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Material and methods: patients were recruited to the
following groups: 1. asthmatic patients — no 85; divided
into the following subgroups: group DS — patients treated
with oral steroids — 38, 27 women and 11 men, (47.8+10.7
years, 74+13.8 kg), group WS — patients treated with
inhaled steroids — 34, 29 women and 5 men, (45.4+11.0
years, 73.7+13.9 kg), group NS — patients treated with
other drugs than glucocorticoids — 13, 9 women and 4
men, (38.8+15.1 years, 66.7+17.9 kg), 2. control group - 31
healthy volunteers, 17 women and 14 men (39.8+9.8 years,
75.1+16.1 kg). Serum levels of PTH, VD3, osteocalcin,
ICTP, Ca and phosphates were measured. VDR gene
genotypes were determined using PCR-RFLP method.
BMD was measured using DXA method.

Results: Genotype ff was found in 3.9%, FF in 41.2%, and
fF in 54.9%. Allelic frequency for allele F was 68.6%, and
f — 31.4%. There was no significant differences regarding
BMD, biochemical and hormonal parameters between
any of genotypes.

Conclusions: the data suggest that the VDR genotypes do
not seem to be useful for identifying patients at greater
risk of glucocorticoid-induced osteoporosis, however it
awaits to be confirmed by a population-based study.
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Wolne rodniki, ktére odgrywajg istotng role w metaboli-
zmie hormonéw tarczycy, produkowane sa w nadmiarze,
mogga stac sie przyczyna uszkodzenia gruczotu tarczowego.

Celem badan byla ocena proceséw oksydacyjnych
u pacjentéw z rozpoznanym autoimmunologicznym
zapaleniem tarczycy przebiegajacym z niedoczynnoscia
gruczotu.

Material i Metody: Do badania zakwalifikowano 57
pacjentéw: 23 w stanie klinicznej i hormonalnej eutyreozy
(Grupa I - kontrolna) oraz 34 z autoimmunologicznym
zapaleniem tarczycy w stanie niedoczynnosci (Grupa II).
W surowicy krwi oceniano peroksydacje lipidéw (LPO),
calkowita pule antyoksydacyjng (TRAP), aktywnosé
enzyméw antyoksydacyjnych i stezenia endogennych
antyoksydantéw.
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Wyniki: Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic
ani w LPO, ani w TRAP u pacjentéw z niedoczynnoscia
tarczycy w poréwnaniu z pacjentami w stanie klinicz-
nej i hormonalnej eutyreozy. Nie wykazano takze ré6znic
w aktywnosciach osoczowych enzymoéw: peroksydazy
glutationu, dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy oraz
w stezeniach kwasu moczowego i witaminy E. U pacjen-
tow z niedoczynnoscia tarczycy stwierdzono znamien-
nie nizsza aktywnos¢ peroksydazy glutationu w erytro-
cytach. Chociaz badane parametry peroksydacji lipidéow
i puli antyoksydacyjnej u pacjentéw z niedoczynnoscia
tarczycy miescily sie w zakresie normy, stwierdzono silng
dodatnia korelacje miedzy TSH a peroksydacja lipidow
oraz ujemna korelacje pomiedzy catkowita pula antyok-
sydacyjna a mianem przeciwciat anty-TPO.

Whniosek: Uzyskane wyniki sugerujq udzial proceséow
oksydacyjnych w patogenezie niedoczynnosci tarczycy.

EVALUATION OF OXIDATIVE PROCESSES IN
PATIENTS WITH HYPOTHYROIDISM
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Free radicals, which play a significant role in thyroid
hormone metabolism, when produced in excess, may
lead to thyroid injury.

Goal of the study was an evaluation of oxidative proc-
esses in patients with diagnosed hypothyroidism in the
course of autoimmune thyroiditis.

Material and Methods: fifty-seven (57) patients were
qualified into the study: 23 in clinical and hormonal
euthyroidism (Group I - control) and 34 with hypothy-
roidism in the course of autoimmune thyroiditis (Group
II). Lipid peroxidation (LPO), the total antioxidative
status (TRAP), antioxidative enzyme activities and
concentrations of endogenous antioxidants were meas-
ured in blood serum.

Results: No statistically significant differences were found,
either in LPO or in TRAP, in the patients with hypothy-
roidism in comparison with the patients in clinical and
hormonal euthyroidism. Neither were there any differ-
ences in plasma activities of the enzymes: glutathione
peroxidase, superoxide dismutase, catalase, and in the
concentrations of uric acid and vitamin E. In the patients
with hypothyroidism, significantly lower activities of
glutathione peroxidase were observed in erythrocytes.
Although the studied parameters of lipids and of the anti-
oxidative status in the patients with hypothyroidism were
within normal values, a strong positive correlation was
found between TSH and lipid peroxidation, while a nega-
tive correlation was found between the total antioxidative
status and the titre of the anti-TPO antibodies.

Conclusion: The presented results may suggest a partici-
pation of oxidative processes in the pathogenesis of
hypothyroidism.
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Melatonina (MEL), hormon szyszynki, jest zwigzkiem
o udowodnionych wlasciwosciach antyoksydacyjnych.
Moze ona dziala¢ bezposrednio, neutralizujac rodnik
hydroksylowy, anionorodnik ponadtlenkowy, tlenek
azotu, nadtlenoazotyn oraz tlen singletowy, lub posred-
nio - stymulujac aktywnosé wielu enzyméw antyoksyda-
cyjnych. Wykazano ze poza MEL wiasciwosci antyoksy-
dacyjne moga wykazywac takze inne zwiazki indolowe,
w tym jej prekursor — N-acetyloserotonina (NAC-5HT).

