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wartosci HOMA w okresie 5 lat obserwacji prospek-
tywnej byla poréwnywalna. Przyrost m.c. u oséb z ZM
powoduje istotny wzrost indexu IR, podczas gdy ubytek
m.c.- jego zmniejszenie. Pogorszenie funkcji komérki 8 w
okresie 5 lat wydaje sie nie zaleze¢ od fluktuacji m.c.

CHANGE OF INSULIN RESISTANCE INDEXES
(HOMA) AND BETA CELL FUNCTION (HOMA
- BETA) IN HEALTHY SUBJECTS AND IN
PATIENT WITH METABOLIC SYNDROME

IN 5 YRS LONG FOLLOW-UP STUDY

Mardarowicz Grazyna, Lopatyriski Jerzy, Nicer
Teresa, Matej-Butrym Agata

Department of Family Medicine, Medical University in Lublin,
Poland

The aim of the study was to compare the level of insulin
resistance (IR) in healthy subjects and in patients with
metabolic syndrome (MS) according to fluctuations of
body weight (BW) during the 5 yrs long prospective obse-
rvation.

Material nad methods: We investigated 28 healthy
subjects in mean age 54.8+10 yrs and with mean body
mass index (BMI) 31.1+2.8 in whom during the 5-yrs long
observation no metabolic disorders connected to IR deve-
loped and follow-up BMI was 30.7+3.8. We compared this
group with group of 201 subjects with MS analysed in
three groups: A (n=38)- cases with stabile BW; B (n=69)-
cases with weight gain; C (n=94)- cases with weight
decrease during follow-up study. In initial and follow-up
study we performed physical examination, blood pres-
sure and anthropometric measurements and laboratory
tests (glucose and insulin concentration- fasting and 2h
after oral load of 75g of glucose, blood lipids), we calcula-
ted index of IR by HOMA method and beta cell function
(HOMA-beta).

Results: The mean value of HOMA index in the group of
healthy subjects with stabile BW changed from 1.61+0.77
to 1.95+1.25 and HOMA-beta from 125+71 to 93+59. In
group A (mean BMI 30.8+3.6; mean age 57.8+8.5) HOMA
changed from 2.27+2.05 to 2.30+1.16 and HOMA-beta
from 105.9+76 to 93.7+79,6. In group B of MS patients
HOMA increased from 1.96+0.97 to 2.52+1.29; this incre-
ase was especially expressed in patients with weight gain
>10% (1.62+0.64 vs 2.47+1.32 and HOMA-beta decreased
from 121.2+81.05 to 92.65+42.69. In group C HOMA decre-
ased form 3.06+1.99 to 2.98+1.97; in patients with weight
decrease >10% (2.90+1.66 vs 2.63+0.92) and HOMA-beta
decreased from 112.9+64.4 to 91.9+51 4.

Conclusions: The level of IR indexes HOMA in MS
patients are comparable to values observed in 5 yrs older
“metabolically healthy” subjects. Independent of higher
level of IR in MS patients than in healthy subjects, the
dynamics of changes in HOMA indexes during 5 yrs long
observation by stabile BW is comparable. BW gain in MS
patients causes significant increase in IR-index while the
weight loss causes its decrease. Deterioration of beta cell
function after a lapse of 5 yrs appears to be independent
of BW fluctuations.
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RECEPTOR THS, NIS, PENDRYNA I
PEROKSYDAZA TARCZYCOWA W RAKACH
TARCZYCY: EKSPRESJA mRNA, BIALKA
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Wstep. Metabolizm jodu w tarczycy jest wieloetapo-
wym procesem w ktérym uczestnicza swoiste biatka:
r-TSH- biatko regulujace funkgje tarczycy, NIS- transpor-
ter bton podstawnych, pendryna- transporter bton szczy-
towych i TPO- gtéwny enzym biosyntezy T,/T,. Raki
tarczycy zwykle obrazowane sa jako guzki zimne, co
sugeruje zmiany w metabolizmie jodu mogace wystapi¢
na kazdym jego etapie.

Cel pracy: Analizowano ekspresje r-TSH, NIS, pendryny
i TPO na poziomie mRNA i biatka i ich komérkowga loka-
lizacje w serii lagodnych i zlosliwych guzéw tarczycy;
korelowano ich ekspresje ze stopniem zaawansowania
i wielkoscig guza.

Material i Metody: Do badarn uzyto 80 tkanek tarczyc od
pacjentéw z chorobg Graves’a (G)-5, wolem guzkowym
(NG)-5, gruczolakiem (FA) -15, zréznicowanymi rakami
tarczycy (DTC) - 45: 15 FTC-30 PTC i prawidlowe tarczyce
od tych samych pacjentéw (NT). Poziom transkryptu
oznaczano RT-real time PCR, biatko metoda Western blot
i IHC. W metodach immunologicznych do detekcji NIS i
pendryny uzywano swoiste przeciwciala poliklonalne, do
detekgji r-TSH i TPO mysie przeciwciala monoklonalne.

Wiyniki: Srednie wartosci poziomu mRNA r-TSH, NIS,
pendryny i TPO w rakach tarczycy byly nizsze od warto-
§ci w tarczycach prawidlowych 2, 3, 7 i 9-krotnie. Obser-
wowano duzg zmiennos$¢ poziomu mRNA w rakach.
W czedci DTC poziomy mRNA byly nizsze 25 do 300
krotnie od poziomu w NT, szczegélnie dla NIS. Poziom
biatka potwierdzal poziom oznaczonych transkryptéw
z wyijatkiem biatka NIS. IHC wykazano, iz r-TSH loka-
lizowat w blonach podstawnych w DTC i NT. Wigkszo-
$ci DTC byla negatywna dla biatko NIS, w czesci obser-
wowano lokalizacje wewnatrzkomérkowsa. Pendryna w
>75% DTC byla zlokalizowana wylacznie cytoplazma-
tycznie. TPO bylo negatywne w IHC, ale biatko TPO
metodq Western blot obserwowano w wigkszosci DTC

Whioski: Ekspresja r-TSH, NIS, pendryny, TPO w DTC
ulega zmianom na poziomie mRNA i biatka. Obserwuje
sie réwniez zmiany w konformagji i lokalizacji komérko-
wej bialek.
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THYROTROPIN RECEPTOR, NIS,
PENDRIN AND THYROID PEROXIDASE
IN THYROID CARCINOMAS: mRNA AND
PROTEIN EXPRESSION AND CELLULAR
LOCALIZATION
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Introduction: The iodine metabolic pathway in thyrocy-
tes comprises several steps and specific proteins: TSH-1-
main regulator of thyroid function, basolateral -NIS and
apical -pendrin iodide transporters, TPO -key enzyme of
T,/T, synthesis. Thyroid cancers are generally detected as
cold nodules, suggesting alterations/defects in all steps of
the iodide metabolism.

Aim: In present study, we analyzed expression of TSH-r,
NIS, pendrin, and TPO on both mRNA and the protein
levels and their cellular localization in a series of benign
and malignant thyroid tumors, and associated with the
tumor stage/size.

Material and Methods: Eighty thyroid tissue samples:
Graves’ (G)-5, nodular goiter (NG)-5, follicular adenoma
(FA) -15, differentiated thyroid carcinomas (DTC) -45:
15FTC - 30 PTC, and normal paired tissue (NT) were
used for analysis. Transcripts levels were quantified by
RT-real time PCR analysis. The proteins were detected by
Western blot and by IHC. In immunological methods NIS
and pendrin were detected with site-specific polyclonal,
TSH-r and TPO with monoclonal antibodies.

Results: Mean values of mRNA levels of TSH-r, NIS,
pendrin and TPO decreased in DTC by factor 2, 8, 7 and
9 respectively; however, a high variability was observed.
In some cases the mRNA level in cancers were 25 to 300
fold lower than in NT, especially detected for NIS mRNA.
Western blot demonstrated that all but NIS protein corro-
borated mRNA levels. The IHC pattern displayed varia-
tions in proteins cellular localization. TSH-r localized to
basolateral membranes in both cancer and NT, NIS was
rarely detected in membranes, and majority of tumors
displayed intracellular staining, pendrin was solely
located in the cytoplasm whereas TPO was not detected
by IHC, and detected by Western blot.

Conclusions: The results of this study demonstrate that
analyzed proteins expression in DTC undergo alterations
on mRNA and protein levels, and improper cellular loca-
lization and conformation is observed.

Granty CMKP: 501-2-1-01-64/02 and 501-2-1-01-60/02
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Wstep: Gen BRAF jest ludzkim homologiem ptasiego
protoonkogenu c¢-Rmil kodujacego kinaze serynowo-
treoninowa. W komérkach ssakéw istnieje kilka izoform
tego enzymu (ARAF, BRAF, CRAF, RAF1), uczestnicza-
cych w regulagji szlaku kinaz ERK/MAPK, {j. szlaku,
ktéry odgrywa kluczowa role w procesach proliferacji,
réznicowania i apoptozy komorki.Najczesciej wystepu-
jaca mutacja tego genu jest transwersja (T/A) w nukle-
otydzie 1796, czego wynikiem jest zamiana waliny na
kwas glutaminowy w pozyci 599 (V599E) aktywnego
segmentu BRAF. Czesto$¢ wystepowania mutacji genu
BRAF w nowotworach u ludzi jest rézna: od ponad
80% w przypadku czerniaka do 1-3% w nowotworach
pluca.W badaniach sporadycznego raka brodawkowa-
tego tarczycy (PTC) stwierdzono, ze mutacja V599E genu
BRAF jest najczestszgq zmiang genetyczng w PTC (35,8%)
i nie wystepuje w innych lagodnych czy zlosliwych
guzach gruczolu tarczowego. Fakt ten moze wskazy-
wac na kluczowg role tej mutacji w determinacji fenotypu
guza i jednoczesnie sugerowac znaczenie genu BRAF jako
markera w przedoperacyjnej ocenie guzkéw tarczycy. W
populagji polskiej nie okreslono czestosci wystepowania
mutacji V599E genu BRAF w raku tarczycy, jak réwniez
nie dokonano korelacji z okreslonym podtypem guza.

Cel pracy: Celem pracy byla ocena czestosci wystepowa-
nia mutacji V599E genu BRAF w raku brodawkowatym
tarczycy w obrebie populacji polskiej oraz préba doko-
nania korelacji pomiedzy obecnoscia mutacji a podty-
pem guza.

Materialy i metody: Badaniem objeto 33 przypadki raka
brodawkowatego tarczycy. DNA izolowano z tkanki
mrozonej w cieklym azocie (Genomic Midi AX kit, A&A
Biotechnology, Gdynia). Analize mutacji prowadzono
wykorzystujac metody: PCR-SSCP, PCR-RFLP, specy-
ficzng dla alleli amplifikacje w czasie rzeczywistym oraz
bezposrednie sekwencjonowanie.

