy 100 ug/kg mc., i.p. (cukrzyca typu 2). Poziom rezy-
styny i wisfatyny w przysadce zwierzat oznaczono przy uzyciu
gotowych zestawow Elisa firmy Phoenix Pharmaceuticals.
Wyniki: Stezenie obu adipocytokin w przysadce zwierzat kontrol-
nych bylo o ponad 100% wyzsze u prosiat rasy Pulawskiej niz
u PBZ (rezystyna 127% i wisfatyna 161%). Cukrzyca typu 11 2
obnizyla koncentracje adipocytokin w przysadce od 10-81%
(P < 0,01). Zaobserwowano silniejsze zmiany poziomu wisfatyny
irezystyny w przysadce prosiagt rasy Pulawskiej z cukrzyca typu 2.
Whioski: Zr6znicowana odpowiedz rezystyny i wisfatyny podczas
hiperglikemii sugeruje zaangazowanie adipocytokin przysadki
w regulacje gospodarki weglowodanowej na poziomie oérod-
kowego ukladu nerwowego.

Grant NCBiR: NR 12 0064 06 oraz Grant MNiSW: NN 311 227 138.

Pituitary resistin and visfatin levels
in the diabetic piglets

Joanna Zubel, Ewa Ocloni, Jacek Fedorczak,

Krystyna Pierzchata-Koziec
Department of Animal Physiology and Endocrinology,
University of Agriculture, Krakéw, Poland

Introduction: Itis known that the regulation of carbohydrates turn-
over is under the nervous and endocrine systems control. Glucose
regulation is an exquisite orchestration of many hormones, both
pancreas and gut, that exert effect on multiple target tissues, such
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as muscles, the brain, the liver and adipocyte. Recently, it was found
that some adipocytokines, mainly resistin and visfatin are involved
in the process of insulin resistance when injected icv. On the other
hand, disturbances of the glucose metabolism affect the central
nervous system.

The study will focus on the effect of diabetes type 1 and 2 (DM 1
and DM 2) on the visfatin and resistin changes within the piglets
pituitary.

Material and method: The experiments were conducted on 8-weeks
old male piglets of two strains — susceptible (Pulawska) and resis-
tant (PBZ) to metabolic syndrome. The piglets were treated with
physiological saline (control group), 150 mg/kg.b.w. of streptozo-
tocin (induction of DM 1), 100 ng/kg b.w. of glucocorticoid (induc-
tion of DM 2).The concentrations of resistin and visfatin in the pi-
tuitaries from all the animals were measured by ELISA method
(Phoenix Pharmaceuticals).

Results: The control level of both adipocytokines in the pituitary
was more than 100% higher in Pulawska than in PBZ piglets (127 %
for resistin and 161% for visfatin). The induction of DM 1 and DM 2
decreased the concentration of adipocytokines by 10-81% (p < 0.01)
in the tested piglets. The changes of visfatin and resistin level were
stronger in DM 2 animals of Pulawska strain.

Conclusions: The differential response of resistin and visfatin to
the hyperglycemia suggested the involvement of pituitary adipo-
cytokines in the regulation of diabetic status in piglets at the cen-
tral nervous system level.

Grant from the NCBiR No: NR 12 0064 06 and Grant from the Min-
istry of Science and Higher Education No. NN 311 227 138.

Pozagenomowy wplyw estradioli na poziom ATP
w komérkach PC12 z supresja izoform plazmatycznej
pompy wapniowej