Celem pracy bylo poréwnanie potencjalu antyoksyda-
cyjnego trzech zwigzkéw o budowie indolowej: MEL,
NAC-5HT oraz 6-metoksytryptaminy (6-MTX) w modelu
stresu oksydacyjnego indukowanego lipopolisacharydem
in vitro.

Materiat i Metody: W badaniach wykorzystano homoge-
naty watroby, nerek i mézgu szczuréw szczepu Wistar.
Do stymulacji peroksydagji lipidéw uzyto bakteryjnego
lipopolisacharydu (LPS) uzyskanego z Gram (-) bakterii
Escherichia coli w stezeniu 0,4 mg/ml. MEL, NAC-5HT
i 6-MTX zastosowano w stezeniach: 0,01; 0,1; 0,5; 1,0; 2,5;
5,0 mM. Peroksydacje lipidéw oceniano poprzez pomiar
stezeri dialdehydu malonowego (MDA) oraz 4-hydrok-
synonenalu (4-HDA) przy uzyciu zestawu Bioxytech
LPO-586 kit.

Wyniki i Wniosek: Wszystkie badane zwiazki indolowe
zmniejszyly indukowana lipopolisacharydem perok-
sydacje lipidéw w homogenatach badanych narzadéw
w spos6b zalezny od zastosowanego stezenia. W poréw-
naniu z MEL oba badane zwiazki - NAC-5HT i 6-MTX
charakteryzowaly si¢ wigkszym potencjalem antyoksy-
dacyjnym.

PROTECTIVE EFFECT OF INDOLE
COMPOUNDS ON LIPOPOLYSACCHARIDE-
INDUCED LIPID PEROXIDATION IN IN
VITRO CONDITIONS

Sewerynek Ewa'?, Stuss Michat', Oszczygiel
Katarzyna®, Kutak Jolanta? Lewiriski Andrzej
! Department of Bone Metabolism

2 Chair and Clinic of Endocrinology and Metabolic Diseases,
Medical University in E6dZ

Melatonin (MEL), a pineal hormone, is a compound of
proven antioxidative features. It may act directly, neutrali-
sing hydroxyl radical, superoxide anion radical, nitric oxide,
peroxynitrite, and singlet oxygen, or indirectly stimulating
the activities of many antioxidative enzymes. It has been
demonstrated that, beside MEL, antioxidative properties
may also be indicated by other indole compounds, inclu-
ding its precursor — N-acetylserotonin (NAC-5HT).

Goal of the study was a comparison of the antioxidative
potentials of three compounds with indole structure: MEL,
NAC-5HT and of 6-metoxytryptamine (6-MTX) in a model
of oxidative stress induced by lipopolysaccharide in vitro.

Material and Methods: Liver, kidney and brain homo-
genates of Wistar rats were used in the study. A bacte-
rial lipopolysaccharide (LPS), obtained from Escherichia
coli (Gram (-) bacteria) in concentration of 0.4 mg/ml
was used for the stimulation of lipid peroxidation. Mela-
tonin, NAC-5HT and 6-MTX were used in the following
concentrations: 0.01; 0.1; 0.5; 1.0; 2.5; 5.0 mM. Lipid pero-
xidation was evaluated by measurements of malondial-
dehyde + 4-hydroxynonenal levels by means of a Bioxy-
tech LPO-586 kit.

Results and Conclusion: All the studied indole compo-
unds decreased the lipopolysaccharide-induced lipid
peroxidation in homogenates of three examined organs in
a concentration-dependent manner. In comparison with
MEL, both studied compounds: NAC-5HT and 6-MTX,
were characterized by a higher antioxidative potential.
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WYNIKI BADAN KLINICZNYCH

I MOLEKULARNYCH W GRUPIE 15
PACJENTOW Z ZESPOLEM NOONAN
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Tadeusz Mazurczak
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Cel pracy: Zespét Noonan (NS, OMIM 163950) jest
chorobg genetycznie uwarunkowang o autosomalnym
dominujacym toku dziedziczenia. Przyczyng zespolu sa
mutacje w genie PTPN11 (chromosom 12q24.1).

Celem pracy jest ocena czestosci wystepowania mutacji
u pacjentéw z klinicznym rozpoznaniem NS oraz podje-
cie préby korelacji genotypowo-fenotypowej w zweryfi-
kowanych molekularnie przypadkach choroby.

Materiat i metody: Do badari molekularnych wyselekcjo-
nowano grupe 15 pacjentéw z rozpoznaniem klinicznym
NS. Zastosowano nastepujace kryteria wlaczenia: charak-
terystyczne cechy dysmorfii, niskorostosé, wrodzona
wada serca, deformacje klatki piersiowej, pletwistosc szyi
oraz wnetrostwo. Analiza cech klinicznych uwzgledniata:
dane dotyczace rozwoju pre- i postnatalnego, stwierdzone
cechy dysmorficzne, oraz wady wrodzone z uwzglednie-
niem wynikéw analizy rodowodowej probanda. W celu
okreslenia typu mutacji wykonywano sekwencjonowanie
eksonéw 2-15 genu PTPN11.