Wyniki: W oparciu o dotychczas przeprowadzona analize
wykryto zmiany konformacji pojedynczych nici DNA w
eksonie 15 (8/33 PTC) oraz w eksonie 11 (4/33 PTC) genu
BRAF. W 2 z 12 przypadkéw PTC o zmienionym wzorze
SSCP zaobserwowano zatracenie miejsca docelowego w
produktach PCR eksonu 15 po trawieniu enzymem Tspl.
Wystepowanie mutacji punktowej V599E (mutacja hete-
rozygotyczna) planuje sie potwierdzi¢ allelo-specyficzna
amplifikacja w czasie rzeczywistym oraz w reakcji bezpo-
Sredniego sekwencjonowania.

Whioski: Wystepowanie mutacji V599E w eksonie 15
genu BRAF wykryto w 2 z 33 (6%) badanych przypad-
kéw PTC. Mutacje te korelowaly z podtypem wysokoko-
moérkowym PTC (1 przypadek) oraz z podtypem klasycz-
nym PTC (1 przypadek). Wystepowanie mutacji zaobser-
wowano u kobiet w mlodszym wieku (47-49 lat).
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INCIDENCE ASSESSMENT OF BRAF V599E
MUTATION IN PAPILLARY THYROID
CARCINOMA IN THE POLISH POPULATION
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Andrzej Lewiriski
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Introduction: BRAF gene is a human homologue of avian
c-Rmil protooncogene encoding serine-threonine kinase.
There are several isoforms of this enzyme in mamma-
lian cells (ARAF, BRAF, CRAF, RAF1), being components
of the ERK/MAPK pathway, which plays a key role in
cell proliferation, differentiation and apoptosis. The most
frequent BRAF mutation is nucleotide transversion (T/A)
at position 1796, which results in valine-to-glutamic acid
substitution at residue 599 (V599E) of BRAF gene. The
frequency of BRAF mutation varies widely in human
cancers: from more than 80% in melanomas to 1-3% in
lung cancers.

In case of sporadic papillary thyroid carcinoma (PTC), it
is stated that BRAF V599E mutation is the most frequent
lesion in PTC (35,8%) and is not found in other benign or
malignant thyroid tumors. This suggests that BRAF muta-
tion can play a key role in phenotype determination of
thyroid lesions and can serve as a marker in preopera-
tive evaluation of thyroid nodules. So far, the incidence of
BRAF V599E mutation in the Polish population, as well as
its correlation with tumor subtype, was not determined.

Aim of the study: The aim of the study was an asses-
sment of BRAF V599E mutation incidence in PTC in the
Polish population. We also tried to establish a correlation
between the mutation presence and tumor subtype.

Materials and Methods: 33 cases of papillary thyroid
carcinoma were analyzed. DNA was isolated from
snap-frozen thyroid tissues (Genomic Midi AX kit, A&A
Biotechnology, Poland). Mutation analysis was perfor-
med, based on the following methods: PCR-SSCP, PCR-
RFLP, real-time allele-specific amplification and direct
sequencing.

Results: The analysis of PCR products revealed changes
in DNA single strand conformation in exon 15 (8/33
PTCs) and exon 11 (4/33 PTC) of BRAF gene. In 2 out
of 12 PTCs with changed SSCP pattern, Tspl restriction
site was lost in case of exon 15. The presence of V599E
point mutation (heterozygous mutation) is planned to be
confirmed, using real-time allele-specific amplification
and direct sequencing.

Conclusions: BRAF V599E mutation in exon 15 was
found in 2 out of 33 (6%) studied PTC cases. The muta-
tions correlated with tall-cell variant of PTC (1 case) and
with classic variant of PTC (1 case) and were observed in
younger female patients (47-49 years).

16

OCENA NADEKSPRES]I BIALKA ORAZ
MUTAC]I GENU P53 W TKANKACH
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Cel pracy: 1. ocena nadekspres;ji biatka P53, 2. poszukiwa-
nie mutacji w eksonach 5, 6, 7 i 8 genu P53 w tarczycach
chorych na lagodne i zlosliwe nowotwory tarczycy, 3.
ocena korelacji miedzy typem histologicznym, stopniem
Zaawansowania w momencie rozpoznania oraz tempem
progresji nowotworu a wykryciem dysfunkgji biatka P53.

Material i metody: Badano uzyskane podczas operacji
tarczyce 33 chorych, w ktérych badanie histopatologiczne
ujawnito: gruczolaka pecherzykowego - 15 przypadkéw
(45%), raka brodawkowatego - 13 (40%), raka pecherzy-
kowego - (6%), raka anaplastycznego — 3 (9%). W grupach
rakéw brodawkowatych i pecherzykowych dwa wyka-
zywaly niski stopieni zr6znicowania. Jako kontroli uzyto
tarczyc 10 chorych, u ktérych tyreoidektomie wykonano
z innych niz choroba tarczycy powodéw. Izolacje DNA
z tarczyc mrozonych przeprowadzono metoda fenolowa
z uzyciem proteinazy K. Amplifikacji eksonéw 5, 6, 7 i
8 dokonano w reakgji laricuchowej polimerazy (PCR).
Produkt amplifikacji poddano wstepnej selekcji anali-
zujac polimorfizm konformacji fragmentéw jednonicio-
wych (SSCP) w zelu poliakrylamidowym. Prébki o zmie-
nionym wzorze prazkéw poddano sekwencjonowaniu
bezposredniemu. Badanie immunohistochemiczne prze-
prowadzono technika ABComplex przy uzyciu monoklo-
nalnych przeciwcial DO-7.

Wyniki: Nadekspresje biatka P53 stwierdzono w siedmiu
przypadkach nowotworéw zlosliwych. Poziom nade-
kspresji byl rézny: w tkankach rakéw niezréznicowa-
nych (anaplastycznych) — wysoki (+++), w nisko- zrézni-
cowanym raku pecherzykowym - nieco nizszy (++), za§ w
przypadkach rakéw brodawkowatych — niski (+). Mutacje
genu P53 wykazano przy uzyciu techniki SSCP w pieciu
przypadkach rakéw tarczycy, przy czym potwierdzenie
metoda sekwencjonowania uzyskano w czterech préb-
kach. Wszystkie zmiany maja charakter mutacji punkto-
wych zmiany sensu typu substytucji.

Chorzy, u ktérych stwierdzono dysfunkcje biatka P53,
prezentowali w wigkszosci wysoki stopien zaawanso-
wania klinicznego raka tarczycy w momencie rozpozna-
nia choroby nowotworowej (T,N,, M, , . ). Ponadto obser-
wowano u nich czesto gwaltowng progresje choroby,
co doprowadzilo do zgonu w okresie kilku miesiecy od

czasu podjecia leczenia.

Whioski:
1. Mutagje genu P53 oraz stabilizacja biatka P53 wyste-
puja czesciej u chorych z niskim stopniem zréznicowa-
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nia rakéw wywodzacych sie z komérek pecherzykowych
tarczycy
2. Ocena nadekspresji bialka P53 oraz analiza mutacji
genu P53 sq wzajemne si¢ uzupekiajgcymi technikami
badawczymi w diagnostyce choréb nowotworowych
tarczycy.

Stowa kluczowe: nowotwory tarczycy, biatko P53, gen P53

THE OVEREXPRESSION INVESTIGATION
OF P53 PROTEIN AND GENE MUTATIONS
IN NEOPLASMAL TISSUE ARISING FROM
FOLLICULAR THYROID CELLS
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Aim: 1) assess the overexpression of P53 protein, 2)
search for the mutations within the 5, 6, 7 and 8 exons of
P53 gene in thyroids obtained from patients with benign
and malignant thyroid neoplasms, 3) estimate if there
is a correlation between detected overexpression of P53
protein and mutations of P53 gene and histological type,
the level of clinical advance at the moment of diagnosis
and the progression rate of the neoplasm.

Materials and methods: The thyroid glands were
obtained during thyroid surgery and the histopatholog-
ical examination revealed: follicular adenomas in 15 (45%)
cases, papillary carcinomas in 13 (40%) cases, follicular
carcinomas in 6% of cases and anaplastic carcinomas in
9% of cases. There were 2 poorly differentiated forms
of carcinomas in the papillary and follicular carcinomas
group. The control group comprised of 10 thyroid glands
obtained from patients in whom a non thyroid-disorders
were the reason for thyreoidectomy.

DNA isolation from frozen thyroids samples was carried
out with fenol method with the use of proteinase K. The
amplification of 5, 6, 7 and 8 exons was conducted with
the use of polimerase chain reaction (PCR). The amplifica-
tion product was initially analysed for changes in migra-
tion in poliacrylamid gel detected by SSCP technique
and chosen samples were directly sequenced. A part of
thyroid tissues was also directed to immunohistochemical
analysis, carried out with ABComplex technique with the
use of DO-7 monoclonal antibodies.

Results: The overexpression of P53 protein was detected
in 7 cases of malignant carcinomas. The overexpres-
sion levels varied in different thyroid tissues and was:
high (+++) in undifferentiated (anaplastic) carcinomas,
moderate (++) in poorly differentiated follicular carcinoma
and low (+) in cases of papillary carcinoma. The P53 gene
mutations were detected with the use of SSCP technique
in 5 cases of thyroid carcinomas and were confirmed by
sequencing in 4 cases. All the mutations were point muta-
tions. Patients, in whom the stabilisation of P53 protein
was detected in tumorous tissues, presented with a high
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clinical advance level when the neoplasm was diagnosed
(T,N,M, . .). Moreover, the progression of the disease
was very rapid and led to death within few months since

the therapy was introduced.

Conclusions:

1. P53 gene mutations and P53 protein stabilisation are
commonly observed in patients with low differentiated
carcinomas, developed from follicular cells,

2. The assessment of P53 protein overexpression as well
as the analysis of P53 gene mutation are essential and
complementary inquiring procedures used in the diagno-
sis of thyroid neoplasms.

Key words: thyroid neoplasms, P53 protein, P53 gene
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AKTYWNOSC KOMOREK ENDOKRYNNYCH
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Wstep: Konopie indyjskie sg jednymi z najstarszych
roslin uzywanych w celach leczniczych. Ich wykorzysta-
nie ograniczone jest dzialaniem psychotropowym oraz
wplywem na uklad dokrewny. W badaniach doswiad-
czalnych wykazano obecnos¢ receptora CB1 w tarczycy
oraz hamujacy wplyw kannabinoidéw na wydzielanie
hormonéw tarczycy.

Cel: Ocena wplywu jednorazowego podania kanna-
binoidéw R(+)-methanandamidu (2.5 mg/kg), stabil-
nego analogu anandamidu oraz selektywnego agonisty
receptora CB1 — CP 55,940 (0.25 mg/kg), na aktywnosé
komérek endokrynnych tarczycy u szczuréw.

Material i metody: Stezenie kalcytoniny w osoczu
oceniono metoda RIA. Badania immunohistohemiczne
wykonano metoda ABC z zastosowaniem przeciwcial
przeciwko kalcytoninie. Badania ultrastrukturalne wyko-
nano wg typowej procedury.

