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Molekularna analiza utraty heterozygotycz-
nosci (LOH) w locus 3p24.3 (gen c-erbAp)
w raku brodawkowatym gruczolu tarczowego

Ewa Brzeziariska, Dorota Pastuszak-Lewandoska,
Anna Cyniak-Magierska, Andrzej Lewiriski

Klinika Endokrynologii i Terapii Izotopowej Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi

Gen c-erbAB (TRB) u ludzi zmapowano w chromosomie
3 w locus 3p24.3. Ostatnio sugeruje sie, ze jego produkty
mogg dzialac jako supresory genéw poprzez hamowanie
proliferacji i wzmaganie réznicowania komdrek. Dzieki
zastosowaniu polimorficznych markeréw sprzezonych
w okolicy locus dla genu c-erbAp zaobserwowano wyste-
powanie delecji w ramieniu krétkim chromosomu 3
(LOH 3p) w wielu typach nowotworéw: jelita grubego,
pluca (LOH 3p14-21), nerki, pecherza moczowego (LOH
3p21-24), sutka (LOH 3p24-26), jajnika i jadra (LOH
3p21-25). Znaczenie zmian tego regionu (LOH 3p21-26)
w nowotworach tarczycy (gruczolaku pecherzykowym,
raku pecherzykowym, raku brodawkowatym) nie jest do
korica poznane.

Celem pracy byla identyfikacja utraty heterozygo-
tycznosci (LOH) w polimorficznym regionie genu c-erbAB
(3p24.3) w raku brodawkowatym tarczycy.

Metodyka: Material do badari, uzyskany podczas
zabiegu tyreoidektomii catkowitej, stanowily tkanki
(50-100 mg), pobrane od pacjentéw z Kliniki Chirurgii
Instytutu Onkologii w Gliwicach oraz ze Szpitala Sw.
Rodziny w Lodzi. Z zamrozonego w temp.-70°C materiatu
pooperacyjnego, wyizolowano DNA (Genomic Midi AX
Kit, A&A BIOTECHNOLOGY), a nastepnie przeprowa-
dzono reakcje PCR ze starterami obejmujacymi flanku-
jace sekwencje polimorficznego locus 3p24, oraz analize
PCR-RFLP z wykorzystaniem dwéch markeréw RFLP
(marker: Mspl i HindIII).

Analizie poddano 22 prébki (15 kobiet i 7 mezczyzn),
w tym: 13 rakéw brodawkowatych (typ pecherzykowy), 8
rakéw brodawkowatych (typ klasyczny), 1 rak brodawko-
waty (typ wysokokomérkowy). Dla wszystkich badanych
probek przeprowadzono analize par fragmentéw pocho-
dzacych z ognisk nowotworowych i fragmentéw z tkanki
tarczycy makroskopowo niezmienionej.

Wyniki: Zaobserwowano brak LOH w ukladzie
heterozygotycznym lub homozygotycznym dla markera
HindIIl u 22 (96 %) z 23 badanych pacjentéw oraz
w przypadku jednego (1) pacjenta (ca papillare p. folli-
culare) stwierdzono utrate heterozygotycznosci (LOH)
w ukladzie heterozygotycznym dla markera HindIII. Nie
zaobserwowano LOH u zadnego z badanych pacjentéw
dla markera Mspl. Planuje si¢ potwierdzenie wystepo-
wania utraty heterozygotycznosci w przypadku tego
pacjenta poprzez bezposrednie sekwencjonowanie DNA.

Badania innych autoréw potwierdzaja wystepowanie
cytogenetycznych i molekularnych zmian w obrebie
regionu 3p21-26 w przypadku wielu typéw nowotwo-
réw, w tym nowotworéw tarczycy. Poniewaz obserwuje
sie ogdlng tendencje do wzrostu czestosci wystepo-
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wania LOH w tkance nowotworowej, przypuszcza sie, ze
istniejg znaczne réznice w mechanizmach kontrolujacych
komérki nowotworowe w ich tendencji do zagubienia
materialu genetycznego.

Molecular analysis of loss of heterozygosity
(LOH) at 3p24.3 locus (c-erbAf} gene) in
papillary thyroid carcinoma

Ewa Brzeziatriska, Dorota Pastuszak-Lewandoska,
Anna Cyniak-Magierska, Andrzej Lewiriski

Department of Endocrinology and Isotope Therapy, Medical
University of £6dZ

Human c-erbAB (TRB) gene was mapped to chromosome
3 at 3p24.3 locus. It has recently been suggested that
its products can act as gene supressors via inhibited
proliferation and enhanced cell differentiation. Using
polymorphic markers that are closely linked to c-erbAB
gene locus, deletion at short arm of chromosome 3 (LOH
3p) were observed in many types of carcinomas: colon
carcinoma, small cell lung cancer (LOH 3p14-21), renal
cell carcinoma, urinary bladder cancer (LOH 3p21-24),
breast cancer (LOH 3p 24-26), ovary and testis carcinoma
(LOH 3p21-25). However, the significance of the changes
observed at that region (LOH 3p21-26) in thyroid tumors
(follicular adenoma, follicular carcinoma, papillary
carcinoma) is not yet clear.

Aim of the study: Identification of loss heterozygosity
(LOH) at the polymorphic region of c-erbAB gene (3p24.3)
in papillary thyroid carcinoma.