Wyniki: Wéréd najczesciej wystepujacych objawéw NS
stwierdzono: typowe dla zespotu cechy dysmorfii twarzy,
w tym hiperteloryzm (100%), nisko osadzone malzowiny
uszne (79%), krétka, szeroka szyje (93%)), a takze wady
serca (93%), niskorostosé (79%) oraz deformacje klatki
piersiowej (57%). Obecno$é mutacji w genie PTPN11
stwierdzono u 4 sposréd 15 badanych chorych. W jednym
przypadku mutacja zostata odziedziczona po matce, ktéra
wykazywala dyskretne cechy NS. Jedna z rozpoznanych
mutacji ¢.846C>G w eksonie 7 nie byla dotychczas opisy-
wana, pozostale dwie — ¢.188A>G (ekson 3) i c.1510A>G
ekson 13 (przypadek rodzinny) byly juz opisywane.
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U wszystkich chorych, nosicieli mutacji w genie PTPN11
stwierdzano typowe dla NS objawy takie jak: niskoro-
stoéé, wada wrodzona serca, szeroko rozstawione sutki,
pletwistosc szyi oraz pogrubialy obrabek ucha. Zwezenie
zastawki tetnicy plucnej, opisywanej jako typowa dla NS
wade serca, stwierdzono tylko w jednym przypadku.
Whnioski: Wyniki badann umozliwily —molekularne
potwierdzenie klinicznego rozpoznania NS u 4 sposréd
15 pacjentéw. Zmiennos¢ obrazu klinicznego oraz ograni-
czona wykrywalno$¢é mutacji w genie PTPN11 u pacjen-
tow (w zakresie od 33-60%) nadal pozostawia otwartym
problem ostatecznego, molekularno-klinicznego zdefinio-
wania choroby jako jednostki nozologicznej i wymaga
dalszych badan.

CLINICAL AND MOLECULAR STUDIES IN 15
PATIENTS WITH NOONAN SYNDROME

Jakub Klapecki, Mikotaj Laniewski-Wolk, Ewa
Obersztyn, Agnieszka Szpecht-Potocka, Jerzy Bal,
Tadeusz Mazurczak

Department of Medical Genetics, National Research Institute of
Mother and Child, Warsaw, Poland

Aim of the study: Noonan syndrome (NS, OMIM 163950)
is an autosomal dominant genetic disorder. Mutations
in PTPN11 gene (chromosome 12p24.1) are responsible
for NS. The aim of study was to establish the mutation
detection rate and to describe the genotype-phenotype
correlation of patients with clinical diagnosis of Noonan
syndrome.

Material and Methods: The group of 15 patients was
selected from those referred to Genetic Department with
clinical diagnosis of NS. We used the following inclusion
criteria for molecular testing: specific dysmorphic featu-
res, short stature, congenital heart defects, pectus defor-
mities or pterygium colli and cryptorchidism in males.
Detailed clinical evaluation, including family history,
dysmorphic features, pre- and postnatal development
and congenital malformations, was performed. To deter-
mine the character of mutation in PTPN11 gene, we
analyzed exons 2-15 using direct sequencing.

Results: The most frequent symptoms in analyzed
group of patients were: typical for NS dysmorphic featu-
res (hypertelorism (100%), low-set ears (79%), short,
wide neck (93%)), congenital heart defects (93%), short
stature (79%) and pectus malformations (57%). Muta-
tion in PTPN11 gene was identified in 4 of 15 investiga-
ted patients. One mutation ¢.846C>G in exon 7 is novel;
two others were previously reported — c.188A>G (exon 3)
and ¢.1510A>G in exon 13 (mutation inherited from the
mother showing discrete symptoms of NS). All patients
with PTPN11 mutation demonstrated typical symptoms
of NS, such as: short stature, congenital heart defects,
widely spaced nipples, pterygium colli and thick ear
helix. Pulmonary stenosis (typical for NS) was found only
in one patient.

Conclusions: The results of our study enabled us to
confirm clinical diagnosis of NS in 4 of 15 patients. A
various clinical picture and reported mutation detection
rate (ranging from 33 to 60%) in NS patients still leaves
the strict molecular-clinical definition of a patient with NS
open for debate and needs further investigation.
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WPLYW ANGIOTENSYNY II NA
PROLIFERACJE KOMOREK LINII GH3
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Wprowadzenie: Procesy  proliferacji  komoérkowej
w przednim placie przysadki sa regulowane przez rézne
czynniki wzrostowe aktywujace odpowiednie mecha-
nizmy przekaZnictwa wewnatrzkomérkowego. Naleza
do nich m.in. kinazy aktywowane mitogenami (kinazy
MAP). Angiotensyna II (ang II) reguluje procesy wzrostu
i proliferacji komérkowej w réznych tkankach. Sugeruje
sie réwniez udziat przysadkowego ukladu renina-angio-
tensyna w indukowanej estrogenami hiperplazji przed-
niego plata przysadki. Jednak bezposredni wplyw ang
II na proliferacje komoérek prolaktynowych oraz mecha-
nizm jej dzialania pozostaja nieznane.

Celem naszych badan byla ocena proliferacji komdrek
GH3 (komorki szczurzej linii guza laktosomatotropwe-
go) pod wplywem ang II oraz préba identyfikacji recep-
tora angiotensynowego posredniczacego w dzialaniu ang
IT (AT1 czy AT2) i oceny ewentualnego udzialu w tym
procesie dwoch kinaz MAP (p44/42 i p38).

