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Biatko wigzace tyroksyne (Thyroxine Binding Globulin)
stanowi gléwne bialko transportujace hormony tarczycy.
Jest glikoproteing o ciezarze czasteczkowym ok. 54 kDa
syntetyzowana w watrobie i zbudowang z 395 amino-
kwaséw. Jest ono kodowane przez gen TBG, zlokali-
zowany na dlugim ramieniu chromosomu X (Xq22.2).
Gen TBG sklada sie z pieciu eksonéw o diugosci 5.5 kpz.
Pierwszy ekson (ekson 0) zawiera krétka niekodujaca
sekwengje.

Zmiany w genie TBG jako wynik réznego typu mutacji
zlokalizowanych w eksonach, rzadziej w promotorze, lub
w intronach, prowadza do powstania r6znych wariantéw
biatka TBG powodujac catkowity lub cze$ciowy niedo-
bér TBG (complete TBG deficiency: TBG-CD; partial TBG
deficiency: TBG-PD), nadmiar TBG (TBG excess: TBG-E)
lub dajac stany przebiegajace z ich prawidlowym steze-
niem w surowicy.

Niedobér TBG wystepuje z czestoscia 1:5000 do 1:15 000
wsrdd rasy kaukaskiej oraz 1:1200 do 1:9000 wsréd japoni-
czykéw. Sposéb dziedziczenia okresla sie jako dominu-
jacy, zwiazany z chromosomem X. Klinicznie choroba
w pelni ujawnia sie u pici meskiej lub kobiet o kariotypie
45,X i charakteryzuje sie u wiekszosci chorych obecnoscia
wola oraz prawidlowa czynnoscia tarczycy. Wyjatkowo
rzadko tarczyca jest prawidlowej wielkosci oraz poja-
wiaja sie objawy hipo- lub hipertyreozy. W surowicy krwi
chorych stwierdza sie obnizenie catkowitych hormonéw
tarczycy, podwyzszong warto$¢ wspolczynnika trijodo-
tyroniny przy prawidlowym stezeniu wolnych hormo-
néw tarczycy i TSH. Podstawa rozpoznania schorzenia
jest znacznie obnizone lub nieoznaczalne stezenie TBG
W surowicy.

Dotad opisano okolo 25 réznego typu mutacji w obrebie
genu TBG prowadzacych do powstania réznych warian-
téw TBG. Sposréd nich kilka prowadzi do calkowitego
niedoboru TBG (TBG-CD). Sg to: TBG-CD5 (Mori et al.,
1990), TBG-CD6 (Li et al., 1991), TBG-CDJ (Japan) (Yama-
mori et al., 1991), TBG-CDY (Yonago) (Ueta et al., 1997),
TBG-CDB (Buffalo) (Carvalho et al., 1998), TBG-CDBe
(Bedouin) (Miura et al.,, 2000), TBG-CDK (Kankakee)
(Carvalho et al., 1998), TBG-CD Jackson (Retrakul et al.,
2002), TBG-CDT1 (Su et al., 2003).
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W trakcie prowadzonych przez nas badari obejmujacych
trzech braci z wrodzonym caltkowitym niedoborem TBG,
a zmierzajacych do okreslenia zmian w obrebie genu TBG
jako przyczyny choroby, znaleziono nowa mutacja del
1711 G prowadzaca do dotad nieopisanego w pismiennic-
twie wariantu biatka TBG (TBG-CDP).

Analizie poddano trzech chorych z catkowitym niedo-
borem TBG, w wieku: 26, 25, 21 lat. U chorych klinicz-
nie stwierdzano eutyreoze oraz wole guzkowe. Badania
dodatkowe wykazaly: prawidlowe stezenie wolnych
hormonéw tarczycy (HT) i TSH oraz obnizone steze-
nie catkowitych HT. Stezenie TBG w surowicy wynosilo
odpowiednio: 0.53mg/L; 0.75mg/L; 0.53mg/L (norma:
13.4-36.6mg/L). Stezenie TBG w surowicy u dwéch zdro-
wych braci byto: 18.1 i 20.7 mg/L, u zdrowego ojca: 13.8
mg/L, natomiast u matki (nosicielki choroby) bylo obni-
zone: 8.63mg/L.

DNA izolowano z leukocytéw krwi obwodowej, ampli-
fikowano cztery eksony oraz sekwencje promotora genu
TBG przy uzyciu reakcji PCR. Produkty PCR o wielkosci
672 pz (zawierajacy ekson 1), 467 pz (zawierajacy ekson
2), 351 pz (zawierajacy ekson 3), 421 pz (zawierajacy
ekson 4) oraz 248 pz (zawierajagcy promotor) poddano
bezposredniemu sekwencjonowaniu enzymatycznemu
przy uzyciu aparatu Abi Prism.

Badania ujawnily delecje pojedynczego nukleotydu
- guaniny G - w pozycji 1711 w kodonie 201 (Asp) eksonu
2 (GAC>AC). Mutacja ta, znaleziona u kazdego z trzech
badanych braci, prowadzi do zmiany ramki odczytu
i przedwczesnej terminacji w kodonie 206 eksonu 2. Jej
obecnos¢ powoduje zmiane 5 aminokwaséw i skréce-
niem biatka TBG do 206 aminokwaséw (AA), w poréw-
naniu do 395 AA prawidlowego bialka. Nie wykazano jej
u zdrowych cztonkéw rodziny.