Methods: Tumor tissue specimens (50-100 mg) were
obtained from patients after total thyroidectomy at the
Department of Surgery at the Center of Oncology in
Gliwice and at the Holy Family Hospital in £6dZ. Posto-
perative material was snap-frozen in dry ice and stored
at —70°C. DNA was isolated (Genome Midi AX Kit, A&A
BIOTECHNOLOGY) and then PCR reaction was carried
out using primers encompassing flanking polymorphic
sequences at 3p24 locus; two RFLP markers (Mspl and
Hind III) were used for PCR-RFLP analysis of 22 samples
(15 women and 7 men), including 13 ca papillary v. folli-
cular, 8 ca papillary v. classic, one ca papillary v. tall cell.
All the samples were studied using tumor thyroid tissue
and normal thyroid tissue.

Results: For the Hind III marker no LOH was
observed in 22 (96%) out of 23 studied patients, either in
heterozygous or in homozygous ones and one case of loss
of heterozygosity (LOH) was revealed in a heterozygous
patient with ca papillary v. follicur. For the Msp I marker,
no LOH was found in any of the studied patients. Direct
DNA sequencing is planned to confirm the revealed LOH
in one patient.

Studies of other investigators confirm the presence of
cytogenetic and molecular changes in the 3p21-26 region,
observed in many carcinomas, including thyroid gland
carcinoma. Since there is an overall tendency towards
increased LOH rate in cancer tissue, it indicates that there
are essential differences in the mechanisms of carcinoma
cell growth control, affecting the tendency towards
genetic material loosing.
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Ekspresja genu RXRGAMMA (RXRG) jest
podwyzszona zar6wno w brodawkowatym
jak i w rdzeniastym raku tarczycy
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Receptory dla retinoidéw tj. RXRA i RXRB pelnig dobrze
poznang role w regulacji transkrypcji. Haugen i wsp.
(2004) opisali ostatnio w raku brodawkowatym tarczycy
(PTC) podwyzszong ekspresje innego genu nalezacego
do tej rodziny— RXRG. Gen ten znajdowal si¢ réwniez
w grupie o najbardziej zmienionej ekspresji w przeprowa-
dzonej przez nas analizie profilu ekspresji PTC i zdrowej
tkanki tarczycy. W przedstawionej pracy poréwnane
zostaly wyniki analizy ekspresji genu RXRG w raku
brodawkowatym i w raku rdzeniastym (MTC) tarczycy
przeprowadzonej metoda mikromacierzy i Q-PCR.
W przypadku raka brodawkowatego tarczycy ekspresja
ta zostala poréwnana z ekspresja markeréw réznico-
wania charakterystycznych dla funkcji gromadzenia
jodkéw przez komoérki tarczycy (NIS, PDS, AIT).

Tkanki nowotworowe zostaly pobrane od 56
pacgjentéw operowanych z powodu: PTC (38), MTC (14)
i gruczolaka tarczycy (4). Od 42 z nich pobrano réwniez
niezmieniong nowotworowo tkanke tarczycy. Catkowity
RNA izolowano przy pomocy RNeasy Midi/Mini Kits
(Qiagen), odwrotng transkrypcje przeprowadzano
z zastosowaniem zestawu Omniscript (Qiagen). Q-PCR
wykonywano w systemie Taqman- ABIPRISM 7700.
Krzywa standardowa przygotowano na podstawie RNA
wyizolowanego z tkanki wola nadczynnego. We wszyst-
kich przypadkach wyniki byly normalizowane wzgledem
kontroli endogennej GUS. Profil ekspresji genéw analizo-
wano na mikromacierzach HG U133A (Affymetrix).

Uzyskano bardzo dobrg korelacje wynikéw otrzy-
manych obiema metodami (wspdtczynnik korelacji 0.9).
Ekspresja genu RXRG byta w znacznym stopniu podwyz-
szona w rakach brodawkowatych tarczycy w poréwnaniu
z tkanka zdrowa tego gruczotu (20x w metodzie Q-PCR
i 11x przy zastosowaniu mikromacierzy DNA). Byla ona
podwyzszona réwniez w raku rdzeniastym tarczycy
(9x w metodzie Q-PCR). Nie zaobserowano zadnych
zmian w ekspresji genu RXRG w zmianach tagodnych.
Ekspresja znanych tarczycowo-swoistych genéw byla
obnizona w analizowanych rakach brodawkowatych
tarczycy: ekspresja genu NIS wynosita okoto 10%, genu
PDS — okoto 25% i genu AIT — okoto 10% ich ekspresji
w tkance zdrowe;j.

Uzyskane wyniki wskazuja na to, iz gen RXRG nie jest
aktywny w prawidlowo funkcjonujacej komdrce peche-
rzykowej. Jego ekspresja wzrasta natomiast znacznie
w nowotworach zlosliwych, nie tylko w raku brodawko-
watym, ale takze w raku rdzeniastym tarczycy. Badanie to
nie wyjasnia jednak, czy obserwowana nadekspresja genu
RXRG jest zwigzana bardziej ze zmienionymi nowotwo-
rowo komérkami tarczycy, czy raczej z komoérkami
podscieliska.