Metoda: Po 12-godzinnej preinkubacji komérki podda-
wano przez 72 godziny dzialaniu samej ang II (10
- 10*M), ang II w polaczeniu z antagonista receptora
AT1 (Losartan) lub AT2 (PD123319), ang II w polaczeniu
z inhibitorem kinazy MAP p44/42 (PD 98059) lub kinazy
p38 (SB 203580). Proliferacje komérkowa oceniano przy
uzyciu metody kolorymetrycznej opartej o wbudowy-
wanie BrdU do DNA dzielacych sie komérek, a wyniki
wyrazono jako procent wzgledem kontroli.

Wyniki: Ang II zmniejsza wbudowywanie BrdU przez
komérki GH3, maksymalnie w stezeniu 10°M. Na efekt
ten nie ma wplywu dodanie Losartanu ani PD 123319.
Antyproliferacyjne dzialanie ang II znoszone jest przez
PD 98059 ale nie przez SB 203580.

Whioski: Ang II wywiera antyproliferacyjne dzialanie na
komérki GH3. Dzialanie to jest niezalezne od receptoréow
AT1 i AT2 oraz od kinazy MAP p38, wymaga natomiast
aktywagji kinazy MAP p44/42.

Praca finansowana z grantu KBN Nr 507-11-254

THE INFLUENCE OF ANGIOTENSIN II ON
THE GH3 CELLS PROLIFERATION

Dorota Ptasiiiska-Wnuk, Hanna Eawnicka, Marek
Pawlikowski, Jolanta Kunert-Radek

Chair of Endocrinology, Medical University of Lodz

Introduction: The anterior pituitary cell proliferation is
regulated by a variety of growth factors activating diffe-
rent intracellular events including mitogen-activated
protein kinase (MAPK) pathways. Angiotensin II (ang II)
affects cell growth in a number of tissues. Although pitu-
itary rennin-angiotensin system has been suggested to
mediate the estrogen’s growth-promoting effects on the
anterior pituitary, the precise role of ang II in the control
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of lactotroph proliferation and its mechanism of action
remain obscure.

Aim: We studied the effect of ang II on GH3 cells (rat
pituitary lactosomatotroph tumor cells) proliferation. The
attempt of identification of the receptor involved in angio-
tensin effect and the possible role of two MAPK pathways
(p44/42 and p38) in angiotensin regulatory action were
undertaken.

Methods: After 12 hrs of preincubation GH3 cells under-
went to 72-hrs treatment either with ang II alone or with
the combination of ang II and specific AT1 or AT2 recep-
tor antagonist (Losartan or PD 123319 respectively) or
with the combination of ang II and p44/42 MAPK-kinase
or p38 MAPK inhibitor (PD 98059 or SB 203580 respective-
ly). Cell proliferation was evaluated by colorimetric assay
based on the BrdU incorporation during DNA synthesis
and results expressed as a percent of control.

Results: Ang II decreased BrdU incorporation into DNA
of GH3 cells, maximally in the concentration 10°M. This
action was affected neither by Losartan nor by PD 123319.
Antiproliferative effect of ang II was abolished by PD
98059 but not by SB 203580.

Conclusion: Ang II exerts inhibitory action on the GH3
cells proliferation independently of both AT1 and AT2
angiotensin receptor and independently of the p38 MAPK
pathway. Surprisingly, this effect requires activation of
p44/42 MAPK pathway.

The study was supported by the grant of KBN No 507-11-254
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WPEYW MELATONINY NA UKEAD
IMMUNOLOGICZNY I ENDOKRYNNY

W CZASIE OSTREGO ZAPALENIA
INDUKOWANEGO PRZEZ LPS
(LIPOPOLISACHARYDY) BAKTERII GRAM
UJEMNYCH

Wojciech Bik, Ewa Woliriska-Witort, Magdalena
Chmielowska, Lidia Martytiska, Agnieszka
Baranowska-Bik*, Bogustawa Baranowska

Zaktad Neuroendokrynologii Klinicznej CMKP Warszawa
*Szpitalny Oddziat Ratunkowy CSK MSWiA Warszawa

Melatonina jest hormonem wydzielanym przez szyszynke
majacym wplyw nie tylko na dobowy rytm snu i czuwa-
nia ale takze odrywajacym istotng role w modulacji
ukladu immunologicznego i endokrynnego.

Cel. Ocena wplywu melatoniny na wydzielanie cytokin
prozapalnych (TNF-a i IL-6) i przeciwzapalnych (IL-10)
i uwalnianie hormonéw przysadkowych, tarczycowych
i nadnerczowych w warunkach ostrego zapalenia wywo-
lanego przez LPS bakterii Gram ujemnych.

Material. Szczury samce rasy Wistar-Kyoto podzielono
na 3 grupy. Poszczegélne grupy zwierzat otrzymywaty
odpowiednio: (0,9% NaCl), LPS, oraz melatonine i LPS.
Po 2 godz. oznaczano w surowicy stezenie TNF-a i IL-6,
a po 4 godz. IL-10 (metoda ELISA). Poziomy hormonéw
przysadkowych, nadnerczowych, tarczycowych ozna-
czano w surowicy po 2 i 4 godz. (metoda RIA).

Wyniki. Podanie LPS powodowalo wzrost wydzielania
kortykosteronu po 2 i 4 godzinach (p<0,01, p< 0,01 odpo-

wiednio), obnizenie T,, T, i TSH oraz LH, FSH, PRL. LPS
stymulowal wydzielanie IL-6 i TNF-a po 2 godz. (p<0,001,
p<0,001 odpowiednio) oraz II-10 po 4 godz. (p<0,001).