Wyniki: Cztery godziny po iniekcji obu kannabinoidéw
stwierdzono wzrost immunoreaktywnosci komoérek C
z towarzyszacym obniZeniem stezenia kalcytoniny w
osoczu. Badania histologiczne wykazaly obecnos¢ duzych
rozmiaréw pecherzykéw, wyslanych plaskim nablon-
kiem, na szczycie ktérego wystepowaly znacznie mniej
liczne i nizsze mikrokosmki widoczne w mikroskopie
elektronowym. Obraz siateczki srédplazmatycznej, mito-
chondriéw, jader i znaczna iloé¢ ciemnych ziaren sekre-
cyjnych w komérkach C oraz zmniejszenie ilosci wakuoli
resorbcyjnych w komérkach pecherzykowych swiadczyly
o obnizonej aktywnosci obu rodzajéw komérek.

Whniosek: Powyzsze obserwacje wskazuja, iz kannabi-
noidy wplywaja na aktywnos$é komérek endokrynnych
tarczycy, prawdopodobnie przez pobudzenie receptora
CBL1.
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ACTIVITY OF THYROID ENDOCRINE CELLS
AFTER CANNABINOIDS ADMINISTRATION
IN RATS

Robert E. Zbucki', Beata Szynaka’, Bogustaw
Sawicki? Piotr Kosiorek!, I1zabela Bialuk?, Jacek
Dadan*, Maria M. Winnicka®

! Department of General and Experimental Pathology

2 Department of Medical Pathomorphology

3 Department of Histology and Embryology

# 1st Department of General and Endocrinological Surgery, Medical
University of Biatystok, Poland

Introduction: Cannabis sativa is one of the oldest
medicinal plants known to humans. The clinical use of
cannabinoids is limited by their psychotropic and endo-
crine actions. These limitations led to increasing interest
in mechanism of cannabinoids action and their influence
on endocrine cells activity. The presence of cannabinoid
CBlreceptors in thyroid and the inhibitory influence
of cannabinoids on thyroid hormones secretion were
shown.

Aim: Evaluation of the activity of thyroid endocrine cells
after a single ip injection of anandamid analogue - R-(+)-
methanandamide (2.5 mg/kg) and CP 55,940(0.25 mg/
kg), an exogenous agonist of CB1 receptors.

Material and methods: The plasma calcitonin concen-
tration was detected by RIA. The immunohistochemical
and ultrastructural study were performed, using typical
procedure.

Results: Four hours after a single injection of both canna-
binoids significant decrease of CT, accompanied by an
enhancement of CT-immunoreactivity of parafollicular
cells was observed. In histological image the majority of
follicles had large size and a low epithelium, with less
numerous and hypotrophic microvilli seen in micro-
graphs. The pattern of endoplasmic reticulum, mitochon-
dria, nuclei and the presence of numerous dark secretary
granules in C cells, but less number of reabsorbing vacu-
oles in follicular cell indicate that cannabinoids attenu-
ated both follicular cell and C cells activity.

Conclusion: These observations may point, that cannabi-
noids play a role in regulation of thyroid endocrine cells
activity probably via CB1 receptor.
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REGULACJA STEZENIA GRELINY PRZEZ
L-TYROKSYNE

Robert E. Zbucki'?, Bogustaw Sawicki®, Jacek
Dadan’, Maria M. Winnicka®, Zbigniew Puchalski’

! Zaktad Patologii Ogélnej i Doswiadczalnej,

2 Zaktad Histologii i Embriologii,

3 I Klinika Chirurgii Ogélnej i Endokrynologicznej, Akademia
Medyczna w Biatymstoku.

Wstep: Grelina jest ostatnio odkrytym, 28-aminokwaso-
wym peptydem pobudzajacym apetyt poprzez przekazy-
wanie sygnatu z tkanek obwodowych do mézgu. Grelina
pelni role endogennego liganda receptora odpowiedzial-
nego za uwalnianie hormonu wzrostu. Odkrycie wplywu
przyjmowania pokarmu na pobudzanie sekrecji greliny
wskazuje na jej pomostowa role pomiedzy procesem
wzrostu, a procesami metabolicznymi oraz na jej udzial

w regulagji bilansu energetycznego i masy ciala zaréwno
w stanach fizjologicznych, jak i patologicznych. Badania
immunohistochemiczne oraz hybrydyzacja in situ wyka-
zaly, iz komorki zawierajace greline sa komérkami X/A
podobnymi, nalezacymi do komoérek neuroendokryn-
nych blony sluzowej zoladka. Regulacja wydzielania
greliny nie zostala dotad wyjasniona.

Cel: Ocena stezenia greliny w osoczu oraz jej immuno-
reaktywnosci w blonie sluzowej zotadka u szczuréw
z nadczynnoscig tarczycy.

Material i metody: Model doswiadczalnej nadczynno-
§ci tarczycy wywolano przez codzienne dootrzewnowe
podawanie L-tyroksyny w dawce 80 ug/kg przez 21 dni.
Wyniki: W badanej grupie zwierzat, wykorzystu-
jac metode ABC oraz przeciwciala przeciwko greli-
nie, stwierdzono wzrost immunoreaktywnosci komdérek
blony $luzowej dystalnej czesci zoladka, ktéremu towa-
rzyszylo istotne statystycznie obniZenie stezenia greliny
w osoczu ocenione metoda RIA.

Whniosek: Powyzsze obserwacje wskazuja, iz hyperfagia
zwigzana z doswiadczalng nadczynnoscig tarczycy jest
niezalezna od greliny.

Praca zostata wykonana w ramach projektu KBN nr 1-40065.

REGULATION OF GHRELIN LEVEL BY
L-THYROXINE

Robert E. Zbucki'?, Bogustaw Sawicki’, Jacek
Dadan®, Maria M. Winnicka', Zbigniew Puchalski®

! Department of General and Experimental Pathology, Medical
University of Biatystok, Poland

2 Department of Histology and Embryology, Medical University of
Biatystok, Poland

3 1st Department of General and Endocrinological Surgery, Medical
University of Biatystok, Poland

Introduction: Ghrelin is a novel 28 amino acids peptide
that transmits appetite related signals from peripheral
organs to the brain. Ghrelin was recognised as endoge-
nous ligand of growth hormone secretagogue receptor.
The finding that food intake increases secretion of ghrelin,
suggests that this hormone may be a bridge connecting
somatic growth with energy metabolism and appears to
play a role in the alteration of energy homeostasis and
body weight in physiological and pathological condi-
tions. Immunohistochemical analysis and in situ hybri-
disation indicated that ghrelin-containing cells belong to
neuroendocrine cells found in mucosa of stomach, known
as X/A like cells. However, a little is known about regu-
lation of ghrelin secretion.

The aim of this study was the evaluation of ghrelin
plasma concentration and estimation of ghrelin-immuno-
reactivity in stomach mucosa in hyperthyroid rats.

Material and methods: Experimental model of hyperthy-
roidism was produced in male Wistar rats by ip. injection
of L-thyroxine at the dose of 80 pg/kg daily given over
21 days.

Results: In distal part of stomach of experimental
animals, an increase of ghrelin-immunoreactivity in
gastric mucosa, shown by ABC technique with monoc-
lonal specific antibodies against ghrelin, was observed. It
was accompanied by the significant decrease of plasma
ghrelin concentration evaluated by RIA method.
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Conclusions: These observations indicate, that hyperfa-
gia associated with experimental hyperthyroidism is not
mediated by ghrelin.

This study was supported by KBN grant No: 1-40065.
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PROFIL EKSPRESJI GENOW W RAKU
RDZENIASTYM TARCZYCY: POROWNANIE
POSTACI DZIEDZICZNE] I SPORADYCZNE]

Malgorzata Oczko-Wojciechowska®, Jan Wtoch?,
Matgorzata Wiench', Krzysztof Fujarewicz?,
Krzysztof Simek?, Elzbieta Gubata', Sylwia Szpak-
Ulczok!

! Zaktad Medycyny Nuklearnej i Endokrynologii Onkologicznej,
2 Zaktad Biologii Nowotwordéw,

3 Klinika Chirurgii Onkologicznej, Centrum Onkologii — Instytut
im. Marii Sktodowskiej-Curie, Oddzial w Gliwicach

Wstep: Rak rdzeniasty tarczycy (medullary thyroid carci-
noma, MTC) jest nowotworem wywodzacym sie z okolo-
pecherzykowych komérek C tarczycy. W okoto 30% przy-
padkéw rak ma charakter dziedziczny i zwigzany jest
z obecnoscia mutacji germinalnej w genie RET.

Cel: Celem pracy byla analiza profilu ekspresji genéw
charakterystycznych dla raka rdzeniastego tarczycy
przy zastosowaniu mikromacierzy oligonukleotydowych
wysokiej gestosci (HG U133A, Affymetrix) oraz poréw-
nanie profilu ekspresji pomiedzy postacia dziedziczng
i sporadyczna tego nowotworu.

Materiat i metody: Analizie poddano 24 prébki tkanko-
we, w tym 12 tkanek MTC oraz 12 odpowiadajacych im
tkanek zdrowych. Polowe grupy stanowily przypadki
dziedziczne (iMTC), w tym cztery mutacje w kodonie
634 i dwie w kodonie 620. We wszystkich tkankach raka
sporadycznego potwierdzono obecnos¢ mutacji soma-
tycznej w kodonie 918. Do analizy bioinformatycznej
wykorzystano metode SVD (analiza wartosci singular-
nych, Singular Value Decomposition) oraz metode oparta
o maszyny wektoréw wspierajacych — Recurrent Feature
Replacement (RFR).

Wyniki: W analizie SVD dwie pierwsze mody obrazo-
waly réznice guz/tkanka zdrowa, trzecia moda SVD
byla zwiazana przynajmniej czesciowo z odpowiedzig
immunologiczng. Wzér ekspresji charakterystyczny dla
raka rdzeniastego obejmowal zatem nie tylko zmiany w
obrebie genéw zwigzanych z samym procesem nowotwo-
rowym lecz réwniez podwyzszong ekspresje genéw w
komoérkach C (RET, CALCA, GFRA2 i 4). Dalsza analiza
drugiej mody przy pomocy analizy wariancji pozwolita
wyodrebni¢ dwie podgrupy w obrebie tkanek nowotwo-
rowych, podzial ten nie byl jednak zwigzany z réznica
iMTC/sMTC. Zastosowanie RFR takze nie pozwolilo na
znalezienia wyraznej r6znicy w profilu ekspresji pomie-
dzy tymi dwoma grupami rakéw.

Whioski: Uzyskane dane nie pozwalaja na wyodrebnie-
nie istotnych réznic w profilu ekspresji genéw pomie-
dzy sporadycznym i dziedzicznym rakiem rdzeniastym
tarczycy, co przemawia za wspdlnym torem transformacji
nowotworowej w obydwu postaciach choroby.

Projekt finansowany przez Ministerstwo Nauki
i Informatyzacji.
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GENE EXPRESSION PROFILE OF MEDULLARY
THYROID CARCINOMA: COMPARISON OF
SPORADIC AND INHERITED CANCER

Malgorzata Oczko-Wojciechowska', Wioch Jan?,
Wiench Malgorzata®, Fujarewicz Krzysztof®, Simek
Krzysztof, Gubata Elzbieta', Szpak-Ulczok Sylwia®

! Department of Nuclear Medicine and Endocrine Oncology

2 Department of Tumor Biology,

3 Department of Oncology Surgery -MSC Memorial Institute-
Center of Oncology, Gliwice

Introduction: Medullary thyroid carcinoma (MTC) occurs
both a sporadic and a familial disease. Inherited MTC
accounts for about 30% of all MTC cases.