Projekt finansowany z grantdw KBN 305B14622 oraz 040/P04/2001

RXRGAMMA (RXRG) gene expression is
up-regulated both in papillary and
medullary thyroid carcinoma
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Retinoid receptors RXRA and RXRB are well known
transcriptional regulators. Another member of this
family - RXRG - has been recently reported to be signi-
ficantly up-regulated in PTC (Haugen, 2004). In the
present study we compare the results of RXRG expres-
sion analysis by Q-PCR and DNA microarray in both
papillary (PTC) and medullary (MTC) thyroid cancer. In
PTC, we relate its expression level to the thyroid-specific
differentiation markers important for iodine uptake
- NIS, PDS and AIT.

Tissue samples were collected from 56 patients: PTC
(38), MTC (14) and adenoma (4) together with normal
thyroid tissues from 42 of them. Total RNA was isolated
using RNeasy Midi/Mini Kits (Qiagen) and reverse-trans-
cribed with Omniscript (Qiagen). Q-PCR was performed
by means of ABIPRISM 7700. Standard concentration
curve was prepared from a single sample of hyperfunc-
tioning goiter. In each case the results where normalized
to the endogenous control (GUS). Expression profile was
established using HG-U133A Affymetrix arrays.

The results of microarray data correlated very well
with data obtained by Q-PCR (with correlation coeffi-
cient 0.9). The RXRG expression was highly elevated
in PTC samples (20x by Q-PCR and 11x by microar-
rays). The RXRG was also up-regulated (9x by Q-PCR) in
MTC samples in comparison to paired normal thyroids.
We did not observe any changes in RXRG expression in
benign lesions. The expression of known thyroid-specific
genes was down-regulated in the analysed PTC cases: the
expression of NIS approximated 10%, PDS 25% and AIT
10% of the expression in normal tissue.

Our results indicate that RXRG does not participate
in the normal activity of thyroid follicular cell. Its expres-
sion arises distinctly in PTC but is not restricted to this
cancer type and is observed in MTC as well. However, the
study does not allow for differentiation whether RXRG
up-regulation occurs in cancer cells or in tumor stroma.

The project was supported by Polish State Committee for Scientific
Research, grants 305B14622 and 040/P04/2001.

Molekularna analiza czestosci wystepowania
rearanzacji genéw RET i NTRK1 w raku
brodawkowatym tarczycy

Ewa Brzeziariska, Dorota Pastuszak-Lewandoska,
Andrzej Lewiriski

Klinika Endokrynologii i Terapii Izotopowej Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi
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Rak brodawkowaty tarczycy (papillary thyroid
carcinoma, PTC) stanowi przyklad nowotworu, w ktérym
czesto ujawniajq sie chimeryczne onkogeny. Badania
molekularne wykazaly, ze w dobrze zréznicowanym
sporadycznym raku brodawkowatym tarczycy obecne
sa specyficzne, genetyczne zmiany typu rearanzacji
RET/PTC (RET/papillary thyroid carcinoma) lub TRK-T
(ang. transforming receptor kinase — thyroid oncogene).
Wykazano, ze s one wynikiem fuzji konica 3° domeny
kinazy tyrozynowej blonowego biatka receptorowego
(odpowiednio RET i NTRK1) z sekwencjami 5 innych
genéw. W rezultacie obserwuje si¢ w tkance sporadycz-
nych rakéw brodawkowatych tarczycy powstawanie
wewnatrzchromosomowych inwersji chromosomu 10
lub 1. Czestos¢ wystepowania rearanzacji onkogenéw
RET i NTRK1 w populacji polskiej nie jest dokladnie
znana, choc¢ zostaly przeprowadzone badania majace na
celu oceng czestosci wystepowania rearanzacji genu RET
w populacji polskiej [Jarzab B, Wloch ], Wiench M; Folia
Histochem. Cytobiol. 2001, 39 (2):26-28]. W danych litera-
turowych dotyczacych badan innych populacji czestosé ta
waha sie od 3%-84%.

Celem pracy byla identyfikacja rodzajéw rearanzacji
chromosomowych RET/PTC i TRK-T oraz wstepna ocena
czestosci ich wystepowania w populagji polskiej.

Metodyka: Material do badan stanowily tkanki
pooperacyjne rakéw pierwotnych tarczycy (brodawko-
watych, pecherzykowych i anaplastycznych) pobrane
od pacjentéw podczas zabiegu tyreoidektomii catkowi-
tej. Calkowite RNA, ktéry stanowil matryce do syntezy
c¢DNA, wyizolowano z 75 preparatéw tkankowych (raki
i tkanka niezmieniona makroskopowo) przy uzyciu
zestawu RNeasy Protect Midi Kit (QIAGEN). Stezenie
RNA oznaczano metoda spektrofotometryczng. W celu
wykrycia rearanzacji form genéw RET i NTRK1 zastoso-
wano metode opracowang przez Klugbauera [Klugbauer
S, Lengfelder E, Demidchik EP, Rabes HM; Oncogene,
1995, 21(12):2459-2467]: reakcje RT i multiplex PCR oraz
metode OneStep z wykorzystaniem zestawu OneStep RT-
PCR Kit (firmy QIAGEN).