Podanie tacznie LPS i melatoniny w stosunku do grupy
otrzymujacej tylko LPS spowodowalo wzrost poziomu
T,iT, po 2 godz. (p<0,05, p<0,05 odpowiednio) i obnize-
nie T, i T, po 4 godz. (p<0,05, p<0,05 odpowiednio) przy
niezmienionym wydzielaniu TSH oraz wzrost stezenia
IL-10 po 4 godz. (p<0,05)

Whnioski. Melatonina moduluje odpowiedZ ukladu
immunologicznego i endokrynnego w warunkach
ostrego zapalenia. Brak zmian w zakresie TSH i obserwo-
wane zmiany T, i T, moga sugerowac bezposredni wptyw
melatoniny na gruczot tarczowy.

THE INFLUENCE OF MELATONIN ON
IMMUNE AND HORMONAL RESPONSES
DURING LPS INDUCED ACUTE
INFLAMMATION

Wojciech Bik, Ewa Wolitiska-Witort, Magdalena
Chmielowska, Lidia Martytiska, Agnieszka
Baranowska-Bik*, Bogustawa Baranowska
Neuroendocrinology Department Medical Centre of Postgraduate
Education Warsaw, Poland

*Emergency Department Central Clinical Hospital Ministry
of Home Affairs & Adm. Warsaw, Poland

Melatonin is a hormone produced by pineal gland which
plays an important role not only in control diurnal sleep-
wake cycle but also can modulate immune and endocrine
systems.

Aim. The aim of this study was to estimate the effects
of melatonin administration on proinflammatory and
anti - inflammatory cytokines and pituitary, thyroid
and adrenal hormones in response to LPS-induced acute
inflammation in male Wistar-Kyoto rats.

Methods. Male rats Wistar-Kyoto were divided into 3
groups, which received respectively: (0.9% NaCl), LPS,
and melatonin with LPS. The TNF-0 and IL-6 serum
concentrations were measured after 2 hrs. and IL-10 after
4 hrs. (ELISA tests). The pituitary, thyroid and adrenal
hormones serum concentrations were measured after 2
and 4 hrs. (RIA tests).

Results. LPS administration increased corticosterone after
2 and 4 hrs (p<0.01, p<0.01 respectively) and decreased
T, T, TSH, LH, FSH and PRL serum concentrations.
LPS stimulated secretion of IL-6 and TNF-a after 2 hrs
(p<0.001, p<0.001 respectively) and IL-10 after 4 hrs
(p<0.001)

Group receiving LPS and melatonin simultaneously
compared with group receiving only LPS showed
increasing of T, and T, serum concentrations after 2 hrs
(p<0.05, p<0.05 respectively) and decreasing of T, and T,
after 4 hrs (p<0.05, p<0.05 respectively) as well as showed
stimulation of IL-10 secretion after 4 hrs (p<0.05). There
were no changes in TSH serum concentration.

Conclusions. Melatonin can modulate immune and
endocrine responses during acute inflammation. Lack of
changes in serum TSH concentration may suggest direct
influence of melatonin on thyroid gland during acute
inflammation.
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WPLYW GENISTEINY, RESVERATROLU

I 8-PRENYLNARINGENINY NA PRODUKCJE
INTERFERONU-y ORAZ INTERLEUKINY-

10 PRZEZ AKTYWOWANE IN VITRO
SPLENOCYTY MYSIE

Dominik Racho#i'?, Guillermo Rimoldi’, Wolfgang
Wuttke *
! Zaktad Immunologii, Akademia Medyczna w Gdarisku,

ul. Debinki 1, 80 210 Gdarisk

2 Zaktad Endokrynologii Klinicznej i Doswiadczalnej, Uniwersytet
w Getyndze, Robert-Koch Strasse 40, 37-075 Getynga, Niemcy

Wstep: Fitoestrogeny stanowia grupe biologicznie aktyw-
nych zwigzkéw pochodzenia roslinnego, ktérych prze-
strzenna struktura chemiczna zblizona jest do 17p-estra-
diolu (E2). Poniewaz receptory estrogenowe obecne sa
takze na komoérkach ukladu immunologicznego, fito-
estrogeny moga mieé¢ takze duzy wplyw na odpor-
no$é. Komérki T-pomocnicze (Th) odgrywaja duza role
w utrzymaniu prawidlowej homeostazy uktadu odpor-
nosciowego. Komérki Thl, poprzez produkowanie okre-
§lonych cytokin prozapalnych (np. TNF, IL-2, IFNy,
IL-12) pobudzaja rozwdj nieswoistej i swoistej odpowie-
dzi komoérkowej. Z kolei komérki Th2 poprzez produ-
kowanie okreslonych cytokin o dzialaniu przeciwzapal-
nym (np. IL-4, IL-5, IL-10) pobudzaja produkcje immuno-
globulin i rozw6j nabytej odpowiedzi humoralnej. Zabu-
rzenie rownowagi Th1/Th2 ma duzy wplyw na rozwdj
i przebieg réznych choréb zakaznych, allergicznych oraz
autoimmunizacyjnych jak réwniez nowotworowych.

Celem naszej pracy byla ocena wplywu genisteiny,
resweratrolu oraz 8-prenylnaringeniny (8-PN) na réwno-
wage Th1/Th2 poprzez zbadanie ich wptywu na produk-
¢je interferonu-y (IFNy) oraz interleukiny-10 (IL-10)
— cytokin reprezentujacych odpowiednio subpopulacje
Thl i Th2, przez stymulowane splenocyty mysie.