Stowo kluczowe: biatko TBG, wrodzony defekt TBG, gen
TBG, mutacje
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Thyroxine Binding Globulin (TBG) is the principal trans-
port protein for thyroid hormones. It is a 54-kDa glyco-
protein synthesized in the liver and composed of 395
amino acids. It is encoding by TBG gene located on the
long arm of chromosome X (Xq22.2). TBG gene consists
of five exons spanning 5.5 kbp. The first exon (exon 0) is a
short noncoding sequence.

Changes in the TBG gene result from various type of
mutations located in exons, or rarely in promoter or
noncoding sequence lead do various variants of TBG
which give complete or partial TBG deficiency (TBG-CD,
TBG-PD), TBG excess (TBG-E) or status with normal level
of TBG in serum. j
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TBG deficiency occurs with frequency:1:5000 do 1:15 000
among Caucasian and 1:1200 do 1:9000 among Japane-
se. It is inherited as X-chromosome traits. Clinically TBG
deficiency appears in males or females with karyotype
45,X and it is characterized by the presence of goiter and
euthyreosis. Extremely rarely the thyroid is normal seized
and there are symptoms of hipo- or hyperthyreosis. In
serum there are decreased level of total thyroid hormo-
nes, increased triiodothyronine index, normal level of free
thyroid hormones and TSH. By definition, complete TBG
deficiency is the absence or very low serum TBG concen-
tration.

Until now about 25 various types of mutations in the TBG
gene were described, which lead to various variants of
TBG. Among them few lead to complete TBG deficiency
(TBG-CD). There are the following: TBG-CD5 (Mori et al.,
1990), TBG-CD6 (Li et al., 1991), TBG-CD]J (Japan) (Yama-
mori et al., 1991), TBG-CDY (Yonago) (Ueta et al., 1997),
TBG-CDB (Buffalo) (Carvalho et al., 1998), TBG-CDBe
(Bedouin) (Miura et al.,, 2000), TBG-CDK (Kankakee)
(Carvalho et al., 1998), TBG-CD Jackson (Retrakul et al.,
2002), TBG-CDT1 (Su et al., 2003).

During our studies performed in three brothers with
complete TBG deficiency, that lead to show changes in
the TBG gene as a cause of disease, we have found novel
mutation (del 1711G) which gives novel, which has not
been described yet, TBG variant (TBG-CDP)..

Three male patients aged 26, 25 and 21 with congenital
complete TBG deficiency were analyzed. Clinical exami-
nation showed euthyreosis and nodular goiter. Labo-
ratory analysis presented: normal serum free thyroid
hormones and TSH concentration, and decreased total
thyroid hormones levels. Serum TBG levels were respec-
tively: 0.53mg/L; 0.75mg/L; 0.53mg/L (norm: 13.4-
36.6mg/L). Serum TBG level in two healthy brothers was:
18.1 and 20.7 mg/L, in their healthy father: 13.8 mg/L,
and in their mother (carrier of the disease) was slightly
decreased: 8.63mg/L.

DNA was isolated from leucocytes of the peripheral
blood and then four exons were amplified as well as the
TBG gene promoter using PCR reaction. PCR products of
the magnitude of 672 bp (containing exon 1), 467 bp (con-
taining exon 2), 351 bp (containing exon 3), 421 bp (con-
taining exon 4) and 248 bp (containing promoter sequen-
ce) were sequenced by direct enzymatic method using the
Abi Prism apparatus.

Our studies revealed novel mutation: single nucleotide
deletion — G guanine — in the position 1771, codon 201
(Asp), exon 2 (GAC>AC). This mutation was found in
three studied brothers of Polish origin with congeni-
tal complete TBG deficiency. It leads to a change of the
open reading frame and pre-termination in codon 206. Its
presence causes a change of 5 amino acids and a shorte-
ning of TBG protein to 206 amino acids (AA) compared to
395 AA of normal TBG.

This mutation has not been found in the healthy members
of the studied family.

Key words: TBG, congenital TBG defect, TBG gene,
mutation
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Wstep. Wsréd genéw odpowiedzi immunologicznej,
ktérych udzial w predyspozycji dziedzicznej do choroby
Gravesa-Basedowa (GB) jest udowodniony (HLA-DR3,
CTLA-4), znalazly sie nowe geny kandydackie. Jednym z
nich jest gen CD40 (koduje czasteczke kostymulujaca bioraca
udzial w aktywacji limfocytéw T), jednakze dane z pismien-
nictwa dotyczace CD40 sa sprzeczne. Jednoczesnie pojawily
sie doniesienia wskazujace na role polimorfizmu genu tyre-
oglobuliny w autoimmunologicznych chorobach tarczycy.

Celem pracy bylo zbadanie zwigzku polimorfizmu genu
Tg (ekson 33) i CD40 (pozycja-1) z wystepowaniem
choroby Gravesa-Basedowa.