Wyniki: Przebadano 41 przypadkéw rakéw tarczycy,
w tym: 1 rak pecherzykowy i 34 raki brodawkowate oraz
6 rakéw rdzeniastych jako grupe kontrolng. Obecnosé
zaktywowanych form genu RET stwierdzono w 7 (20%)
badanych prébkach (PTC). Analiza réznicujaca wykazata
obecnos¢ rearanzacji typu: RET/PTC3 w 4 badanych
prébkach, i forme RET/PTC1 w 3 przypadkach. Rearan-
zacje genu RET wystepowaly czesciej w typie pecherzy-
kowym raka brodawkowatego, przy czym rearanzacja
typu RET/PTC3 wystepowala w grupie oséb pomiedzy
26-60 rokiem zycia, podczas gdy typ RET/PTC1 obser-
wowano u oséb w przedziale wiekowym 56-67 lat.
W przypadku analizy aktywacji onkogenu NTRKI,
przeprowadzony PCR wykazal wystgpienie rearanzacji
w przypadku 4 badanych prébek (PTC). Przeprowadzona
reakcja réznicujaca w kierunku rozpoznania okreslonego
typu rearanzacji nie potwierdzila jednak wystgpienia
form: TRK-T1, TRK-T2, TRK-T3 czy TRK (TPM3). Planuje
sie potwierdzenie wynikéw pozytywnych w reakcji
bezposredniego sekwencjonowania DNA.
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Molecular analysis of the type and
frequency of RET and NTRK1 gene
rearrangements in papillary thyroid
carcinoma.

Ewa Brzeziatiska, Dorota Pastuszak-Lewandoska,
Andrzej Lewiriski

Department of Endocrinologyy and Isotope Therapy, Medical
University of £E6dZ

Papillary thyroid carcinoma is and example of tumor with
a frequent occurrence of chimeric oncogenic sequences.
Molecular analysis of well-differentiated sporadic
papillary thyroid carcinoma revealed the presence of
specific genetic changes of RET/PTC (RET/papillary
thyroid carcinoma) type rearrangements or TRK-T (trans-
forming receptor kinase — thyroid oncogene) rearrange-
ment. It was proved that all of them were derived from
a fusion of 3’ end domain of the membrane-associated
tyrosine kinase receptor (RET and NTRKI, respectively)
with the 5" end sequences derived from other genes. In
result, internal chromosomal inversions of chromosome
10 or chromosome 1 are observed in papillary thyroid
carcinoma. The frequency of rearrangements of RET and
NTRK1 oncogenes in the Polish population were in fact
conducted [Jarzab B, Wioch J, Wiench M; Folia Histochem
Cytobiol 2001, 39 (2): 26-28]. According to data from
literature referring to other populations, this frequency is
between 3% and 84%.

The aim of the study was an identification of the types
of chromosomal RET/PTC and TRK-T rearrangements
and initial estimation of their frequency in the Polish
population.

Methods: Primary thyroid carcinoma (papillary, folli-
cular and anaplastic) tissue specimens were obtained
from patients after total thyroidectomy. Total RNA
(a template for cDNA synthesis) was isolated from 75
tissue specimens (carcinomatous tissue and macrosco-
pically normal tissue) with the use of a commercially
prepared kit [Rneasy protect Midi Kit (QIAGEN)]. RNA
concentrations were spectrofotometrically evaluated. In
order to identify RET and NTRKI gene rearrangements,
RT and multiplex PCR methods were used [Klugbauer S,
Lengfelder E, Demidchik EP, Rabes HM; Oncogene, 1995,
21 (12): 2459-2467] as well One-Step RT-PCR (Onestep RT-
PCR kit, QIAGEN).

Results: 41 thyroid carcinomas (1 follicular
carcinoma, 34 papillary carcinoma) and 6 medullary
thyroid carcinoma as a control group were studied. The
activated forms of RET gene were detected in 7 (21%) of
the examined tissues (PTC). A differentiating analysis
showed the presence of RET/PTC3 rearrangements in 4
examined samples, and RET/PTC1 forms were observed
in 3 cases. The rearrangements of RET gene occur more
often in the follicular type of papillary thyroid carcinoma
and RET/PTC3 type is more frequently found in groups
of patients between 26-60 years, while the RET/PTC1
type in groups of 56-67 years old. The PCR analysis of
activated forms of NTRK1 oncogene showed rearrange-
ments in 4 examined samples (PTC). A differentiating
analysis which was supposed to recognize the type of
rearrangements did not reveal any of TRK-T1, TRK-T2,
TRK-T3 or TRK (TPM3) forms. Thus, direct sequencing is
planned in order to confirm the obtained positive results.
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Ocena ekspresji genu kodujacego symporter
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Gen NIS zlokalizowany na chromosomie 19 koduje biatko
zlozone z 643 aminokwaséw. Biatko to nalezy do rodziny
biatek blonowych tzw. zaleznych od Na* symporteréw
glukozowych. W prawidlowej tarczycy jest zlokalizo-
wane w blonie podstawnej tyreocytu. Fizjologiczna
rola biatka NIS polega na wspdétudziale w biosyntezie
hormonéw tarczycy, umozliwia bowiem nagromadzanie
w znacznym stezeniu jonéw I' w tyreocycie. Z doniesieri
literaturowych wynika, ze w nowotworach zlosliwych
tarczycy (gléwnie pecherzykowych i brodawkowa-
tych) ekspresja genu NIS moze wplywac na skutecznosé
rutynowo stosowanej terapii jodem radioaktywnym.