Material i metody: Po wyizolowaniu splenocytéw ze
Sledzion szesciu myszy C-57, komérki hodowano na 48-
dotkowych plytkach i stymulowano PMA (12-miristate
13-acetate) (5ng/ml) oraz ionomycyna (50ng/ml) w obec-
nosci réznych stezen (10® — 10°M) badanych fitoestroge-
néw lub E2. Po 36 godzinnej inkubacji zbierano nadsacze,
w ktérych nastepnie metodq immunoenzymatyczna (Bio-
source, Belgium) oznaczano poziomy IFNy oraz IL-10.
Wiyniki: Genisteina w stezeniach 10°M i 107M oraz reswe-
ratrol w stezeniach 10°M znamiennie zmniejszaly stosu-
nek IFNy/IL-10. Efekt ten byl poréwnywalny do dziala-
nia E2 w stezeniu 10”M. 8-PN nie wykazywata wplywu
na stosunek IFNy/IL-10.

Whioski: Wyniki naszych badan sugeruja, iz podobnie
jak E2, fitoestrogeny posiadaja takze wlasciwosci immu-
nomodulacyjne.

IN VITRO EFFECTS OF GENISTEIN,
RESVERATROL AND 8-PRENYLNARINGENIN
ON THE PRODUCTION OF INTERFERON-y
AND INTERLEUKIN-10 BY ACTIVATED
MURINE SPLENOCYTES

Dominik Rachoni'?, Guillermo Rimoldi®, Wolfgang
Wauttke *
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Introduction: Phytoestrogens are a group of biologi-
cally active plant derived substances with a chemical
structure that is similar to that of 17p-oestradiol (E2).
As the presence of oestrogen receptors has been identi-
fied in several immune cells, phytoestrogens may also
have a great impact on immunity. T-helper (Th) cells are
important for the homeostasis of the immune system.
Thl lymphocytes, by producing a certain panel of
proinflammatory cytokines (i.e. TNF, IL-2, IFNy, 1L-12)
stimulate the innate and acquired cellular response. In
contrast, Th2 cells produce anti-inflammatory cytokines
(i.e. IL-4, IL-5, IL-10) which enhance the production of
immunoglobulins, thus stimulating the development of
acquired humoral response. An imbalance in the relative
numbers or/and activity of these Th cell subpopulations
may affect the state and progression of several diseases,
including infectious, allergic and auto-immune disorders,
but also cancer.

The aim of our study was to determine the effects of
phytoestrogens on the Th1/Th2 balance by studying the
in vitro effects of: genistein, resveratrol and 8-prenylnar-
ingenin (8-PN), on the production of interferon-y (IFNY))
and interleukin-10 (IL-10) — representing Th1 and Th2 type
response respectively, by stimulated murine splenocytes.

Materials and methods: After isolation of murine spleno-
cytes from six spleens of C-57 mice, cells were cultured
on 48 well plastic plates and stimulated with 12-miristate
13-acetate (PMA) (5ng/ml) and ionomycin (50ng/ml) in
the presence of different concentrations (10% — 10°M) of
the studied substances or E2. After 36h of incubation the
supernatants were collected and the levels of IFNy and
IL-10 were measured using immunoenzymatic assay
(Biosource, Belgium). The IFNy/IL-10 ratio was estimated
as an index of the Th1/Th2 profile.

Results: Genistein at the concentrations of 10°M and 10"M
and resveratrol at the concentrations of 10°M decreased
significantly the IFNy/IL-10 ratio. This decrease was
comparable to that of E2 at the concentrations of 107M.
8-PN had no effect on the IFNy/IL-10 ratio.

Conclusions: Our results clearly show that phytoestro-
gens may posses several immunomodulatory effects
some of which resemble those of E2.
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WPLYW AGONISTOW RECEPTOROW
OPIOIDOWYCH I LEKTYNOWYCH NA IN
VITRO WYDZIELANIE GRELINY

Z GRUCZOLAKA PROSTATY U LUDZI

Krystyna Pierzchata-Koziec', Bohdan Pawlicki?,
Joanna Zubel', Henryk Lach?
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Cel pracy: Okreslenie wplywu morfiny, agonisty recepto-
réw opioidowych, i iskadoru, lektyny o antynowotworo-
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wym dzialaniu, na in vitro wydzielanie greliny z gruczo-
laka prostaty u ludzi.

Material i metody: Gruczol pobrany podczas rutyno-
wego zabiegu podzielono na skrawki, ktére inkubowano
w buforze Krebsa napowietrzanym O2 i CO2 przez dwie
godziny. Wydzielanie greliny bylo analizowane w obec-
noéci 30mM K+, 100nM morfiny, greliny lub iskadoru Q.
Koncentracja greliny byla mierzona radioimmunologicz-
nie w medium zbieranym przez 20 min oraz w zhomoge-
nizowanej tkance.

Wyniki: Podstawowe wydzielanie greliny z tkanki
gruczolaka wynosito 2172+325 pg/g tkanki/20min i byto
istotnie zwiekszone przez morfine do 4029+276 pg/g
tkanki/20min (86%, P<0,001). Niespodziewanie, iskador
Q zwigkszyl wydzielanie immunoreaktywnej greliny
0 625%; wzrost z poziomu podstawowego 2526+189 do
18302+1234 pg/g tkanki/20min (P<0,001). W przeciwien-
stwie do tego, 100nM egzogennej greliny nie zmienito
stopnia wydzielania immunoreaktywnej greliny (pod-
stawowe-2865+168, po stymulacji-2550+202 pg/g tkanki/
20min, P>0.05). Koncentracja immunoreaktywnej greliny
w ludzkiej prostacie z gruczolakiem wynosita 1856+166
ng/g tkanki, zatem stosunek wydzielonej greliny do jej
koncentracji wahat sie od 0,13% (podstawowe) do 0,22%
(po morfinie) i do 1% po dodaniu iskadoru Q.