Material i metody. W grupie GB bylo 194 pacjentéw,
natomiast grupa kontrolna liczyta 198 oséb. Polimor-
fizm genéw badano metodq PCR-RFLP z wykorzysta-
niem enzymu restrykcyjnego Hpy99 I dla Tg i enzymu
Sty I dla CDA40.

Wyniki. Wsréd oséb z GB homozygoty Tg CC stano-
wily 34,9%, homozygoty TT 12,6% a heterozygoty TC
52,5%, natomiast w grupie kontrolnej odpowiednio: CC
34,5%, TT 12,4%, TC 53,1%, przy czym nie obserwowano
zadnych réznic pomiedzy grupami. W przypadku genu
CD40 réwniez nie zaobserwowano znamiennych réznic
w rozkladzie genotypéw pomiedzy grupa oséb chorych
a grupa kontrolng. Wéréd oséb z GB homozygoty CD40
CC stanowily 61,9%, TT - 1,5% a CT - 36,6%, natomiast w
grupie kontrolnej odpowiednio CC 56,6%, TT 6,1% a CT
37,3%. Obecnosé homozygoty CC nie dawala znamiennie
podwyzszonej wartosci ilorazu szans (OR=1,24).

Whioski. Otrzymane wyniki jak dotad nie potwierdzaja
udzialu ani genu CD40, ani tyreoglobuliny w predys-
pozycji dziedzicznej do choroby Gravesa-Basedowa,
jednakze konieczne bedzie sprawdzenie ich interakgji
z innymi genami bioracymi udziat w regulacji odpowie-
dzi immunologicznej.

THYROGLOBULIN AND CD40 GENE
POLYMORPHISMS IN GENETIC
PREDISPOSITION TO GRAVES’ DISEASE
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Introduction. Among the immune regulatory genes,
which contribute to the genetic predisposition to Graves’
disease (GD) (HLA-DR3, CTLA-4), there are some new
candidates, like CD40, which encodes a costimulatory
molecule and participates in T cell activation. The lite-
rature data for its association with GD are contradicto-
ry. Simultaneously, some reports indicate on the role of
thyroglobulin (Tg) gene polymorphism in autoimmune
thyroid disease.

Purpose. The aim of our study was to estimate the asso-
ciation of thyroglobulin (exon 33) and CD40 (position-1)
gene polymorphism with GD.

Material and Methods. Our material consisted of 194
patients with GD and 198 healthy persons. Both poly-
morphisms were analysed by PCR-RFLP with Hpy I (for
thyroglobulin) and Styl (for CD40) enzymes.

Results. Among GD patients there were 34.9% Tg CC
homozygotes, 12.6% TT homozygotes and 52.5% TC hete-
rozygotes. Control group consisted of 34.5% CC homozy-
gotes, 12.4% TT homozygotes and 53.1% TC heterozygotes,
without signifficant difference between groups. For CD40,
genotypes distribution did not differ between Graves’
disease and controls (p=0.34) as well. In Graves’ patiens
there were 61.9% CC homozygotes, 1.5% TT homozygotes
and 36.6% TC heterozygotes, while in the control group we
observed 56.6% CC homozygotes, 6.1% TT homozygotes
and 37.3% TC heterozygots. For the CC homozygotes we
did not observe any significant increase of OR value.

Conclusions. The results obtained until now do not
confirm either CD40 or Tg gene contribution to the
genetic background of Graves’ disease, however, the
examination of their relations with other immune regula-
tory genes is necessary.
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Wstep. Polimorfizm regionu promotorowego genu insu-
linopodobnego czynnika wzrostu 1 (IGF-1) jest w ostat-
nich latach intensywnie badany. Z uwagi na czestos¢
wystepowania zmian nukleotydowych w tym regionie,
szczegblne znaczenie ma poznanie klinicznych aspektéow
zaburzeri molekularnych. W dotychczasowych badaniach
stwierdzono zwiagzek polimorfizmu z predylekcja do
wystepowania niektérych choréb nowotworowych, czy
zaburzeri metabolicznych. Inaktywujace zmiany stwier-
dzano takze u dzieci z niskorostoscig oraz prawidlowymi
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osoczowymi stezeniami hGH i IGF-1. W poprzednich
badaniach oceniliSmy czestos¢ polimorficznych zmian
somatycznych w tkankach 46 chorych poddanych stru-
mektomii na 30,4 %.

Cel. Ocena znaczenia klinicznego germinalnych zmian
nukleotydowych w regionie promotorowym genu IGF-1
u chorych z wolem guzkowym.

Badani. Badana grupa obejmowata 18 chorych w wieku
30-75 lat z obecnoscia zmian ogniskowych w tarczycy.

Metody. DNA izolowano z leukocytéw krwi obwodowej
metoda fenolowa. Po dokonaniu oceny iloSciowej i jako-
Sciowej DNA postuzyt jako matryca do amplifikacji in
vitro wybranego fragmentu regionu promotorowego za
pomoca reakcji laricuchowej polimerazy (PCR). Produkty
PCR analizowano za pomoca elektroforezy w zelu agaro-
zowym i metoda techniki SSCP. Fragmenty wykazujace
réznice w migracji w zelu poddano sekwencjonowaniu
bezposredniemu.