Aim: The aim of the study was to define gene expres-
sion profile of medullary thyroid carcinoma (MTC) and to
characterize molecular profiles of sporadic and inherited
MTC by high density oligonucleotide microarray.

Material i methods: 12 MTC samples and corresponding
normal tissues taken intraoperatively were investigated
by HG-U133A microarray. Among six inherited MTC
(iMTC) patients there were four with germline mutation
at codon 634 and two at codon 620 of RET proto-onco-
gene. All sporadic cases exhibited somatic mutation at
codon 918.

Results: First, the differences between MTC and normal
tissue were analyzed by means of Singular Value Decom-
position (SVD). The characteristic expression pattern,
besides of very numerous changes of cancer-related
genes, included an up-regulation of genes specific for
thyroid C cells (e.i. RET, CALCA, GFRA 2 and 4) while
follicular thyroid cell genes, as expected, were found to
be down-regulated. No differences between sporadic
and inherited MTC were detected by SVD and ANOVA
which confirmed the very similar expression profile in
both forms of MTC. However, when a supervised method
(Recurrent Feature Replacement, RFR) was applied, some
minor differences in gene activation was obtained.

Conclusions: The obtained results indicate a very similar
gene expression pattern in inherited and sporadic MTC,
due to the common mechanism of neoplastic transforma-
tion.

This project was supported by Polish Ministry of Scientific
Research
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EKSPRESJA GENU DPP4 W RAKU
BRODAWKOWATYM TARCZYCY

Joanna Ozég', Michat Jarzgb?, Agnieszka
Pawlaczek’, Malgorzata Oczko-Wojciechowska®, Jan
Wioch?, Jézef Roskosz', Elzbieta Gubata’, Barbara
Jarzgb'
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Wstep: We wstepnej analizie profilu ekspresji genéw
w raku brodawkowatym tarczycy (PTC) wytypowano
przy wuzyciu mikromacierzy oligonukleotydowych
(Jarzab i wsp., Cancer Res. 2005) gen dipeptydylopepty-
dazy IV (DPP 1V) jako potencjalny marker molekularny
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w PTC. Ekspresja DPP IV obserwowana jest w komor-
kach nabtonkowych wielu narzadéw, komérkach uktadu
odpornosciowego a takze w takich nowotworach jak
czerniak, rak prostaty, jelita grubego i tarczycy. Badania
kliniczne nad inhibitorami tego biatka wzmacniajg zainte-
resowanie genem DPP IV jako mozliwym molekularnym
punktem uchwytu dla nowych form terapii.

Cel: Celem pracy jest zbadanie ekspresji genu DPP IV
w raku brodawkowatym tarczycy oraz w tkance prawi-
dlowej za pomoca mikromacierzy oligonukleotydowych
i ilosciowej reakcji RT-PCR w czasie rzeczywistym (Q
RT-PCR).

Material i metody: Material uzyskano z tkanek pobra-
nych $rédoperacyjnie, catkowity RNA wyizolowano
przy uzyciu zestawy RNeasy Midi i Mini (Qiagen). Przy
pomocy mikromacierzy oligonukleotydowych HG-U133A
analizie poddano 97 tkanek (47 PTC i 44 tkanki nienowo-
tworowe). W 102 tkankach (62 PTC oraz 40 tkanek nieno-
wotworowych) do oceny ekspresji genu DPP IV zastoso-
wano réwniez reakcje Q RT-PCR, réwnoczesnie z pomia-
rem beta-glukuronidazy jako genu odniesienia.

Wyniki: Ekspresje genu DPP IV mierzono na macierzach
trzema zestawami sond. Wszystkie trzy sondy wykazy-
waly silnie znamienng statystycznie réznice pomiedzy
ekspresja w PTC a tkankami nienowotworowymi (207,3
jedn. w poréwnaniu do 7,7 jedn.). Dla najlepiej rézni-
cujacego zestawu sond, tylko 2,3% tkanek zdrowych
oraz 83% rakéw brodawkowatych wykazywalo ekspre-
sje powyzej 100 jedn. Takze w reakcji Q RT-PCR stwier-
dzono znamienng réznice miedzy PTC a tkankami nieno-
wotworowymi, jednak byta ona mniej wyrazna, co mogto
wynikac z gorszej jakosci uzytego RNA.

Whnioski: Uzyskane wyniki wskazuja na uzytecz-
no$¢ genu DPP IV jako markera w raku brodawkowa-
tym tarczycy. Analiza za pomoca ilosciowej Q-RT-PCR
wymaga jednak dalszej optymalizacji reakcji oraz zasto-
sowania innych metod normalizacji.

EXPRESSION OF DPP IV IN PAPILLARY
THYROID CARCINOMA

Joanna Ozdg', Michat Jarzgb?, Agnieszka
Pawlaczek', Malgorzata Oczko-Wojciechowska’, Jan
Wioch®, Jozef Roskosz', Elzbieta Gubala', Barbara
Jarzgb!

! Department of Nuclear Medicine and Endocrine Oncology

2 Department of Tumor Biology,

3 Department of Oncology Surgery -MSC Memorial Institute-
Center of Oncology, Gliwice

Introduction: Analysis of gene expression profile of
papillary thyroid cancer (PTC) by oligonucleotide micro-
array (Jarzab et al., Cancer Res. 2005) indicates that dipep-
tidyl peptidase IV (DPP IV) could be strong molecular
marker. DPP IV is widely expressed in epithelial cells of
many organs, immune cells and also has been found in
different malignancies: melanoma, prostate, colon and
thyroid carcinoma. At the moment, specific inhibitors of
this protein are in early stage of clinical trials, which may
also make it an interesting molecular target in PTC.

Aim: To study of DPP IV expression in papillary and
normal thyroid tissues by oligonucleotide microarrays
and real-time RT-PCR (Q RT-PCR).

Material and methods: Thyroid tissues were taken intra-
operatively and snap-frozen, total RNA was extracted
by RNeasy Midi and Mini Kit (Qiagen). 97 tissues (47
PTC and 44 normal tissues) were analyzed by GeneChip
HG-U133A oligonucleotide microarray. 102 tissues were
investigated (62 PTC and 40 normal tissues) by real-time
quantitative PCR for DPP IV gene, in multiplex setting
with beta-glucuronidase as a reference gene.

Results: DPP IV expression on U133 microarray was
measured by three probesets. All were highly significan-
tly different between PTC samples and benign/normal
thyroid. Mean expression in benign thyroid samples
was 7,7 units, comparing to 207,3 units in PTC. For the
best differentiating probeset, only 2,3% of benign tissues
exhibited value higher than 100 units, while this was the
case in 83% of tumors. In the Q RT- PCR there were more
outliers than in microarray samples, which we link to
worse RNA quality of samples analyzed by Q-PCR.

Conclusion: The obtained results indicate the usefulness
of DPP IV gene as a marker of papillary thyroid cancer.
Its measurement by Q-RT-PCR demands adequate reac-
tion design and needs further optimization.
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EKSPRESJA MRNA PODJEDNOSTEK
TELOMERAZY (TERT, TR, TP1) W TKANKACH
TARCZYCY Z UZYCIEM TECHNIKI QRT-PCR

Dariusz Kajdaniuk’, Bogdan Marek’, Urszula
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Telomeraza sklada si¢ z trzech podstawowych pojed-
nostek: odwrotnej transkryptazy (TERT), telomerowego
RNA (TR), telomerowego biatka (TP1).

Celem badari byla ocena ekspresji mRNA podjednostek
telomerazy w tkankach tarczycy pobranych od chorych
z wolem guzkowym obojetnym (NTG) i nadczynnym (TG),
chorobg Gravesa (GD), rakiem brodawkowatym tarczycy
(PC). Badania przeprowadzono u 63 chorych poddanych
tyreoidektomii. Grupa PC liczyta 6, NTG - 27, TG - 22, GD -
8 chorych. Ekspresje mRNA w tkankach tarczycy oceniono
z uzyciem iloSciowej reakcji odwrotnej transkrypgji i poli-
meryzacji (QRT-PCR). Tkanke kontrolng (C) stanowily
fragmenty zdrowej tkanki pochodzace z obwodowych
czesci usunietego plata tarczycy chorych operowanych
z powodu pojedynczego lagodnego guza tarczycy.

Wyniki: Stwierdzono: brak réznicy w ekspresji mRNA
TP1 pomiedzy tkanka patologiczng i C we wszystkich
badanych grupach; brak réznicy w ekspresji mRNA
TP1 pomiedzy tkankami patologicznymi w badanych
grupach chorych; brak réznicy w ekspresji mRNA TERT
i TR pomiedzy tkankg C i patologiczna (NTG, TG, GD);
istotne zwigkszenie ilosci kopii mRNA TERT oraz TR w
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tkance PC w poréwnaniu z C; brak réznic w ekspres;ji
mRNA TERT i TR pomiedzy tkankami patologicznymi
uzyskanymi od chorych (NTG, TG, GD); istotnie wigksza
ekspresje mRNA TERT i TR w tkance PC w poréwnaniu
do tkanki guza fagodnego (NTG).

Whniosek: Wysoka ekspresja podjednostek TERT i TR
telomerazy w guzie nowotworowym w poréwnaniu do
innych tkanek, zaré6wno kontrolnych jak i tkanki guza
fagodnego dowodzi duzego znaczenia tych parametréow
w diagnostyce raka brodawkowatego tarczycy.

Praca zrealizowana w ramach grantu KBN - 3P05B03123.

QRT-PCR ANALYSIS OF TELOMERASE
SUBUNITS (TERT, TR, TP1) mRNA
EXPRESSION IN THYROID TISSUE
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! Division of Pathophysiology and 3 Clinic of Endocrinology,
Department of Pathophysiology and Endocrinology, Medical
University of Silesia, Zabrze

2 Department of Molecular Biology, Medical University of Silesia,
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Human telomerase is a complex consists of three major
subunits: telomerase reverse transcriptase (TERT), telo-
merase RNA (TR), telomerase-associated protein (TP1).

The aim of the study was to investigate the expression of
telomerase subunits mRNA in thyroid tissue of patients
with non-toxic (NTG) and toxic multinodular goiter (TG),
Graves’ disease (GD), papillary cancer (PC). Studies were
performed in 63 patients undergoing thyreoidectomy. PC
group consisted of 6, NTG - 27, TG - 22, GD - 8 patients.
The levels of the mRNAs in thyroid specimens were
evaluated by quantitative reverse transcriptase polyme-
rase chain reaction (QRT-PCR). Part of normal thyroid
tissue from the peripheral parts of removed lobe of
thyroid gland of patients operated due to single benign
tumor of thyroid gland was a control tissue (C).