Whioski: Morfina i iskador Q zmienily wydzielanie
greliny co moze sugerowad, iz grelina wpltywa na rozwdj
gruczolaka prostaty u ludzi poprzez receptory blonowe,
podobnie jak opioidy i lektyny.

Stowa kluczowe: gruczolak prostaty, grelina, morfina,
iskador

Finansowane przez PBZ-KBN-084/P06/2002/3.10

THE EFFECT OF OPIOID AND LECTIN
RECEPTOR AGONISTS ON THE IN VITRO
GHRELIN RELEASE FROM THE HUMAN
PROSTATE NEOPLASMS

Krystyna Pierzchata-Koziec', Bohdan Pawlicki?,
Joanna Zubel’, Henryk Lach?
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3 Department of Animal Physiology, Institute of Biology,
Pedagogical University, Cracow

Aim of the study was to observe the effect of morphine,
an opioid receptor agonist, and iscador, lectin with anti-
tumor abilities, on the in vitro ghrelin release from the
human prostate with benign hyperplasia.

Material and Methods: Tissues removed under routine
procedure were sliced and superfused with Krebs-
bicarbonate/O2 for 2 hours. Ghrelin release was analyzed
in the presence of 30mM K+, 100nM of morphine, ghrelin
or iscador Q. The ghrelin concentration was measured by
RIA in the perfusates collected at 20 min intervals and in
the supernatant of tissues.

Results: Basal release of ghrelin from the tumour tissue
was 2172+276 pg/ g tissue/20min (86%, P<0.01). Unexpec-
tedly, iscador Q stimulated the in vitro secretion of immu-
noreactive ghrelin by 635%; increase from basal level of

2526+189 to 18302+1234 pg/g tissue/20min (P<0.001).
In contrast, 100nM of exogenous ghrelin did not affec-
ted the secretion degree of ghrelin (change from 2865+168
to 2550+202 pg/g tissue/20min, P>0.05). The concentra-
tion of immunoreactive ghrelin in human prostate with
benign neoplasia was 1856+166 ng/g tissue, so the ratio
of ghrelin secreted to ghrelin concentration fluctuated
from 0.13% (basal) to 0.22% (after morphine) and to 1%
after iscador Q treatment.

Conclusions: Morphine and iscador Q changed the
ghrelin release what may suggest that ghrelin plays role
in the development of the human benign prostate neopla-
sia probably by the cell membrane receptors similarly to
opioids and lectins.

Key words: prostate benign neoplasia, ghrelin,
morphine, iscador
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WPLYW VIP I PACAP 38 NA WYDZIELANIE
PROGESTERONU (PROG) I ALDOSTERONU
(ALDO) U SZCZURZYC PO OWARIEKTOMII
(OVX) ORAZ U SAMCOW SZCZUROW PO
ODWODNIENIU

Wasilewska-Dziubiriska Elzbieta, Woliriska-Witort
Ewa, Martytiska Lidia, Chmielowska Magdalena,
Bik Wojciech, Tadeusiak Wiestaw * i Baranowska
Bogustawa.

Zaktad Neuroendokrynologii Klinicznej CMKP Warszawa
Klinika Anestezjologii i Intensywnej Terapii CMKP Warszawa

Naczynioruchowy peptyd jelitowy (VIP) odgrywa istotna
role w utrzymaniu homeostazy sodowej. Progesteron
dziala przeciwstawnie do mineralokortykoidéw poprzez
wplyw na cewki nerkowe prowadzac do zwigkszonego
wydalania sodu z moczem.W naszych wczesniejszych
badaniach wykonanych na OVX samicach i samcach
szczuréw stwierdziliSmy, wzrost poziomu PROG po
dozyknym podaniu VIP a efekt ten nie wystepowal po
podaniu PACAP 38 szczurzycom OVX.

Cel. Celem pracy byla ocena wplywu VIP i PACAP 38
na wydzielanie PROG i ALDO u o owariektomizowa-
nych (OVX) szczurzyc i samcéw szczuréw w warunkach
odwodnienia.

Material. Eksperymenty przeprowadzonona OVX szczu-
rzych i samcach szczurach w warunkach kontrolnych
i po 24 godz. odstawienia wody pitnej (odwodnienie
hiperosmotyczne). Poszczegdlne grupy zwierzat otrzy-
mywaty dozylnie 0.9% NaCl, VIP, PACAP 38. W suro-
wicy oznaczano stezenie PROG, ALDO sodu, potasu
i osmolalnos¢.

Wyniki. W grupach zwierzat odwodnionych w stosunku
do grup kontrolnych stwierdzono wzrost osmolalnosci
i stezenie sodu w surowicy przy braku zmian w steze-
niach potasu. Stezenie PROG i ALDO bylo wyzsze
w grupach szczurzyc OVX1iszczuréw samcéw po odwod-
nieniu. U obu plci podanie VIP spowodowalo wzrost
stezenia ALDO i brak zmian wstezeniu PROG. Podanie
PACAP 38 w tym modelu doswiadczalnym nie powodo-
walo zmian wydzielania ALDO i PROG.
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Whioski. Wydzielanie PROG i ALDO u odwodnionych i
OVX szczurzyc i szczuréw samcéw jest zalezne od steze-
nia sodu w surowicy. U odwodnionych zwierzat tylko
VIP stymulowat wydzielanie ALDO.