Whniosek. U badanych chorych wystepuja germinalne
zmiany nukleotydowe w regionie promotorowym genu
IGF-1. Polimorfizm wydaje sie by¢ funkcjonalny (inakty-
wujacy) i wplywacd na wielkos¢ tarczycy u dorostych.

ASSESSMENT OF SIGNIFICANCE OF
GERMINAL NUCLEOTIDE CHANGES IN
IGF-1 GENE PROMOTER IN PATIENTS WITH
NODULAR GOITRE
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Introduction. Recently, the IGF-1 gene promoter poly-
morphism is an object of an intensive research. In
the view of the fact of a high frequency of nucleotide
changes in this region, discovering the clinical relevance
of this phenomenon is an important task. The polymor-
phism was reported to be connected with susceptibility
to certain types of cancer or metabolic disorders. Inacti-
vating changes were also found in short-statue children
with normal serum IGF-1 and GH concentrations. In our
previous studies we assessed the frequency of somatic
polymorphic changes in the group of 46 strumectomised
patients to be as high as 30.4%.

Aim. The assessment of significance of germinal nucle-
otide changes in patients with nodular goitre.

Material. The studied group consisted of 18 patients aged
30-75 with nodular lesions in thyroid.

Methods. A genomic DNA was isolated from peripheral
blood leukocytes by phenol extraction. Genomic DNAs
were used for in vitro amplification by polymerase chain
reaction (PCR). All samples were analysed by single strain
conformation polymorphism (SSCP). The fragments of DNA
with altered gel migration pattern were cloned into pGEM
T-Easy Vector System, and then automatically sequenced.

Conclusion. Germinal nucleotide changes occur in
studied group in IGF-1 gene promoter. The polymor-
phism in thought to functional and influence the size of
the thyroid gland in the adult patients.
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Wstep: Jednym z interesujacych kandydatéw w bada-
niach nad podatnoscig genetyczng do rozwoju choroby
Gravesa-Basedowa (ang. Graves’ disease — GD) jest gen
receptora jadrowego witaminy D (ang. vitamin D recep-
tor — VDR), ktéry w odpowiedzi na 1,25(0OH),D, reguluje
transkrypcje genéw docelowych.

Cel pracy: Celem pracy bylo zbadanie zwigzku polimorfi-
zméw genu VDR z podatnoscig na rozwdéj GD w populacji
polskiej oraz ich wplywu na przebieg kliniczny choroby.

Materiat i metody: U 339 chorych z GD i 197 zdrowych
ochotnikéw badano cztery polimorfizmy zamiany poje-
dynczych nukleotydéw w genie VDR: Bsml (zamiana G
na T, G—A), Apal (G—T), Tagl (T—C) i Fokl (C—T) za
pomoca analizy dlugosci fragmentéw restrykcyjnych
(ang. restriction fragment length polymorphism — RFLP).

Wyniki: U chorych z GD stwierdzono zwiekszona
czestosc genotypéw Bsml G/G (45,4% vs. 33,5%, P=0,007,
Odds Ratio=1,65) i FokI C/C (29,9% vs. 18,1%, P=0,003,
OR=1,93) w poréwnaniu z grupg kontrolna, natomiast
rozklad genotypéw polimorfizméw Apal i Taql byt
podobny w obu badanych grupach. Analiza haplotypow
utworzonych z alleli polimorfizméw Bsml, Apal i Tagl
pozwolila zaobserwowac zwigkszong czestos¢ haplotypu
G/G/T (49,0% vs. 35,0%, P=0,005, OR=1.76) w grupie
chorych z GD. Nie stwierdzono natomiast zwigzku
badanych polimorfizméw genu VDR z przebiegiem
Klinicznym GD: wiekiem wystapienia choroby, stop-
niem zaawansowania oftalmopatii, rodzinnym wystepo-
waniem autoimmunologicznych choréb tarczycy, plcia
i paleniem papieroséw.

Whioski: W niniejszej pracy wykazano, iz polimorfizmy
genu VDR sa zwigzane z podatnoscig na rozwéj choroby
Gravesa-Basedowa w populagji polskiej. Nie stwierdzono
jednak ich wplywu na przebieg kliniczny GD.

ASSOCIATION OF THE VITAMIN D
RECEPTOR (VDR) POLYMORPHISMS WITH
GRAVES'’ DISEASE IN POLISH POPULATION

Alina Kurylowicz', Elizabeth Ramos-Lopez?, Klaus
Badenhoop?, Ewa Bar-Andziak’, Janusz Nauman’,
Tomasz Bednarczuk!

! Department of Endocrinology, Medical Research Center, Polish
Academy of Science, Warsaw, Poland

2 Department of Internal Medicine 1, Division of Endocrinology,
University Hospital Frankfurt am Main, Germany

3 Department of Endocrinology, Medical University of Warsaw,
Poland

Introduction: Diverse genes are candidates for suscepti-
bility to Graves” disease (GD), including the vitamin D
receptor (VDR) which regulates transcription of target
genes in response to the active metabolite - 1,25(0OH),D,.