Results: It was shown: no difference in expression of
mRNA TP1 between diseased and C tissues in all groups;
no difference in expression of mRNA TP1 between dise-
ased tissues; no difference in expression of mRNA TERT
and TR between diseased (NTG, TG, GD) and C tissues;
significant increase in the number of copies of mRNA
TERT and TR in PC in comparison with C; no differences
in expression of mRNA TERT and TR between diseased
(NTG, TG, GD) tissues; significantly higher expression of
mRNA TERT and TR in PC in comparison with tissue of
benign tumor (NTG).

Conclusion: High expression of mRNA TERT and TR
in neoplastic tumor in comparison with other tissues -
control tissues as well as tissue of benign tumor - proves
big importance of these parameters in diagnostics of
papillary cancer of thyroid gland.

This work was supported by a grant 3P05B03123 (KBN).
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KURKUMINA MODYFIKUJE FUNKCJE
TARCZYCY SZCZUROW Z INDUKOWANA
HIPOTYREOZA

Monika Papiez, Marcin Kaja, Barbara Nowak

Zaktad Cytobiologii i Histochemii, Wydziat Farmaceutyczny,
Collegium Medicum, Uniwersytet Jagielloriski, Krakéw

Wstep: Kurkumina (dwuferuilometan) jest roslinnym
polifenolem wywotujacym hyperplazje nablonka peche-
rzykoéw tarczycy u myszy po dlugotrwatym (2 lata) poda-
waniu.

Cel pracy: Badanie wplywu kurkuminy na stan czynno-
$ciowy prawidlowej lub niedoczynnej tarczycy szczura.

Material i metody: Badania przeprowadzono na 3-
miesiecznych samcach szczuréw rasy Wistar. Szczury
podzielono na 4 grupy, 1 kontrolng K i 3 doswiadczalne
(D1-D3). Szczurom podawano doustnie, codziennie przez
30 dni: grupa K — 1 ml oleju kukurydzianego (5 osobni-
kéw), grupa D1 — kurkumine w dawce 100 mg/kg m.c.
(5 osobnikéw), grupa D2 — propylotiouracyl (PTU) w
dawce 1 mg/kg m.c. (6 osobnikéw), grupa D3 — jedno-
czesnie kurkumine (100 mg/kg m.c.) i PTU (1 mg/kg
m.c.) — 6 osobnikéw. Kurkumine i PTU podawano w 1
ml oleju kukurydzianego. Od szczuréw pobrano tarczyce
oraz krew z zyly ogonowej. W surowicy krwi ozna-
czono poziom FT4 i FT3 metoda radioimmunologicz-
na. Tarczyce poddano analizie morfologicznej i wyko-
nano histomorfometryczne pomiary wysokosci nablonka
pecherzykéw oraz frakcji objetosciowej koloidu. Do
pomiaréw morfometrycznych uzyto komputerowego
systemu analizy obrazéw mikroskopowych z programem
MultiScan v 6.08. Analize statystyczng wynikéw przepro-
wadzono za pomocg testu ANOVA.

Wiyniki: W tarczycach szczuréw grupy D1 nie obserwo-
wano réznic morfologicznych w stosunku do kontrol-
nych K. W grupie D1 wykazano znamienny wzrost steze-
nia FT4 i brak réznic w FT3 w surowicy krwi w stosunku
do grupy K. U szczuréw grupy D2 wystepowaly symp-
tomy hipotyreozy: hiperplazja nablonka pecherzykéw,
spadek poziomu FT4. W grupie D3 obserwowano zwiek-
szenie hiperplazji nablonka pecherzykéw i zmniejszenie
objetosci koloidu w stosunku do grupy D2. Nie wyka-
zano znamiennych réznic w poziomie FT4 i FT3 miedzy
grupa D2 i D3.

Whnioski i podsumowanie: Na podstawie przedstawio-
nych wynikéw badari mozna przypuszczad, ze kurku-
mina dziata synergistyczne z PTU, nasilajac objawy indu-
kowanej hipotyreozy u szczuréw.

CURCUMIN MODIFIES THYROID FUNCTION
IN RATS WITH INDUCED HYPOTHYROIDISM

Monika Papiez, Marcin Kaja, Barbara Nowak

Department of Cytobiology and Histochemistry, Pharmaceutical
Faculty, Collegium Medicum, Jagiellonian University, Krakéw

Introduction: Curcumin (diferuloylmethane) is a plant
polyphenol which evokes hyperplasia of the follicular
epithelium in the thyroid of mice after prolonged (2-year)
treatment.
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Aim of the study: Investigation into the influence of
curcumin on normal thyroid or hypothyroidism in rats.

Materials and methods: The study was conducted on 3-
month-old male Wistar rats. The animals were divided
into four groups: 1 control (K) and 3 experimental (D1-
D3) ones. They were treated daily for 30 days by gavage:
group K — with 1 ml of corn oil (5 rats); group D1 — with
curcumin, 100 mg/kg b.w. (5 rats); group D2 — with
propylthiouracil (PTU), 1 mg/kg b.w. (6 rats); group D3
- with simultaneous curcumin, 100 mg/kg b.w., and PTU,
1 mg/kg b.w. (6 rats). Curcumin and PTU were admini-
stered in 1 ml of corn oil. Thyroid glands were excised
and venous blood was collected. The blood plasma FT4
and FT3 were radioimmunologically measured. The
thyroid glands were morphologically analyzed, and
histomorphometric measurement of follicular epithe-
lium height and of the volume density of the coloid was
carried out. A morphometric assay was performed using
a computer-assisted image analyzer with the MultiScan v
6.08 programme. The results were statistically analyzed
by the ANOVA test.

Results: There were no morphological differences in the
thyroid glands between the D1 and the K groups of rats.
In group D1, a significant increase in FT4 concentration
and no significant differences in that of FT3 were obse-
rved compared to group K. Hypothyroidism symptoms,
such as hyperplasia of the follicular epithelium and a
decrease in plasma FT4 content, occurred in group D2
rats. In group D3, an increased hyperplasia of the folli-
cular epithelium and a reduced colloid D3 volume were
found compared to group D2. There were no proven
significant differences in FT4 and FT3 concentrations
between groups D2 and D3.

Conclusions: It is assumed that curcumin synergistically
interacts with PTU by enhancing induced hypothyro-
idism symptoms in rats.
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PRZERZUTY ZROZNICOWANEGO RAKA
TARCZYCY (ZRT) DO WEZEOW CHEONNYCH
(WCH) W RUTYNOWYM BADANIU
HISTOPATOLOGICZNYM (RBH) I BADANIU
MOLEKULARNYM (BM)

Kaczka Krzysztof, Jakubiak-Wielganowicz
Magdalena, Wéjcik 1zabela, NiedZwiecki
Sebastian, Kuzdak Krzysztof, Pomorski Lech

Klinika Chirurgii Endokrynologicznej i Ogdlnej Uniwersytetu
Medycznego w Eodzi

Wstep: Usuniete w trackie operacji ZRT WCH sa oceniane
jedynie w RBH. W innych nowotworach ztosliwych do
oceny obecnosci przerzutéow w WCH uzywano BM,
szczegoblnie z wykorzystaniem RT-PCR.

Cele: 1.0cena obecnosci przerzutéw ZRT w WCH za
pomoca: RBH i badania RT-PCR ukierunkowanego na
wykrycie mRNA dla tyreoglobuliny. 2.0cena wplywu
wynikéw badania molekularnego z WCH w ZRT na
ocene zaawansowania guza w ukladzie TNM.

Material i metodyka: W badaniu analizowano WCH od
31 chorych (26 kobiet i 5 mezczyzn) w wieku od 19 do 68
lat, u ktérych podejrzewano lub rozpoznano przed opera-

cja ZRT. Wykonano u nich doszczetne wyciecie tarczycy,
uzupemnione o limfadenektomie srodkowsa oraz zmody-
fikowane, jedno- lub wielopolowe wycigcie ukladu
chlonnego szyi z przedzialéw bocznych szyi i Srédpier-
sia gérnego. Kazdy uzyskany WCH podzielono na dwie
réwnowazne czesci. Jedng wykorzystano do przeprowa-
dzenia RBH. Druga do badania RT-PCR.

Wyniki: Obecnos$¢ przerzutéw ZRT oceniono w 238
WCH. W RBH znaleziono przerzuty w 33(36,26%) WCH
u 11(35,48%) chorych. Obecnos¢ mRNA dla Tg za pomoca
techniki RT-PCR stwierdzono w 41(42,27%) WCH
u 12(38,71%) chorych. U jednej chorej w badaniu RT-PCR
stwierdzono obecnos¢ przerzutéw w 2 WCH, ktére w
RBH byly ujemne. U czterech pacjentéw stwierdzono za
pomoca badania RT-PCR wiecej przerzutowych WCH
niz w RBH. Trzech z nich miato po 2 WCH, z ktérych
uzyskano dodatni wynik RT-PCR przy ujemnym wyniku
RBH. Inna chora miata jeden taki WCH. U innej pacjentki
stwierdzono w RBH 3 przerzuty w WCH przedzialu
bocznego prawego. Dodatni wynik RT-PCR uzyskano
jedynie z 2 WCH od tej chorej. Badanie molekularne
zmienilo ocene zaawansowania u 5(16,13%) z 31 chorych,
z czego w Kklasyfikacji TNM cecha N ulegla zmianie
z NO na N1 u 1 chorej, u pozostatych zmianie ulegta tylko
liczba zajetych WCH.

Whioski:

1. Metoda RT-PCR dla Tg mRNA moze wspoméc RBH
w wykrywaniu komérek ZRT w WCH.

2. Wyniki BM nie wplywajg w sposéb istotny na zmiane
zaawansowania w klasyfikacji TNM.

METASTASES OF THE DIFFERENTIATED
THYROID CANCER (DTC) TO LYMPH

NODES (LNS) IN THE ROUTINE
HISTOPATHOLOGICAL EXAMINATION (RHE)
AND MOLECULAR EXAMINATION (ME)

Kaczka Krzysztof, Jakubiak-Wielganowicz
Magdalena, Wéjcik 1zabela, NiedZwiecki Sebastian,
Kuzdak Krzysztof, Pomorski Lech

Clinic of Endocrine and General Surgery of Medical University in
Eo6dz

Introduction: The removed LNs, during the operation
of DTC, are evaluated only by the RHE. In case of other
cancers also ME, especially RT-PCR, are used to find the
metastases in the LNs.

Aim: The investigation of DTC metastases in the LNs by
the RHE and Tg mRNA RT-PCR evaluation of the impact
of ME results from the LNs on the TNM staging.

Material and methods: The LNs from 31 patients (26
women, 5 men) were analyzed. They were from 19 to
68 years old and were suspected or recognized of DTC
before the operation. During the operation total thyre-
oidectomy with central lymphadenectomy were perfor-
med. Also modified, radical lymphadenectomy in the
lateral neck compartments and the upper mediastinum
were made. Each obtained lymph node was cut into two
equal parts. One of them was used for the RHE, the other
one for RT-PCR.