Celem pracy bylo okredlenie ekspresji genu NIS
w rakach tarczycy, a takze poszukiwanie korelacji miedzy
ekspresja badanego genu a stopniem zaawansowania
klinicznego nowotworu oraz odpowiedzia na zastoso-
wang radioterapie.

Materiat do badari stanowily mrozone skrawki
tkankowe pochodzace z rakéw tarczycy.

Metoda, ktéra wykorzystano do badari byla oparta
na reakcji odwrotnej transkrypgcji (RT) wyizolowanego
RNA, po ktorej nastepowala reakcja PCR wykorzystujaca
startery swoiste dla genu NIS.

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze
ekspresja genu NIS pojawia sie w réznych typach histolo-
gicznych rakéw tarczycy, gléwnie rakach brodawkowa-
tych. Nie stwierdzono istotnych statystycznie zaleznosci
pomiedzy obecnoscia ekspresji genu NIS, a stopniem
zaawansowania klinicznego zbadanych nowotworéw
wg klasyfikacji TNM. Zaobserwowano jednak wyrazny
trend do wystepowania ekspresji tego genu w rakach
o wyzszym stopniu zaawansowania klinicznego. Nie
znaleziono istotnych statystycznie zaleznosci pomiedzy
ekspresja badanego genu a plciag i wiekiem pacjenta.
Na bazie dotychczasowych wynikéw nie ustalono
zwigzku pomiedzy ekspresjq genu NIS a jodochwyt-
noscia zbadanych przypadkéw. Ustalenie zaleznosci
miedzy ekspresjg badanego genu a skutecznoscia jodote-
rapii wymaga dalszych badarn z wykorzystaniem metody
ilosciowej.

The RT-PCR evaluation of natrium-iodine
symporter (NIS) gene expression in thyroid
carcinomas

Milena Tosiek?, Lech Pomorski?>, Ewa Balcerczak?,
Marek Mirowski', Wojciech Czyz?

! Molecular Biology Unit, Department of Pharmaceutical
Biochemistry, Medical University, E6dz
2 Endocrine Surgery Department, Medical University, £E6dZ

The NIS gene located on the 19 chromosome codes
protein composed of 643 amino acids. The protein
belongs to a group of membrane proteins, i.e. depending

on Na* glucose symporters. In normal thyroid it is located
in basilar membrane of a thyrocyte. Physiological role of
the NIS protein consists of its contribution of thyroid
hormones biosynthesis as it enables the accumulation of I
ions in a marked concentration in a thyrocyte. As reported
in available literature, NIS gene expression in malignant
thyroid neoplasms (mainly in follicular and papillary
types) may affect the efficacy of routinely applied radio-
active iodine therapy.

The aim of the research was to determine NIS gene
expression in thyroid cancers as well as to find a correla-
tion between the expression of the studied gene with the
clinical progression of a neoplasm and with a response to
applied radiotherapy.

The material were frozen tissue sections from thyroid
cancers. The method implemented in the study was
based of the reverse transcription (RT) of isolated RNA,
followed by PCR reaction which used NIS gene specific
starters.

The obtained results allowed the statement that the
NIS gene expression appears in histologically different
thyroid cancers, mainly of a papillary type. No stati-
stically significant correlation was found between the
presence of NIS gene expression and a degree of the
studied neoplasms clinical progression, according to
the TNM classification. However, a distinct trend was
observed for this gene expression to occur in clinically
more advanced cancers. No statistically significant corre-
lation was noted between studied gene expression and
a patient’s sex or age. Basing on the results compiled so
far, no relationship has been determined between NIS
gene expression and iodine uptake in the studied cases.
Further research requires to be undertaken to determine
a relationship between the studied gene expression and
iodotherapy efficacy, using the quantitative method.

Ekspresja genu i biatka pendryny w
tkankach nowotworowych
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Pendryna (780-aminokwasowe biatko o 12 transmembra-
nowych domenach) jest jednym z bialek biorgcych udziat
w wewnatrztarczycowym metabolizmie jodu. Katalizuje
ona transport I z wnetrza tyreocyta do swiatla koloidu,
gdzie ma miejsce biosynteza hormonéw tarczycy.

Celem niniejszej pracy bylo badanie ekspresji
pendryny w zréznicowanych rakach tarczycy: pecherzy-
kowym (FTC) i brodawkowatym (PTC), w poréwnaniu
do tkanek prawidlowych, metodami immunologicznymi
(swoiste przeciwciala anty-pendrynowe) oraz molekular-
nymi.

W immunohistochemii, w prawidlowej tkance
tarczycy obserwowano szczytowe, heterogenne znako-
wanie pendryny. W grupie zréznicowanych rakéw
tarczycy pozytywna, wylacznie cytoplazmatyczng reakcje
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obserwowano w 73,3% (10) z 15 FTC i 76,7% (15) z 30
badanych PTC. Silng wewnatrzkomdérkowgq reakcje obser-
wowano w 6 FTC i 19 PTC. Ogniskowgq reakcje stwier-
dzono w 1 pecherzykowym i 3 rakach brodawkowatych,
pozostale 3 z 15 FTC oraz 4 z 30 PTC byly negatywne dla
pendryny.