Aim of the study: The purpose of our study was to inve-
stigate the association of the VDR gene single nucleotide
polymorphisms (SNPs) with susceptibility to and the
clinical phenotype of GD in Polish population.

Material and Methods: 339 patients with GD and 197
healthy controls were genotyped for BsmlI (G to T change,
G—A), Apal (G—T), Tagl (T—C) and FokI (C—T) poly-
morphisms in the VDR gene by the polymerase chain
reaction restriction fragment length polymorphism (PCR-
RFLP) method.

Results: In patients with GD, we observed significantly
increased frequency of the Bsml G/G (45.4% vs. 33.5%,
P=0.007; Odds Ratio=1.65) and FokI C/C (29.9% vs. 18.1%,
P=0.003, OR=1.93) genotypes, compared to the healthy
subjects, whereas Apal and Tagl genotypes were equally
distributed in both studied groups. Analysis of haploty-
pes constructed from BsmlI, Apal and -Tagl SNPs revealed
the increased frequency of G/G/T haplotype (49.0% vs.
35.0%, P=0.005; OR=1.76) in patients with GD. No correla-
tion was found between the VDR gene SNPs and the clini-
cal phenotype of GD: age of the disease onset, severity of
eye changes, gender, positive family history or smoking
habits.

Conclusions: Our results suggest that the VDR gene
polymorphisms confer susceptibility to Graves’ disease in
polish population, however they do not seem to be asso-
ciated with the clinical phenotype of GD.
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Celem pracy byla ocena zwigzku obecnosci allelu HLA-
DRB1*03 w kontekscie polimorfizmu genu CTLA-4
(pozycja 49) i TNF (pozycja -308) dla badania interak-
cji pomiedzy tymi genami w zwiazku z wystepowaniem
choroby Gravesa-Basedowa (GB).

Material i metody. DNA pochodzilo od 430 oséb
z chorobg GB i 308 oséb zdrowych (oznaczenia dla 200

0s6b z choroba GB i 200 oséb zdrowych wykonano
w Gliwicach, dla 230 i 108 odpowiednio w Warsza-
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wie). Oznaczanie alleli HLA-DRB1 wykonano technika
PCR-SSO i PCR-SSP, natomiast polimorfizm genu TNF
i CTLA-4 badano technikg PCR/RFLP.

Wyniki. Przy osobnej analizie kazdego z genéw zaob-
serwowano znamienne réznice w czestoSci wystepo-
wania genotypéw DRB1*03, TNF i CTLA-4 u oséb
chorych w stosunku do zdrowych, co potwierdzito ich
znany zwigzek z choroba GB, najsilniejszy dla DRB1*03
(OR=3,06). Wspotwystepowanie rzadkich alleli DRB1*03,
TNF A i CTLA-4 G bylo zwigzane ze wzrostem wartosci
OR do 3,67. Analiza stratyfikacyjna nie wykazata osob-
nego wpltywu polimorfizmu genu TNF, oprécz wpltywu
wynikajacego ze sprzezenia z DRB1*03, a udzial genu
CTLA-4 w predyspozycji dziedzicznej do choroby byt
niezalezny od DRB1*03. Wieloczynnikowa regresja logi-
styczna wykazala, Ze interakcja wszystkich trzech genéow
powoduje najsilniejszy wzrost wzglednego ryzyka zacho-
rowania (15-krotny), obok niezaleznego efektu DRB1*03.
Niezalezny efekt CTLA-4 jest znacznie slabszy, cho¢ tez
zZnamienny.

Whnioski. Wykonana analiza wskazuje na wspétdzialanie
genéw DRB1*03 i CTLA-4 w predyspozycji dziedzicznej
do choroby Gravesa-Basedowa, w ktérej istotne znacze-
nie dodatkowe ma polimorfizm (-308) TNEF.

Praca finansowana przez grant KBN nr 4 P05B 069 19 i 3
P05 D 148 22

PREDISPOSITION TO GRAVES’ DISEASE
- INTERACTION OF HLA II CLASS DRB1*03
ALLELE WITH CTLA-4 AND TNF GENES

Dorota Kula, “Tomasz Bednarczuk, 'Beata Jurecka-

Lubieniecka, 'Kornelia Hasse-Lazar, 'Aleksandra

Krawczyk, 'Sylwia Szpak, "Tomasz Stechty,

’Michat Jarzgb, *Katarzyna Steinhof-Radwairiska,

Matgorzata Kowalska, 'Agnieszka Pawlaczek,

3Beata Hejduk, 'Elzbieta Gubata, Jadwiga Zebracka,

‘Alina Kurytowicz, ’Ewa Bar-Andziak, ‘Janusz

Nauman, ‘Barbara Jarzgb

! Department of Nuclear Medicine and Endocrine Oncology,

2 Department of Tumor Biology,

3 Department of Radiology, Center of Oncology, Maria
Sklodowska-Curie Memorial Institute, Gliwice, Poland

* Department of Endocrinology, Medical Research Center, Polish
Academy of Science, Warsaw, Poland

5 Department of Endocrinology, Medical University in Warsaw,
Poland

The purpose of the study was to estimate the association
between the presence of HLA-DRB1*03, CTLA-4 (position
49), TNF (position —308) gene polymorphism and Graves’
disease (GD). We investigated also interactions between
simultaneous occurrence of rare alleles of all the analyzed
genes and their influence on GD risk.