Results: The presence of DTC metastases was evaluated
in 238 LNs. In RHE 33(36,26%) metastases in 11(35,48%)
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were found. Positive Tg mRNA signal was observed in
41(42,27%) LNs from 12(38,71%) patients. In one patient,
two histopatologically negative LNs, were positive in
the ME. In four other patients more lymph node meta-
stases in the ME were found than in the RHE. Three of
these patients had two more positive LNs in RT-PCR, the
other patient had one more positive lymph node. In other
woman, three positive LNs in histopathology were found.
According to RT-PCR there were only two positive LNs.
The ME has changed the evaluation of the tumor’s stage
in 5(16,13%) patients but only in one woman TNM staging
was increased from NO to N1. In the rest of the patients
only the number of the involved LNs was changed.

Conlcusions:

1. Tg mRNA RT-PCR might help in the detection of the
lymph node metastases of DTC.

2. The results of the ME don't change significantly TNM
staging.
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CHARAKTERYSTYCZNY WZORZEC
IMMUNOEKSPRES]I BIAEEK CYKLU
KOMORKOWEGO: CYKLINA E, pRb, p21 CIP/WAF1
W RAKU BRODAWKOWATYM TARCZYCY

Brzeziriski Jan', Migodziriski Adam?, Toczek
Aleksandra®, Tazbir J6zef’, Dedecjusz Marek’

! Klinika Chirurgii Endokrynologicznej i Ogélnej, Uniwersytet
Medyczny w Eodzi

2 Samodzielny Oddziat Medycyny Ratunkowej, Uniwersytet
Medyczny w Eodzi

3 Pracownia Immunologii Kardiologicznej i Transplantacyjnej,
W.S.S. im. M. Kopernika w Eodzi

Wstep: niekontrolowany podzial komérek, bedacy
jedna z charakterystycznych cech nowotworu, moze
byé zaréwno skutkiem nadekspresji stymulatoréw jak i
supresji inhibitoréw cyklu komérkowego.

Celem obecnej pracy byla analiza immunosupres;ji
panelu trzech biatek regulatorowych cyklu komérkowe-
go: jednego stymulatora — cyklina e, oraz dwéch inhibito-
réw — p21 CP/WARL pRb, w réznych stadiach zaawanso-
wania raka brodatego tarczycy.

Materialy i metody: Analize immunoekspresji panelu
analizowanych biatek przeprowadzono na materiale 51
rakéw brodawkowatych tarczycy w stopniu zaawanso-
wania od pTla do pT4, uwzgledniajac dane kliniczne i
histopatologiczne.

Wyniki: Wraz ze wzrostem zaawansowania nowotworu
obserwowano utrate immunoekspresji p21 “PVWAFL przez
jego komorki. Réznice ekspresji tego biatka byly istotne
pomiedzy rakami pTla i pT4 oraz miedzy mikrorakami
a rakami pT4. Podobnie zachowywala si¢ immunoek-
spresja pRb, a réznice ekspresji tego biatka osiagnety
poziom istotnosci statystycznej pomiedzy rakami pTla
i pT4 oraz miedzy mikrorakami a rakami pT4. Ekspre-
sja cykliny e byla stwierdzona w 90,4% rakéw brodawko-
watych tarczycy o stopniu zaawansowania wiekszym od
pT1la. Ponadto réznica $redniej wartosci immunoekspres;ji
tego bialka byla istotna pomiedzy mikrorakami a pozo-
stalymi nowotworami. Obserwowano dodatnig korela-
cje pomiedzy indeksem immunohistochemicznym a stop-
niem zaawansowania nowotworu wyrazonym w skali
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TNM. Wszystkim przypadkom, w ktérych wystapily
przerzuty do weziéw chlonnych towarzyszyla ekspresja,
a w wiekszosci nadekspresja cykliny E. Co wiecej, zaob-
serwowano ujemng korelacje pomiedzy immunoekspre-
sja cykliny E i pRb.

Whioski: Wyniki obecnej pracy sugeruja, ze ekspre-
sja (lub nad ekspresja) cykliny E wraz z supresjg pRb i
p21 CP/WARL moga stanowic charakterystyczny wzorzec
dla rakéw brodawkowatych tarczycy wczesniej dajacych
przerzuty do wezléw chlonnych. Jesli obecne wyniki
potwierdzilyby sie na wiekszej grupie pacjentéw to prze-
ciwciala przeciwko badanym biatkom moglyby stanowié
panel diagnostyczny umozliwiajacy przewidywanie prze-
rzutowego potencjatu rakéw brodawkowatych tarczycy.
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DEJODYNAZA TYPU PIERWSZEGO (D1) JEST
OBECNA W TKANCE RAKOW PIERSI

Marcin Debski', Janusz Pachucki', Michat
Ambroziak®, Janusz Nauman', Alicja Nauman?,
Edward Towpik?, Wlodzimierz Olszewski*, Ewa
Bar-Andziak!

! Katedra i Klinika Choréb Wewnetrznych i Endokrynologii,
Akademia Medyczna w Warszawie

2 Zaktad Biochemii, Centrum Medycznego Ksztalcenia
Podyplomowego, Warszawa

3 Klinika Nowotwordw Piersi i Chirurgii Rekonstrukcyjnej,
Instytut Onkologii, Warszawa

* Zaktad Patologii, Instytut Onkologii, Warszawa

Wstep: Hormony tarczycy wplywajq na procesy wzrostu,
podziatu, réznicowania oraz apoptozy komérek. Procesy
te sa zaburzone w chorobach nowotworowych. Aktywna
postacia hormonéw tarczycy jest tréjjodotyronina, ktéra
powstaje gléwnie w narzadach obwodowych w reakgji
katalizowanej przez dejodynaze typu pierwszego. Zabu-
rzona jej funkcje obserwowano w réznych nowotworach
przykladowo w raku jasnokomérkowym nerki i raku
tarczycy.

Cel: Zbadanie obecnosci D1 na poziomie mRNA oraz
aktywnosci enzymatycznej w tkankach pochodzacych
z raka sutka i w kontrolnych tkankach niezmienionych
nowotworowo.

Material: Zebrano 36 tkanek pochodzacych z rakéw
sutka i 36 tkanek kontrolnych sutka niezmienionych
nowotworowo. Tkanki podzielono wedtug stopnia zlosli-
wosci histopatologicznej oraz zaawansowania klinicz-
nego choroby.

Metody: Aktywnos$¢ enzymatyczna byla mierzona za
pomoca pomiaru jodu radioaktywnego uwolnionego
z substratu. Swoiste mRNA dla dejodynazy typu pierw-
szego oceniano metoda Northern blot z uzyciem specy-
ficznej sondy radioaktywne;j.

Wyniki: W tkankach kontrolnych stwierdzono bardzo
niskg lub niewykrywalna aktywnosé enzymatyczng D1.
Swoiste mRNA bylo obecne tylko w 2 przypadkach.
W tkankach rakéw sutka w 29 tkankach obserwowano
podwyzszona aktywnos$é D1, a mRNA bylo obecne w 13
przypadkach guzéw. Aktywnos$é enzymatyczna pozy-
tywnie korelowala z ekspresja mRNA. Wyzsze aktyw-
nosci obserwowano w guzach mniejszych i o nizszym
stopniu zlosliwosci.
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Whioski: Dejodynaza typu pierwszego jest wykrywalna
w rakach sutka zar6wno na poziomie aktywnosci enzy-
matycznej, jak i ekspresji mRNA. Regulacja jej aktywno-
$ci wydaje sie zachodzi¢ na poziomie przed- i potransla-
cyjnym oraz w sposéb odmienny w zaleznosci od stopnia
zlosliwosci i zaawansowania. D1 jest obecna w tkance
niezmienionej nowotworowo w stopniu znikomym lub
niewykrywalnym przy zastosowanej metodyce.

DEIODINASE TYPE ONE (D1) IS PRESENT IN
BREAST CANCER TISSUE

Marcin Debskil, Janusz Pachucki', Michat
Ambroziak?, Janusz Nauman’, Alicja Nauman?,
Edward Towpik®, Wlodzimierz Olszewski*, Ewa
Bar-Andziak!

! Department of Internal Medicine and Endocrinology, Medical
University of Warsaw

2 Department of Biochemistry, Medical Centre of Postgraduate
Education, Warsaw

3 Department of Breast Cancer and Reconstructive Surgery,
Warsaw Cancer Institute

* Department of Pathology, Warsaw Cancer Institute

Introduction: Thyroid hormones influence processes
of cell growth, division, differentiation and apoptosis.
All these processes are disturbed in neoplastic diseases.
The active form of thyroid hormones is triiodothyronine,
which is produced mainly in peripheral organs in reaction
catalyzed by deiodinase type one. Its impaired function
was observed in different neoplasms for example in renal
clear cell carcinoma and in thyroid cancer.

Aim: The aim of the study was to investigate the presence
of D1 on 2 levels: on the mRNA expression and on the
enzymatic activity in breast cancer tissues and in non-
neoplastic control breast tissues.

Material: 36 breast cancer tissues and 36 control tissues
were obtained. The tissues were divided according to
histopathological grading and clinical staging.

Method: The enzymatic activity was measured by the
assay of radioactive iodide released from substrate.
mRNA for deiodinase type one was assessed in Northern
blot with the use of radio-labelled specific probe.

Results: In control tissues enzymatic activity of deiodinase
type was very low or undetectable. Specific mRNA was
present only in 2 cases. On the contrary, in breast cancer
tissues increased enzymatic activity of deiodinase type
one was observed in 29 cases and mRNA was present
in 13 cases. Enzymatic activity positively correlated with
mRNA level. Higher activities were found in smaller
tumors and in tumors of lower grade.

Conclusions: Deiodinase type one is present in breast
cancer tissues both on the level of enzymatic activity and
on mRNA level. The regulation of its activity seems to
take place on pre- and posttranslational stage and acts in
different manner depending on histopathological grade
and clinical stage. Deiodinase type one is present in non-
neoplastic breast tissue in very small amount or is unde-
tectable for methods that were applied.
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STEZENIA sFasL ORAZ sBcl-2 U PACJENTOW
Z OFTALMOPATIA TARCZYCOWA W TRAKCIE
DOZYLNE] GLIKOKORTYKOSTEROIDOTER
APII

G. Kulig, K. Pilarska, B. Krzyiunowska-gwiniarska,
S. Pynka

Klinika Endokrynologii, Nadcisnienia Tetniczego i Chordb
Przemiany Materii PAM w Szczecinie

Celem pracy jest analiza dynamiki rozpuszczalnych form
potencjalnych inhibitoréw procesu apoptozy: Bcl-2, sFasL i
u pacjentéw z naciekowg postacig oftalmopatii tarczycowej
(OT) w trakcie pulsacyjnego leczenia metylprednizolonem.

Material i metody: Do grupy I nalezalo 28 pacjentéw
w wieku 26-59 chorobg Gravesa-Basedowa stadium euty-
reozy oraz postepujaca oftalmopatia tarczycowa. Stopient
zaawansowania zmian ocznych oceniano wedlug skali
NOSPECT. Aktywnos¢ zmian ocznych w oparciu o CAS.
Grupe II tworzylo 28 zdrowych oséb w przedziale wieko-
wym od 28-58 lat. U pacjentéw w grupie I przed rozpo-
czeciem terapii, a nastepnie po 1, 3 i 6 cyklu Solu-Medrolu
stezenia sBcl-2 i sFasL oznaczano metoda ELISA. W grupie
II badania sFasL i sBcl-2 wykonywano jednorazowo.