Wyniki otrzymane metoda ilosciowego RT-PCR (real-
time PCR), potwierdzily obecnos$é pendryny w tkankach
nowotworowych. Ekspresie mRNA w nowotworach
charakteryzowala duza réznorodnosé. Zakres ekspres;ji
dla nowotworéw wynosit 0,006-1,86, a dla tkanek prawi-
diowych od 0,03-8,00. Wartos¢ sredniej znormalizowanej
ekspresji mRNA pendryny byla okolo 5 razy nizsza
w tkankach nowotworowych (srednia: 0,43) niz tkanek
prawidlowych ($rednia: 2,01). Analiza Sredniej znorma-
lizowanej ekspresji mRNA pendryny w nowotworach
pozwolila na wyréznienie czterech grup: raki, ktére
utracity zdolnosc ekspresji pendryny, raki z niska, srednia
i wysoka ekspresja pendryny.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze wigkszos¢ zréznico-
wanych rakéw tarczycy zachowalo zdolnos¢ ekspresji
genu i bialka pendryny, jednak transformacja nowotwo-
rowa komoérek tarczycy zaburza prawidlowa lokalizacje
pendryny.

Pendrin gene and protein expression in
neoplastic tissues
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Pendrin (780-amino acid protein of 12 transmembrane
domains) is one of the proteins participating in the intra-
thyroid iodine metabolism. It catalyzes the I transport
from the inside of a thyrocyte to the colloid lumen where
thyroid hormones biosynthesis takes place.

The aim of the present paper was to study pendrin
expression in differentiated thyroid carcinomas: folli-
cular (FTC) and papillary (PTC), as compared to normal
tissues. The implemented methods were immunological
(specific antipendrin antibodies) and molecular.

In immunohistochemistry in normal thyroid tissue
apical heterogenic pendrin marking was observed. In
the group of differentiated thyroid carcinomas a positive,
exclusively cytoplasmatic reaction was noted in 73.3%
(10) out of 15 FTC and 76.7% (15) out of 30 studied PTC.
A strong intracellular reaction was observed in 6 FTC
and 19 PTC. A focal reaction was noted in 1 follicular
and in 3 papillary carcinomas, the remaining 3 out of 15
FTC as well as 4 out of 30 PTC were pendrin negative.
The results obtained by quantitative RT-PCR (real-time
PCR) confirmed pendrin presence in neoplastic tissue.
mRNA expression in neoplasms was very much diversi-
fied. The expression range for neoplasms was 0.006-1.86,
and for normal tissue 0.03-8.00. Mean normalized pendrin
mRNA expression was about 5 times lower in neoplastic
tissue (mean: 0.43) than in normal tissue (mean: 2.01).
The analysis of an average normalized mRNA pendrin
expression in neoplasms allowed the division into four
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groups as follows: carcinomas which have lost the ability
for pendrin expression, carcinomas with low, average,
and high pendrin expression. The obtained results show
the majority of differentiated thyroid carcinomas to have
preserved the ability for gene and protein pendrin expres-
sion. However, neoplastic transformation of thyroid cells
deviates normal pendrin localization.

Profil ekspresji genéw w gruczolaku
pecherzykowym
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Celem pracy bylo okreslenie profilu ekspresji genéw
w gruczolaku pecherzykowym tarczycy.

Material do badan stanowil catkowity RNA wyizolo-
wany za pomocg RNeasy Total Midi i Mini Kit (Qiagen)
z zamrozonych tkanek pooperacyjnych: 7 gruczo-
lakéw pecherzykowych, 1 gruczolaka atypowego oraz
1 wola guzowatego. Nastepnie przeprowadzono synteze
c¢DNA oraz transkrypcje in vitro w celu uzyskania cRNA
(BioArray High Yield RNA Transcript Labeling Kit, Enzo),
ktéry zostal pofragmentowany i poddany hybrydyzacji
z mikromacierzami wysokiej gestosci Human Genome
U133A (Affymetrix). Profile ekspresji uzyskano dla
poszczegdlnych gruczolakéw i wola z ekspresja gendéw
dla tkanki prawidlowej tarczycy bedacej mieszaning
z 13 réznych tkanek tarczycy (Srédoperacyjnie pobierany
fragment niezmienionej makroskopowo tarczycy) oraz
z 16 tkanek raka brodawkowatego tarczycy. Analiza
zostala wykonana przy pomocy programu Affymetrix
Microarray Suite 5.0 i Affymetrix Data Mining Tool oraz
GeneSpring 6.0.