Material and Methods. GD group consisted of 430
patients compared to 308 healthy persons, all genotyped
for HLA-DRB1 (PCR-SSP and PCR-SSO), CTLA-4 and
TNF polymorphism (PCR-RFLP) (200 GD patients and
200 healthy persons were examined in Gliwice, 230 and
108 respectively in Warsaw).

Results. Significant differences were stated in the genoty-
pes distribution for DRB1*03, CTLA-4 and TNF between
GD and controls. OR values for all investigated genes
were significantly increased, with the highest value for
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DRB1*03 (3.06). The simultaneous presence of DRB1*03,
CTLA-4 G and TNF A increased the OR to 3.67. Next, the
contribution of each of them was analysed, first by the
stratification analysis, which did not indicate any inde-
pendent influence of TNF gene on GD besides the linkage
disequilibrium with DRB1*03. The effect of CTLA-4 did
not depend on DRB1*03 presence, thus, both genes were
considered as additive. When the multiple logistic regres-
sion was performed, it revealed, that the highest rela-
tive risk was observed for the DRB1*03 — CTLA-4 -TNF
interaction. The independent effect of DRB1*03 was also
very distinct, while the effect of CTLA-4 alone was rather
small, although significant. The interaction between these
both genes without TNF contributed to a much lesser
extent to the observed GD occurrence.

Conclusions. DRB1*03 and CTLA-4 contribute to Graves’
disease in a cooperative manner and this effect is streng-
thened by the presence of TNF (-308) polymorphism.

The project was supported by Polish State Committee for
Scientific Research, 4 PO5B 069 19 and 3 P05 D 148 22
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Wstep: Spadek ekspresji gendéw, kodujacych biatka
blonowe biorace udziat w transporcie jonéw jodkowych:
NIS, PDS i AIT moze prowadzi¢ do zmniejszenia jodo-
chwytnosci obserwowanej w raku tarczycy.

Celem pracy byla analiza poziomu ekspresji genéw NIS,
PDS i AIT w rakach brodawkowatych tarczycy (PTC)
przy pomocy reakcji Q-PCR w czasie rzeczywistym.

Material i metody: Material do badan stanowil catkowity
RNA wyizolowany z 58 tkanek raka tarczycy i odpowia-
dajacych im tkanek zdrowych oraz z 41 przerzutowych
wezléw chlonnych. 0,5 ug catkowitego RNA wykorzysty-
wano w reakcji odwrotnej transkrypcji. Geny NIS i PDS
byly amplifikowane we wspdlnej mieszaninie reakcyjnej
z genem odniesienia (GUS), natomiast gen AIT i GUS byly
namnazane w oddzielnych reakcjach.

Wyniki: We wszystkich analizowanych tkankach, jak i w
materiale z biopsji, transkrypt dla genu GUS byl obecny,
a jego poziom byt stabilny. W kontrolnych tkankach
prawidlowej tarczycy srednia wartos¢ ekspresji wynosi-
ta: 0,5 dla NIS, 1,14 dla PDS i 0,78 dla AIT w jednostkach
arbitralnych, podczas gdy w tkankach guza: 0,008, 0,13,
0,07 odpowiednio dla NIS, PDS, AIT. W tkankach guza
zaobserwowalismy korelacje pomiedzy ekspresja wszyst-
kich trzech genéw i byla ona najbardziej wyrazna pomie-
dzy genami PDS i AIT. Korelacje tych dwéch genow
zaobserwowaliSmy réwniez w tkankach prawidlowych,
w ktérych brak bylo takiej zaleznosci pomiedzy ekspre-
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sja NIS a PDS i AIT. W przerzutowych weztach chlon-
nych obnizenie ekspresji genéw PDS i AIT bylo bardziej
wyrazne niz w guzach (0,008 i 0,007). Ekspresja genu
NIS réwniez byla niska, ale jej wartos$¢ nie réznila sie od
wartosci w guzach tarczycy.

Whioski: Ekspresja genéw kodujacych NIS, pendryne
i AIT ulega w znacznym stopniu obnizeniu w rakach
brodawkowatych tarczycy oraz w przerzutowych
wezlach chlonnych. Regulacja transkrypcji jest podobna
dla genéw PDS i AIT, natomiast rézni sie dla genu NIS.

EXPRESSION OF GENES NIS, PDS AND AIT IN
PAPILLARY THYROID CARCINOMAS AND
LYMPH NODE METASTASES

Malgorzata Wiench', Malgorzata Kowalska’,
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Introduction: Altered expression of genes coding
membrane transporters which take part in the iodide
transport: NIS, PDS and AIT, may be an important factor
leading to the reduced ™'I accumulation in most thyroid
cancers.