Wyniki: W grupie I poczatkowe stezenia zaréwno sFasL
jak i sBcl-2 byly istotnie wyzsze w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (sFasL 6,16 vs 4,58 pg/ml; p<0,05, sBcl-2 (462,72
vs 200,70 U/ml; p<0,05). W grupie I nie znaleziono korela-
¢ji pomiedzy stezeniami sBcl-2 i sFasL a stopniem zaawan-
sowania zmian ocznych i aktywnoscig choroby. W trakcie
dozylnego leczenia metylprednizolonem stwierdzono
poczatkowo przejsciowy wzrost sredniego stezenia sBcl-2
po 1 cyklu do 513,2 U/ml, natomiast po kolejnych cyklach
wartosci sBcl-2 obnizyly sie tylko nieznacznie. Koricowe
stezenie sBcl-2 pozostawato nadal istotnie podwyzszone
w stosunku do wartosci uzyskanej w grupie kontrolne
(do 403,22 vs 220,72 U/ml, p<0,05). W przeciwienistwie
do sBcl-2, stezenia sFas w trakcie stosowania metylpred-
nizolonu ulegly istotnemu obniZeniu, a srednie stezenie
sFas-L po zakoriczeniu terapii bylo nieznacznie nizsze niz
w grupie II (4,25 vs 4,58 pg/ml, p>0,05).

Whioski:

1. Naciekowej postaci oftalmopatii tarczycowej
towarzysza podwyzszone stezenia inhibitoréw
procesu apoptozy.

2. Dozylna steroidoterapia poprzez obnizenie stezeni
sFasL i Bcl-2 nasila proces apoptozy komoérek.

Stowa kluczowe: choroba Gravesa-Basedowa, apoptoza,
glikokortykosteroidy
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EKSPRESJA GENOW 5-0-REDUKTAZY TYPU
1ITYPU 2 A CZYNNOSC HORMONALNA U
KOBIET Z HIRSUTYZMEM

Skatba Piotr', Dgbkowska-Hucé Anna', Wojciech
KaZmierczak®, Arkadiusz Samojedny?, Monika Paul-
Samojedny?, Zbigniew Chelmicki’

! Katedra i Klinika Endokrynologii Ginekologicznej Slgskiej
Akademii Medycznej w Katowicach

? Zaktad Biologii Molekularnej Slgskiej Akademii Medycznej w
Katowicach

569




XVIII Zjazd Polskiego Towarzystwa Endokrynologicznego, Krakéw, 22-25.09.2005

Celem pracy byla analiza ekspresji genéw dla 5-a-reduk-
tazy typu 1i 2 w brodawkach wlosowych skéry podbrzu-
sza oraz wplywu endogennych androgenéw na jej nasile-
nie, a takze ocena przydatnosci glukuronianu 3-o-andro-
stendiolu (3-a-diolu G) jako surowiczego markera aktyw-
nosci 5-a-reduktaz.

Materialy i metody: Badaniami objeto 42 kobiety z hirsu-
tyzmem, sposréd ktérych u 25 rozpoznano zespét poli-
cystycznych jajnikéw (PCOS), a u 18 hirsutyzm idiopa-
tyczny (IH). Nastepnie oznaczono stezenia w surowicy:
FSH, LH, estradiolu, prolaktyny, TSH, fT,, wolnego testo-
steronu, androstendionu, DHEAS, 17-OH-progesteronu
i 3-a-diolu-G.

Celem analizy ilosciowej ekspresji genéw dla 5-a-reduktazy
typu 11 2 od pacjentek pobrano wycinki skéry podbrzu-
sza, z ktérych wyizolowano brodawki wlosowe. Nastepnie
przeprowadzano ekstrakcje RNA i ilosciowg reakcje QRT-
PCR przy uzyciu starteréw zaprojektowanych do sekwencji
cDNA, specyficznych dla 5-o-reduktazy typu 1i 2.

Wyniki: Stwierdzono, ze log liczby kopii mRNA/ug
calkowitego RNA 5-a-reduktazy typu 1 jest istotnie
wyzszy niz typu 2 u wszystkich pacjentek. Wykazano
dodatnig korelacje pomiedzy log liczby kopii mRNA/
png calkowitego RNA 5-a-reduktazy typu 2 w brodaw-
kach wlosowych a stezeniem wolnego testosteronu
w surowicy u wszystkich kobiet, a takze dodatnia kore-
lacje pomiedzy log liczby kopii mRNA 5-a-reduktazy/ug
catkowitego RNA typu 1 i 2 w brodawkach wlosowych
a stezeniem wolnego testosteronu w surowicy zaréwno
w grupie kobiet z PCOS i z IH. Stezenie 3-a-diolu G
w surowicy krwi korelowalo z nasileniem hirsutyzmu
tylko u kobiet z PCOS.
Whnioski:
1. W brodawkach wlosowych skéry podbrzusza u kobiet
z hirsutyzmem dominuje 5-o-reduktaza typu 1.
2. Testosteron pobudza ekspresje genéw kodujacych 5-a-
reduktaze typu 1i 2 zaré6wno w przypadkach IH, jak
i PCOS.
3. Nasilenie hirsutyzmu nie zalezy od ekspresji genéw
kodujacych 5-o-reduktazy typu 11 2.
4. Stezenie we krwi 3-a-diolu G nie moze zostaé¢ uznane
za dobry marker miejscowej aktywnosci 5-a-reduktaz.

THE EXPRESSION OF GENES FOR 5-0-
REDUCTASE TYPE 1 AND TYPE 2 AND
HORMONAL ACTIVITY IN HIRSUTE WOMEN

Skatba Piotr', Dgbkowska-Hué Anna’, Wojciech
KazZmierczak', Arkadiusz Samojedny*, Monika Paul-
Samojedny?, Zbigniew Chehmnicki’

! Department of Gynaecological Endocrinology, Medical University
of Silesia, Katowice,

2 Department of Molecular Biology; Medical University of Silesia,
Katowice

Aim of the study was the analysis of gene expression for
5-a-reductase type 1 and 2 in hair papillae from lower
abdominal skin region and the influence of endogenous
androgens on their expression. Moreover, the usability
of 3-0-diol-G as the serum marker of activity of 5-o-
reductases was estimated.

Materials and methods: 42 hirsute patients were included
into the study. Polycystic ovary syndrome (PCOS) was
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diagnosed in 24 patients and idiopathic hirsutism (IH)
in 18 patients. Then, serum levels of FSH, LH, estradiol,
prolactin, TSH, fT,, free testosterone, androstenedione,
DHEA-S, 17-OH-progesterone and 3-o-diol-G were
assayed.

To analyze quantitatively the expression of genes for 5-
a-reductase type 1 and 2, samples of lower abdominal
skin were taken and the isolation of hair papillae was
performed. Successively, RNA extraction and quantitative
QRT-PCR reaction were conducted. The content of
mRNA for 5-a-reductases was assessed with the use of
starters designed for cDNAs, specific for 5-o-reductase
type 1 and 2.

Results: Log of mRNA copy number/pg of total RNA for
5-a-reductase type 1 was significantly higher than that
for type 2 in all women. Moreover, a positive correlation
between log of mRNA copy number/pg of total RNA for
5-a-reductase type 2 and the free testosterone levels were
found in all women. A positive correlation between log of
mRNA copy number/ug of total RNA for 5-a-reductase
type 1 and 2 and free serum testosterone levels was
observed in PCOS and IH patients. There was a positive
correlation between the serum levels of 3-a-diol-G and the
intensity of hirsutism in the group with PCOS.

Conclusions:

1. The content of mRNA for gene of 5-a-reductase type 1
is significantly higher than for type 2 of the enzyme.

2. Testosterone increase the expression of genes coding
5-a-reductase type 1 and 2 in women with PCOS and
IH.

3. The intensity of hirsutism does not depend on the
expression of genes coding 5-o-reductase type 1 and 2
neither on the levels of androgens in the serum.

4. The levels of 3-a-diol G are not a good marker of the
local activity of 5-a-reductases.
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OCENA STEZEN CALKOWITE]
HOMOCYSTEINY W SUROWICY KRWI

W FIZJOLOGICZNYM CYKLU MIESIECZNYM
I W TRAKCIE STYMULACJI OWULAC]I

Anna Lewczuk, Krzysztof Sworczak, Piotr
Wisniewski

Klinika Choréb Wewnetrznych, Endokrynologii i Zaburzeri
Hemostazy Akademii Medycznej w Gdaitisku

Wstep: ,, Homocysteinowa teoria miazdzycy” zapoczat-
kowala badania nad rolg homocysteiny (tHcy). Udowod-
niono zwiazek tHcy z wadami wrodzonymi, powikla-
niami ciazy, zakrzepica zylna, choroba Alzheimera,
depresja i nowotworami. Najwazniejsze czynniki wpty-
wajace na aktywnos$ci enzyméw szlaku metionia-homo-
cysteina-cysteina to: witaminy B; B, kwas foliowy
(FA), uzywki, leki, niewydolnos¢ nerek, niedoczynnosé
tarczycy oraz mutacje gendéw [-syntazy cystationiny
i reduktazy metylenotetrahydrofolianowej (MTHEFR).
Stwierdzono zalezne od plci i wieku réznice w stezeniach
tHcy. U mezczyzn oraz u kobiet po menopauzie steze-
nia tHcy sq wyzsze niz u kobiet w okresie rozrodczym.
Hormonalna terapia zastepcza obniza tHcy.

Cel pracy: Celem pracy byla ocena zmiennosci stezenia
tHey w fizjologicznym cyklu miesiecznym oraz w czasie
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przygotowania i stymulacji owulacji oraz okreSlenie
zaleznosci stezenia tHcy od stezeri 17B-estradiolu (E,), FA
i witaminy B,, w surowicy oraz genotypu MTHFR.

Material i metody: Badaniem objeto lacznie 69 kobiet
w wieku 21-44 lat, $redni wiek wynosil 31,6+5,9 lat.
Grupe pierwsza stanowily zdrowe kobiety z prawidio-
wym cyklem miesiecznym potwierdzonym badaniami
stezert hormonéw oraz badaniem ultrasonograficznym.
Oznaczenia wykonywano w fazie folikularnej, okoto-
owulacyjnej i lutealnej. Grupa druga to kobiety leczone
z powodu nieplodnosci. Oznaczenia wykonywano: w 16
dniu przyjmowania Marvelonu, ostatniego dnia stymula-
¢ji owulagji, 36 godzin po podaniu HCG. W obu grupach
kazdorazowo oceniano: E, tHcy, witaminy: B, FA,
w ostatnim badaniu oznaczano dodatkowo progesteron
i pobierano material na badanie genotypu MTHEFR.