Wyniki: Poréwnanie profilu ekspresji poszczegol-
nych gruczolakach oraz wola guzowate poréwnano
z tkanka prawidlowa wykazalo jedynie 11 gendéw
o podwyzszonej ekspresji min. takie geny jak: Rho GtPase
RHOBTB3 i kinaza bialkowa zalezna od kalmoduliny
CAMK2B. Wséréd tych genéw 4 biora udziat w trans-
dukcji sygnalu a 3 uczestnicza w fosforylacji i defosfory-
lacji biatek. Znacznie wigksza grupa genéw (163) charak-
teryzowala sie obnizonym poziomem ekspresji. Sa to min.
geny: prekursor kalcytoniny CALCA, gen dla dekoryny
DCN, SERPINB6. Az 54 geny z tej grupy biora udziat w
transdukcji sygnatu, natomiast 11 uczestniczy w regulacji
transkrypcji i tyle samo w apoptozie, a 7 zaangazowa-
nych jest w regulacje cyklu komérkowego. Poréwnanie
profilu zmian lagodnych z nienowotworowsa tarczyca
oraz z rakiem brodawkowatym jednoznacznie klasyfikuje
gruczolaki w jednej grupie z tkankami nienowotworo-
wymi. Wiekszos¢ genéw skladajaca sie na profil ekspres;ji
gruczolaka i wola réznila sie¢ od profilu raka brodawko-
watego. Jedynie geny apolipoproteina DAPOD i derma-
topontyna DPT charakteryzowaly sie obnizong ekspresja
zaréwno w gruczolakach jak i w raku brodawkowatym.

Whniosek: Przy poréwnaniu z tkankami niezmienio-
nymi makroskopowo i tkankami raka brodawkowatego,
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profil ekspresji genéw gruczolakéw pecherzykowych jest
znacznie blizszy niezmienionej makroskopowo tkance
tarczycy niz profilowi raka brodawkowatego.

Projekt finansowany z grantu KBN 040/P0O4/2001

Gene expression profile of follicular thyroid
adenoma (FTA)
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The aim of the study was to characterize the molecular
expression profiles of follicular thyroid adenomas (FTA).

8 follicular adenomas, 1 atypical adenoma and 1
nodular goitre samples taken intraoperatively were
investigated by oligonucleotide HG-U133A microar-
ray. Total RNA was isolated using RNeasy Total RNA
Midi and Mini Kit. An in vitro transcription reaction of
the cDNA was performed (BioArray High Yield RNA
Transcript Labeling Kit, Enzo), cRNA was fragmen-
ted, hybridized and stained with streptavidin-phyco-
erythrin conjugate. Absolute and comparison analyses
of gene expression were performed using the Affyme-
trix GeneChip Analysis Suite 5.0, Data Mining Tool (Affy-
metrix) and GeneSpring 6.1 software. Gene expression
profiles of adenomas were compared to the expression in
the reference tissue (a mixture of 13 normal -- macrosco-
pically unchanged -- fragments of thyroid tissue), as well
as to 16 samples of papillary thyroid carcinoma.

The comparison of gene expression pattern of indivi-
dual benign thyroid nodules with normal thyroid tissue
demonstrated that only 11 genes were overexpressed
in all samples studied. In this group, four genes were
involved in signal transduction and 3 took part in protein
phosphorylation/dephosphorylation. Among these genes
were Rho GTPase RHOBTB3 and calmodulin dependent
protein kinase CAMK2B genes. However, distinctly more
genes (163 transcripts) were under-expressed, among
them calcitonin precursor CALCA, decorin gene DCN
and SERPINB6. There were 54 genes involved in signal
transduction, 11 in the regulation of transcription and
apoptosis and 7 in cell cycle regulation. When the expres-
sion profile of benign lesions were compared to normal
tissue and tumor samples, adenomas were unequivo-
cally classified together with normal tissues and tumors,
while the tumors group was distinctly different. Majority
of genes characteristic for expression pattern of adenomas
were not so prominent in carcinomas. However, Apoli-
poprotein D gene APOD and extracellular matrix gene
dermatopontin DPT were downregulated in both types
of tissues.

Our results indicate that the gene expression profiles
of benign thyroid lesions are similar to the normal thyroid
tissue rather than to expression profiles of papillary
thyroid cancer.

The project was supported by Polish State Committee for Scientific
Research, grant 040/PO4/2001

SESJA 2

Wspéldzialanie genu DRBL*03 z CTLA-4
i genami TNF w predyspozycji genetycznej
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Predyspozycja genetyczna ma duze znaczenie w rozwoju
choroby Gravesa-Basedowa, ze szczeg6lnym znaczeniem
genéw ukladu HLA (przede wszystkim DRB1*03) oraz
CTLA-4. Udziat genéw TNF (INF - czynnika martwicy
nowotworéw i LTA - limfotoksyny A) znajdujacych sie
na chromosomie 6, pomiedzy genami ukladu HLA, jest
kwestionowany.

Celem pracy byla ocena wspétudziatu allelu DRB1*03
z genami CTLA-4 i TNF w predyspozycji genetycznej do
choroby Gravesa-Basedowa.

Polimorfizm genu CTLA-4 (pozycja 49) i genéw TNF
(pozycja 308 TNF i 252LTA) oznaczono u 222 pacjentéw
z chorobg GB i 208 o0séb zdrowych, u ktérych nie
stwierdzono choroby tarczycy, z ujemnym wywiadem
rodzinnym u krewnych pierwszego stopnia i prawi-
dlowym obrazem USG tarczycy (u kobiet po 30 roku
zycia). Oznaczenie antygenéw HLA wykonano u 94
0s6b chorych na chorobe Gravesa-Basedowa i u 86 oséb
zdrowych.

Polimorfizm TNF i CTLA-4 oznaczono technikg PCR/
RFLP. Oznaczenie antygenéw HLA-DRB1 wykonano
w oparciu o metodyke PCR-SSO i PCR-SSP.