The aim of the study was to investigate the NIS, PDS and
AIT genes expression in papillary thyroid carcinomas by
means of real-time Q-PCR.

Material and methods: Total RNA was isolated from 58
paired normal and PTC samples and 41 samples of lymph
node metastases. 0,5 pg total RNA was taken to the
reverse transcription reaction. Both NIS and PDS mRNA
were amplified in multiplex reaction with GUS mRNA as
a control. AIT and GUS genes were amplified in a single
reaction.

Results: All the investigated tissues as well as fine needle
biopsy specimens displayed GUS transcript. Its expres-
sion was stable in all tissues. In control thyroid tissues the
median values were: 0.5 for NIS, 1.14 for PDS and 0.78 for
AIT, whereas in papillary thyroid carcinomas: 0.008, 0.13,
0.07 for NIS, PDS and AIT, respectively. In tumor tissues
NIS, PDS and AIT expression correlated with each other,
the most prominent correlation was between PDS and
AIT. The co-expression of this two genes was also evident
in normal tissues. Simultaneously, in normal samples
there was no correlation between NIS and both PDS and
AIT expression. The down-regulation of PDS and AIT was
more distinct in lymph node metastases than in tumor
tissues and the median expression values were 0.008 and
0.007. The expression of NIS was very low but its median
value did not differ from that in primary tissues.

Discussion: The expression of NIS, PDS and AIT genes
is distinctly down-regulated in papillary thyroid carci-
nomas and lymph for node metastases. Transcriptional
control seems to be similar for PDS and AIT but different
in NIS gene.
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Wstep: Statystyczna selekcja duzej liczby genéw otrzy-
manych przy uzyciu mikromacierzy DNA jest obar-
czona duza niedokladnoscig oszacowania, ktérg okresla
sie poprzez ryzyko wyniku falszywie dodatniego (FDR).
Dopiero poréwnanie wynikéw dla danych publikowa-
nych przez wiele grup pozwala na wyselekcjonowanie
wysoce wiarygodnych markeréw molekularnych i reduk-
¢je ryzyka wynikéw falszywie dodatnich. Ze wzgledu na
duza liczbe poréwnywanych genéw, konieczne jest zasto-
sowanie metod bioinformatycznych do tego celu.

Cel: Celem niniejszej pracy bylo dokonanie metaanalizy
danych dotyczacych transkryptomu raka brodawkowa-
tego tarczycy i poréwnanie ich z wlasnymi wynikami.

Material i metody: Analize przeprowadzono na danych
dotyczacych profilu ekspresji 50tkanek — rakéw tarczycy
i tkanek normalnych (Jarzab i wsp., Cancer Res. 2005,
mikromacierz HG U-133A dostepne pod adresem
www.genomika.pl/thyroidcancer), przez ich poréwna-
nie do list genéw pochodzacych z badan publikowanych
przez 14 grup zajmujacych sie genomika funkcjonalng
nowotworéw tarczycy. Geny z innych publikagji identy-
fikowano za pomoca bazy NetAffx, analize przeprowa-
dzono za pomoca oprogramowania GeneSpring 7.2.
Wyniki: W danych pochodzacych z 14 innych grup badaw-
czych (17 publikacji) wymieniono 1494 geny. Po poréwna-
niu 16 tkanek raka brodawkowatego i 16 tkanek normal-
nej tarczycy (nasz zbidr uczacy) 3135 transkryptéw wyka-
zalo istotna statystycznie réznice w ekspresji. Kiedy podjeto
analize dla danych pochodzacych z metaanalizy, zidenty-
fikowano 590 genéw o FDR <5%, z ktérych 72 nie zostaty
zidentyfikowane w naszej wyjsciowej grupie. 518 genéw,
potwierdzonych dzieki obydwu podejsciom, moze stano-
wic grupe wysoce przydatnych markeré6w molekularnych.
Whnioski: W raku brodawkowatym tarczycy metoda
mikromacierzy mozna zidentyfikowa¢ silne i wiarygodne
markery molekularne. Najlepszy potencjal réznicujacy
miedzy guzem a tkanka zdrowa maja geny: FN1, DPP4,
MET, CDH3, LGALS3.

Projekt finansowany przez Ministerstwo Nauki
i Informatyzacji: PBZ-KBN-040/P04/2001

EXPRESSION PROFILE IN PAPILLARY
THYROID CANCER BY DNA MICROARRAY
METHOD: META-ANALYSIS
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Introduction: Statistical selection of large number of genes
obtained from DNA oligonucleotide microarray analysis is
burdened with false estimation. It is usually estimated as
False Discovery Rate (FDR). The comparison of own results
with data published by different groups justifies the selec-
tion of reliable molecular markers and reduces the risk of
false-positives, however, at the large numbers of genes to
be compared, requires bioinformatical tools.

Aim of study: The aim of our study was to perform the
meta-analysis of functional genomics studies in papillary
thyroid cancer and to compare them with our own results.