THE EFFECTS OF VIP AND PACAP 38

ON PROGESTERONE (PROG) AND
ALDOSTERONE (ALDO) RELEASE IN
DEHYDRATED OVARIECTOMIZED (OVX)
RATS AND MALE RATS

Wasilewska-Dziubiiska Elzbieta, Woliriska-Witort
Ewa, Martytiska Lidia, Chmielowska Magdalena,
Bik Wojciech, Tadeusiak Wiestaw* and Baranowska
Bogustawa.

Departament of Clinical Neuroendocrinology Medical Centre of
Postgraduate Education, Warsaw, Poland

* Department of Anaesthesiology and Critical Care Medicine of
Medical Centre of Postgraduate Education, Warsaw, Poland

Introduction. Neuropeptide VIP appears to participate in
sodium homeostasis. It is known that PROG antagonized
mineralocorticoid action at the renal tubular level leading
to natriuresis. In our earlier experiments performed on
OVX rats and male rats we observed that in response to
iv administration of VIP serum PROG level was increased
but it was unaffected by PACAP 38 in OVX rats.

The aim of this study was to estimate the influence of VIP
and PACAP 38 on PROG and ALDO secretion in dehy-
drated OVX rats and male rats.

Material and Methods. The experiments were performed
on euhydrated and water deprived (hyperosmotic hypo-
volemia) OVX rats and male rats in which 0,9 % NaCl,
VIP and PACAP 38 were injected iv. Serum concentra-
tions of PROG, ALDO, sodium, potassium and osmola-
lity were determined.

Results. An increase of serum osmolality and sodium
concentration without changes in potassium concentra-
tion was observed after 24h water deprivation in compa-
rison with control conditions. Serum PROG and ALDO
concentrations were increased in dehydrated OVX rats
and male rats. In all water deprived rats after VIP admi-
nistration the increased of ALDO was observed without
change of PROG concentration. In the same experimental
conditions PACAP 38 administration did not influenced
PROG and ALDO release.

Conclusions. The release of PROG and ALDO in OVX
rats and male rats is dependent on serum sodium concen-
tration. In dehydrated rats VIP but not PACAP 38 stimu-
lated ALDO secretion.
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PRZERZUTOW ZROZNICOWANEGO RAKA
TARCZYCY DO WEZEOW CHEONNYCH:
EKSPRESJA TYREOGLOBULINY I GALEKTYNY
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Cel pracy: Wykrywania ekspresji genu dla tyreoglobuliny
(Tg) technika PCR moze stanowi¢ badanie uzupelniajace
klasyczne badanie cytologiczne. Jednak ze wzgledu na
nieswoisty charakter tyreoglobuliny dla réznicowania
miedzy rakiem tarczycy a chorobami tagodnymi, uzasad-
nione jest badanie kilku markeréw przy podejrzeniu
przerzutéw do weziéw chlonnych Dlatego celem pracy
byla ocena przydatnosci oznaczania mRNA Tg i mRNA
Gal-3 (galektyna 3) dla wczesnego wykrywania przerzu-
téw ZRT do wezléw chlonnych szyi.

Material i metodyka: Badaniem objeto 285 chorych na
ZRT (412 weztéw chlonnych). Grupe kontrolng stano-
wilo 70 chorych na inne nowotwory. Reakcje RT-PCR
wykonywano z materialu pozostalego w igle po wyko-
naniu tradycyjnego rozmazu cytologicznego. Kontrole
izolacji RNA i amplifikacji cDNA przeprowadzano stosu-
jac startery dla GADPH. Obecnos¢ mRNA oceniano dla
tyreoglobuliny stosujac startery obejmujace eksony 3-5
i 39 cykli reakcji. Réwnoczesng ekspresje Gal-3 badaliSmy
metoda QPCR w 80 przypadkach.

Wyniki: W pierwszym badaniu cytologicznym rozpo-
znano przerzuty do weztéw chlonnych u 104 chorych na
ZRT. W 102 przypadkach wykonane réwnolegle badanie
RT-PCR dla Tg dalo wynik dodatni. Badanie to bylo
réwniez dodatnie w 16 innych przypadkach, w ktérych
wynik badania cytologicznego byl ujemny. Te wyniki
traktowano poczatkowo jako wyniki falszywie dodat-
nie. W toku dalszej obserwacji u 6 chorych rozpoznano
przerzuty do weziéw chlonnych, przy czym prawdzi-
wie dodatni wynik badania RT-PCR wyprzedzal cytolo-
giczne rozpoznanie przerzutu o 5-20 miesiecy. U pozosta-
lych 10 chorych dotychczasowa obserwacja, trwajaca do
24 miesiecy, nie wskazuje na wznowe raka. Nie uzyska-
lismy dodatnich wynikéw RT-PCR dla Tg w grupie oséb
chorych na inne nowotwory niz ZRT.

Czulosé RT-PCR dla Tg okreslono wobec badania cytolo-
gicznego na 96 % (108/110), swoistos¢ na 95 % (292/302),
a wartos¢ przewidywania dodatniego wynosi 38 %.
Dotychczasowe wyniki wskazuja, Ze analiza Gal-3 zwiek-
szy sile predykcyjng badania molekularnego.