Ludmita Zyliriska, Bozena Ferenc, Anna Kozaczuk,

Tomasz Boczek
Zaklad Neurochemii Molekularnej, Uniwersytet Medyczny, Lodz

Wstep: Wiadomym jest, ze szybkie, pozagenomowe dzialanie
wywierane przez niektére steroidy odgrywa wazna role w inte-
gracjii przetwarzaniu sygnaléw neuronalnych, za$ jony Ca naleza
do najwazniejszych czasteczek sygnalowych. Z drugiej strony
wykazano, ze estradiol w sposéb pozagenomowy moze modulowaé
poziom wewnatrzkomérkowego Ca**. Plazmatyczna pompa wap-
niowa (PMCA) odpowiada za usuwanie Ca** na zewnatrz komor-
ki, zuzywajac ATP w tym procesie. Enzym jest kodowany przez
cztery geny, zaé w tkance nerwowej wystepuja wszystkie 4 izo-
formy. Nasze wczesniejsze badania wykazaly, ze w komoérkach
PC12 z obnizong ekspresja izoform PMCA2 lub PMCA3, transport
#Ca’" nie ulegal zmianie w obecnosci nieaktywnego transkryp-
cyjnie 17-a-E, natomiast 17-3-E wplywal stymulujaco w zakresie
stezenn od 1 nM do 1 uM.

Materiat i metody: Analizowano powigzania miedzy dzialaniem
estradioliirolg PMCA2 oraz PMCA3 w regulagji cytozolowego Ca?*,
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badajac wpltyw 17-a-E i 17--E (1 nM i 100 nM) na poziom ATP
w komoérkach PC12 z supresjg izoform PMCA.

Wyniki: Oznaczenia wykonane przy uzyciu sondy Fura-2/AM
wykazaty, ze w badanych liniach komérkowych obie formy estra-
dioli odmiennie modulowatly cytozolowe stezenie Ca** oraz jego
zawarto$¢ w magazynach wewnatrzkomérkowych wrazliwych na
tapsygargine. Zmiany te korelowaly ze zmianami stezenia ATP, szc-
zegolnie w linii PC12 z obnizong zawarto$cia PMCA2.

Whioski: Uzyskane wyniki wskazujg, ze estradiol moze regulowac
poziom cytozolowego Ca**, wplywajac na aktywnosé¢ systemu
zuzywajacego ATP, przy czym efektywnosé¢ tej modulacji zalezy
od struktury i stezenia steroidow. Ponadto, izoforma PMCA2 wy-
daje sie by¢ bardziej podatna na regulacje przez estradiol.

Prace realizowane w ramach tematéw 502-16-810 i 503-6086-2 Uni-
wersytetu Medycznego w Lodzi.

Nongenomic effect of estradiols on ATP level in PC12
cells with suppressed isoforms of plasma membrane
calcium pump

Ludmita Zyliﬁsku, Bozena Ferenc, Auna Kozaczuk,

Tomasz Boczek
Department of Molecular Neurochemistry, Medical University, Lodz, Poland

Introduction: It is now well established that short-term actions of
some steroids play an important role in the integration and pro-
cessing of neuronal signals. Among signaling molecules, Ca** ap-
pears to be the most ubiquitous and pluripotent. On the other hand,
estradiol was shown to modulate intracellular Ca** level using fast,
nongenomic mechanisms. Plasma membrane calcium pump
(PMCA) is primarily responsible for removing Ca?* outside the cells,
using ATP for Ca**transport across the membrane. The enzyme is
encoded by four genes, and all 4 isoforms are present in the ner-
vous tissue. Our previous study showed that in PC12 cell line with
suppressed PMCA2 or PMCA3 isoforms #Ca?* transport was not
altered by transcriptionally inactive 17-a-E, but 17--E stimulated
Ca** transport at the concentrations ranging from 1 nM to 1 uM.
Material and methods: To elucidate a possible link between estra-
diols action and the role of PMCA2 and PMCA3 in regulation of
cytosolic Ca** level, we analyzed the effects of 17-a-E and 17-5-E
(at 1 nM and 100 nM) on ATP level in PMCA-reduced PC12 cells.
Results: Fura-2/AM assays revealed that estradiols altered cytoso-
lic Ca** level in a different way, as well as its amount in tapsigar-
gin-sensitive stores in examined cell lines. In addition, these changes
correlated with ATP concentration, particularly in PMCA2-sup-
pressed PCI12 cells.

Conclusions: These findings indicate that estradiols may regulate
cytosolic Ca** level using ATP-driven system and these modula-
tions depend on the structure and steroid concentration. Moreover,
PMCA2 isoform appears to be more vulnerable to estradiol-induced
regulation.

Supported by the grants: 502-16-810 and 503-6086-2 from the Medi-
cal University of Lodz.