Material and methods: The analysis was conducted on
the microarray dataset of gene expression in 50 papil-
lary thyroid cancer and normal thyroid tissues (Jarzab et
al., Cancer Res. 2005, HG U133A micorarray, available at
www.genomika.pl/thyroidcancer), by their comparison to
the list of genes obtained from the studies published by 14
other groups, related to papillary thyroid cancer. Genes from
different publications were identified by NetAffx database,
the statistical analysis was conducted by GeneSpring 7.2.

Results: In the datasets from 14 studies (in total 17
papers) 1494 genes were mentioned. When we compared
16 tumor and 16 normal tissues (our initial set) we found
3135 transcripts significantly different between both
classes. When we performed this comparison on genes
obtained by the meta-analysis, we identified 590 genes
with FDR <5%. 72 of these genes were not significant in
our initial analysis. 518 genes selected by both approaches
may constitute useful molecular markers in PTC.

Conclusions: In papillary thyroid cancer we can reveal
some strong molecular markers, which are appearing in
many datasets, among them FN1, DPP4, MET, CDH3,
LGALS3.

Project funded by Ministry of Science and Information
Society Technologies: PBZ-KBN-040/P04/2001
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Celem pracy bylo opracowanie standardowego lecze-
nia cigzkiej oftalmopatii Graves’a.Oceniano skutecznosé
i tolerancje 3 etapowego leczenia- kortykoterapia (I),
radioterapia (II) i leczenie operacyjne (III) u 1050 chorych
w wieku 20-73 lat, srednio 51,2+ 12,1 zaliczonych do klas
od 3c do 6 wg. Amerykariskiego Towarzystwa Tyreolo-
gicznego. Wyniki leczenia oceniano w oparciu o wskaz-
nik oftalmopatii. I etap leczenia fazy aktywnej u 966 bada-
nych polegat na podaniu prednisonu doustnie w dawce
wstepnej 60-100mg/d. W 36 przypadkach cigezkiej neuro-
patii n.wzrokowego podawanol000mg methypredniso-
lonu dozylnie przez 7 dni, a nastepnie prednison doust-
nie. U 331chorych kortykoterapie zakoriczono po 20 tyg.
IT etap leczenia fazy aktywnej polegal na megawoltazo-
wej radioterapii oczodotéw w dawce 20Gy zastosowa-
nej u 564 chorych. Leczenie wdrazano po 4 tyg kortyko-
terapii i kojarzono z kortykoterapia trwajaca lacznie 12
tyg. Il etap-dekompresje chirurgiczng oczodotéw prze-
prowadzono u 49 chorych. W fazie nieaktywnej choroby
u 86 chorych wykonano rehabilitacyjne operacje miesni
okoruchowych. Kortykoterapia prowadzita do wybitnej
poprawy z obnizeniem wskaznika oftalmopatii z 7,4 do
4,4 (p<0,01) ze szczegélnym wplywem na tkanki miekkie
i nerw wzrokowy (poprawa u 80% i 81% leczonych).
Nawroty fazy aktywnej dotyczyly 54% chorych w czasie
12 miesiecy od przebytego leczenia.Objawy uboczne
wystapily u 42% badanych w czasie pierwszej kortyko-
terapii i u 59% podczas powtarzanej terapii, wéréd nich
najczesciej cukrzyca (13% leczonych). Kortykoterapia
(I etap) polaczona z radioterapig (II etap) okazala sie
najbardziej skuteczng metoda zachowawczego lecze-
nia. Prowadzila do wczesnej poprawy poréwnywalnej
z kortykoterapia, co wyrazalo sie obnizeniem wskaz-
nika oftalmopatii z 8,0 do 4,7 (p<0,01). Odsetek nawrotéw
fazy aktywnej ograniczyt sie do 15%. Leczenie skojarzone
umozliwilo skrécenie czasu trwania kortykoterapii o 30%
i zmniejszenia catkowitej dawki kortykoidéw o 50%.
Weczesne objawy popromienne ze strony tkanek miekkich
oczu wystapily u 15% leczonych. Chirurgiczna dekom-
presja oczodoléw prowadzita do istotnej poprawy z obni-
zeniem wskaznika oftalmopatii z 9,2 do 54 (p<0,01).
Szczegblny wplyw dotyczyl proptozy, uszkodzenia
rogéwki i nerwu wzrokowego (poprawa u odpowied-
nio 100%, 100% i 80%leczonych). Powiklaniem leczenia
bylo nasilenie lub pojawienie si¢ podwdéjnego widzenia
u 21% leczonych. Operacje mieéni okoruchowych dopro-
wadzily u 80% leczonych do ustapienia podwdjnego
widzenia przy patrzeniu na wprost i ku dotowi. Wobec
braku skutecznej pojedyriczej metody leczenia cigezkich
zmian ocznych w chorobie Graves’a, wprowadzenie stan-
dardowego 3- etapowego sposobu postepowania umoz-
liwilo uzyskanie poprawy lub wyleczenia u wszystkich
1050 chorych, sposréd ktérych 29 niewidomych odzy-
skato zdolnos¢ widzenia.

CORTICOTHERAPY, RADIOTHERAPY AND
SURGERY- THREE STAGES OF STANDARD
THERAPY FOR 1050 PATIENTS WITH SEVERE
GRAVES’ OPHTHALMOPATHY