Wyniki: W grupie kobiet z cyklem fizjologicznym steze-
nie tHcy zalezy w sposéb istotny statystycznie od E,
przy czym wptyw E, jest mniejszy niz witaminy B,, i FA.
W grupie kobiet stymulowanych gonadotropinami nie
wykazano istotnej statystycznie zaleznosci pomiedzy
stezeniami E, itHcy. Rozpatrujac lacznie obie grupy,
wykazano istotng statystycznie zaleznos¢ stezenia tHcy
od E,, ktéry byt drugim co do sitly oddzialywania czyn-
nikiem, po FA.

W calej populacji, po pominieciu oznaczerr w trakcie
Marvelonu, wykazano, Ze stezenie E, ma istotny staty-
stycznie wplyw na stezenie tHcy. Wszystkie 4 dysku-
towane modele wyjasnialy 38,17%-55,87% zmiennosci
tHcy.

Analiza w grupach, w ktérych wykonano pomiary steze-
nia progesteronu, nie wykazala jego istotnego statystycz-
nie wplywu na stezenie tHcy.

Whnioski:

1. Stezenie tHcy jest nizsze w fazie lutealnej niz
folikularnej prawidlowego cyklu miesiecznego.
Interpretujac wyniki oznaczen stezeni tHcy u kobiet
przed menopauza nalezy uwzglednia¢ faze ich cyklu
miesigcznego.

2. Stezenie tHcy obniza si¢ wraz ze wzrostem steZenia E,
W surowicy.

3. Stezenie tHcy nie zalezy od ponadfizjologicznych
stezeri E, w surowicy jakie uzyskiwane sg w trakcie
stymulacji owulacji.

4. Stezenia tHcy w fazie folikularnej i lutealnej
prawidtowego cyklu miesiecznego oraz w czasie
stymulacji owulacji nie zalezy od genotypu C677T
MTHEFR.

5. Stezenie FA w surowicy jest czynnikiem najsilniej
wplywajacym na stezenie tHcy w obu fazach
fizjologicznego cyklu miesiecznego i w czasie
stymulacji owulacji.

TOTAL SERUM HOMOCYSTEINE
CONCENTRATIONS DURING THE NORMAL
MENSTRUAL CYCLE AND UNDER OVARIAN
STIMULATION

Anna Lewczuk, Krzysztof Sworczak, Piotr
Wisniewski.

Department of Internal Medicine, Endocrinology and Hemostatic
Disorders, Medical University of Gdaiisk, Poland

Introduction: The so-called ,homocysteine theory of
atherosclerosis” was a basis for investigations of the
role of homocysteine (tHcy). The role of tHcy in inborn
defects, gestational complications, venous thrombosis,
Alzheimer’s disease, depression and malignancy has
been proved. The most important factors influencing
enzyme activity of the metionin-homocystein—cystein
pathway are: vitamin B6, B12, folic acid (FA), medication,
renal insufficiency, hypothyreosis and the beta-cystatio-
nin-synthase and methylentetrahydrofolate reductase
(MTHFR) gene mutations. Age and gender-dependent
differences have been found. Men and postmenopausal
women have higher tHcy concentrations than premeno-
pausal women. Hormone replacement therapy lowers the
tHcy concentration.

Aim of the study: The aim of the study was to assess
the variability of tHcy concentration during the normal
menstrual cycle and during the preparation to and actual
ovarian stimulation; further to analyse the correlation
between tHcy concentration and the serum concentra-
tions of 17B-estradiol (E2), vitamin B12 and FA as well as
tHcy level dependence on the MTFHR genotype.

Material and methods: 69 women aged 21 to 44 years
(mean 31.6 +59) were included in the study. The
first group consisted of healthy women with normal
menstrual cycles (confirmed by hormonal and ultraso-
nographic studies). The serum samples were acquired
during the follicular phase, in the periovulatory period
and in the luteal phase. The second group consisted of
women treated for infertility. The samples were taken
on the 16th day of Marvelon intake, on the last day of
ovarian stimulation, and 36 hours after the administra-
tion of HCG. In both groups, in every sample taken, we
determined E2, tHcy, vitamin B12 and FA concentrations;
in the last sample we also measured the progesteron level
and on the same day, material for MTHFR was sampled.

Results: In the group of women with normal menstrual
cycles, there is a statistically significant correlation
between tHcy concentrations and E2 levels, E2 influ-
ence being lesser than that of vitamin B12 and FA. In the
group of women undergoing gonadotropine stimulation,
no statistically significant correlation between E2 and
tHcy was demonstrated. When both groups were asses-
sed together, we found a statistically significant depen-
dence of tHcy on E2, which was the second strongest
influencing factor, weaker only than FA. The analysis
of all the samples except for those taken during Marve-
lon intake showed that E2 concentration has statistically
significant influence on tHcy levels. All the four conside-
red models explained 38.17%-55.87% of tHcy variability.
Results analysis of the groups where progesteron levels
were determined did not show a statistically significant
impact of progesteron levels on tHcy concentration.

Conclusions:

1. The tHcy concentration during the normal menstrual
cycle is lower in the luteal phase compared with
the follicular phase. When interpreting the results
of homocysteine concentration measurements in
premenopausal women, the phase of the menstrual
cycle should be taken into consideration.

2. The tHcy concentration decreases with increasing E,
serum concentrations.

3. The tHcy concentration does not correlate with
excessive E, levels reached during ovarian stimulation.
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4. The tHcy concentrations both in the luteal and
follicular phases of the normal menstrual cycle and
during ovarian stimulation do not depend on the
C677T MTHFR genotype.

5. The FA serum concentration is the strongest deter-
mining factor influencing tHcy concentrations in both
phases of the normal menstrual cycle and during
ovarian stimulation.

P-03 Andropauza i menopauza
Przewodniczgcy sesji:
Jozef Krzysiek, Romuald Debski
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STEZENIE LEPTYNY U KOBIET PRZED
1 PO MENOPAUZIE PRZYJMUJACYCH
HORMONALNA TERAPIE ZASTEPCZA,

Bednarek-Tupikowska Grazyna, Filus Alicja,
Kuliczkowska-Plaksej Justyna, Bohdanowicz-
Pawlak Anna, Tupikowski Krzysztof, Milewicz
Andrzej

Katedra i Klinika Endokrynologii, Diabetologii i Leczenia
Izotopami Akademii Medycznej we Wroctawiu

Celem pracy bylo zbadanie wplywu estradiolu i hormo-
nalnej terapii zastepczej na stezenie leptyny u kobiet
przed i po menopauzie.

Materiat i metody. Grupa badana skladata sie z 26 kobiet
z chirurgiczng menopauza (51.8+/-2.64 lat) i 54 kobiet z
fizjologiczna menopauza (50.5+/-3.04 lat) oraz z 40 zdro-
wych kobiet premenopauzalnych (48.3+/-2.3 lat) stano-
wigcych grupe kontrolna. Kobiety z chirurgiczng meno-
pauza przyjmowaly estradiol (50 pg / die) drogg prze-
zskoérna, a te z fizjologiczng menopauzg dodatkowo octan
medroksyprogesteronu (5 mg/dzient) przez ostatnich 12
dni cyklu. Mierzono mase ciata, obwdd talii i bioder oraz
ci$nienie tetnicze, a takze obliczano wspétczynniki BMI
(Body Mass Index) oraz WHR (Waist /Hip). Na poczatku
i po czterech miesigcach leczenia oznaczano w surowicy
stezenia leptyny, FSH i estradiolu.

Wyniki. Stezenia leptyny nie réznily sie statystycz-
nie miedzy grupami. Nie bylo korelacji miedzy steze-
niem leptyny, a stezeniami FSH i estradiolu we bada-
nych grupach przed i po leczeniu. Stwierdzono dodatnia
korelacje miedzy stezeniem leptyny, a masg ciala, BMI,
obwodem biodra i talii. Nie bylo korelacji miedzy steze-
niem leptyny, a WHR zaréwno w grupie przed, jak i po
menopauzie. U kobiet premenopauzalnych stwierdzono
dodatnig korelacje miedzy stezeniem leptyny, a warto-
Sciami ci$nienia tetniczego.

Whnioski. Stezenie estradiolu oraz terapia estroge-
nowa jak i estro-progestagenowa u kobiet po menopau-
zie nie wplywajg na stezenie leptyny we krwi. Poziom
leptyny jest zwiazany z masa ciala i wielkosciq BMI, a
nie ze stezeniem hormonéw plciowych. Typ otylosci nie
wplywal istotnie na stezenie leptyny. Stwierdzona kore-
lacja miedzy stezeniem leptyny, a wielkoscia ci$nienia
tetniczego w grupie kobiet premenopauzalnych wymaga
dalszych badan.
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Stowa kluczowe: leptyna, menopauza, estradiol, hormonalna
terapia zastgpcza

SERUM LEPTIN CONCENTRATIONS IN PRE-
AND POSTMENOPAUSAL WOMEN ON SEX
HORMONES REPLACEMENT THERAPY

Bednarek-Tupikowska Grazyna, Filus Alicja,
Kuliczkowska-Plaksej Justyna, Bohdanowicz-
Pawlak Anna, Tupikowski Krzysztof, Milewicz
Andrzej

Department of Endocrinology and Diabetology, Wroclaw Medical
University, Poland

Aim of study was to investigate the influence of estradiol
and sex hormones replacement therapy on serum leptin
concentration in pre- and postmenopausal women.

Material and Methods. Study group consisted of 26
women with surgical (51.8+/-2.6 y) and 54 with physi-
ological menopause (50.5+/-3.0 y) and of 40 healthy
premenopausal (48.3+/-2.3 y) controls. Group with
surgical menopause received estradiol transdermally (50
ng/die) and women with natural menopause addition-
ally medroksyprogesterone acetate (5 mg/day) for 12 last
days of cycle. Body weight, waist and hip circumferences,
blood pressure were measured and BMI (Body Mass
Index) and WHR (Waist /Hip) were calculated. Serum
leptin, FSH and estradiol were measured prior and after
4 months of therapy.

Results. Leptin concentrations did not differ statisti-
cally in all groups. No correlations between leptin and
hormones: estradiol and FSH concentrations were found
in groups before and after treatment. Leptin levels posi-
tively correlated with body mass, BMI, hip and waist
circumferences. There were no correlations between
leptin and WHR in pre- and postmenopausal subjects. In
premenopausal group leptin levels correlated with blood
pressure.

Conclusions. Endogenous estradiol and estro- and estro-
progestin replacement therapy do not have influence on
serum leptin concentrations. Serum leptin level is related
to body mass and BMI and not to sex hormones status.
The typ of obesity do not influence on serum leptin
concentration. The correlation between serum leptin
concentration and blood pressure in premenopausal
women require further investigations.

Key words: leptin, menopause, estradiol, hormone
replacement therapy
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WPELYW NIEDOBORU ESTROGENOW,
LECZENIA ESTROGENOWEGO I ESTRO-
PROGESTAGENOWEGO NA STEZENIE
HOMOCYSTEINY I NADTLENKOW LIPIDOW
U KOBIET PO MENOPAUZIE
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