Rozklad genotypowy allelu DRB1*03 w grupie oséb
chorych i zdrowych réznit sie znamiennie (p=0,007),
wartos¢ OR byla znamiennie podwyzszona i wynosita
2,84. Dla genu CTLA-4, TNF i LTA zaobserwowano
znamienne réznice w rozkladzie genotypéw pomiedzy
grupg os6b z choroba GB i grupa kontrolna oraz podwyz-
szone wartosci OR (odpowiednio: 2,27; 2,52; 1,75).

Wspétwystepowanie DRB1*03 i rzadkiego allelu
CTLA-4 G zwigkszato warto$¢ OR do 4,04 (95% CI: 1,84-
8,86), liczona w stosunku do pozostalych genotypdéw.
Najwiekszg wartos¢ OR=6,98 (95% CI: 2,55-19,08)
zaobserwowano, gdy antygen DRB1*03 wspoétwyste-
powal réwnoczesnie z rzadkimi allelami TNF-2, LTA*1
i CTLA-4 G; czestos¢ tego genotypu wynosita 30,1%
u 0séb z chorobg Gravesa-Basedowa.

Wnioski: Zaobserwowano znamienny zwigzek
DRB1*03 oraz genéw CLTA-4, TNF, LTA z choroba GB.
Wspétwystepowanie antygenu DRB1*03 z rzadkimi
allelami genéw TNF, LTA i CTLA-4 zwieksza ryzyko
zachorowania na chorobe Gravesa-Basedowa, co
$wiadczy o niezaleznym udziale genu CTLA-4 i sugeruje
réwniez pewien niezalezny wplyw genéw TNF.

Praca finansowana przez grant KBN 3/PO5 D 148/22
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Interaction of HLA II class DRBL*03
allele with CTLA-4 and TNF genes in
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Known genes responsible for the genetic predisposition
to Graves disease (GD) are some HLA II class genes
(especially DRB1*03) and CTLA-4. The participation
of TNF genes: TNF (tumor necrosis factor) and LTA
(lymphotoxin A) located on the 6 chromosome among
HLA genes, is questionable. The purpose of the study was
to estimate interactions between simultaneous occurrence
of CTLA-4 and DRB1*03, TNF and LTA alleles in respect
to their association with GD.

222 patients with GD (diagnosed by hyperthyroidism
and TRAb level and/or orbitopathy) were genotyped
for CTLA-4 (49), TNF (308), LTA (252) polymorphism
by PCR/RFLP and 94 of them were also genotyped
for DRB1*03 by PCR-SSO and PCR-SSP. Control group
included 208 healthy persons without history of thyroid
disease, with normal thyroid sonography (done only in
women over 30 years old) and with negative familial
anamnesis in first-degree relatives. Among them 86
persons were genotyped for DRB1*03.

Significant differences were observed in genotypes
distribution for all genes studies with respective OR
values 2.84; 2.27; 2.52; 1.75 for DRB1*03; CTLA-4; TNF
and LTA, respectively. The simultaneous presence of
DRB1*03 and rare CTLA-4 (G) allele increased the OR
values to 4.04 (95% CI: 1.84-8.86) as compared to the other
genotypes. The highest OR=6.98 (95% CIL: 2.55-19.08)
value was noticed for simultaneous presence of DRB1*03,
CTLA-4 (G), TNF-2, LTA*1 and was observed in 30.1% of
GD patients.

The obtained results indicate a positive interaction
between DRB1*03, CTLA-4 and TNF genes in predispo-
sition to Graves disease in Polish population and suggest
an additional positive influence of TNF genes, besides
their linkage to DRB1*03.

The project was supported by Polish State Committee for Scientific
Research, 3/ PO5 D 148/22
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Wrodzony niedobér TBG charakteryzuje sie¢ objawami
eutyreozy, obecnoscia wola, znacznie obnizonym lub
nieoznaczalnym stezeniem TBG w surowicy, niskim
stezeniem catkowitych hormonéw tarczycy przy prawi-
dlowym stezeniu wolnych hormonéw tarczycy i TSH.
Dziedziczy si¢ w sposéb zwigzany z chromosomem X
ijest wynikiem zmian w genie TBG (locus Xq21-22) prowa-
dzacych do powstania réznych wariantéw biatka TBG.

Celem pracy bylo poszukiwanie mutacji w genie TBG
u trzech braci z wrodzonym calkowitym niedoborem
biatka TBG, u ktérych jego stezenie w surowicy wynosilo
odpowiednio: 0.24 mg/l; 1.35 mg/1, 1,69 mg/] (norma
13.4-36.6 mg/L).

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

Badanie ujawnilo delecje pojedynczego nukleotydu-
guaniny (G) w pozycji 1711 w kodonie 201 (Asp) eksonu
2 (GAC>AC). Mutacja ta, znaleziona u kazdego z trzech
badanych braci, prowadzi do zmiany ramki odczytu
i przedwczesnej terminacji w kodonie 206, co daje
skrécenie biatka TBG do 206 aminokwaséw w poréw-
naniu do 395 aminokwaséw prawidlowego biatka. Jest to
mutacja po raz pierwszy opisana w dostepnym pismien-
nictwie. Nie wykazano jej u zdrowych czlonkéw rodziny.

Deletion of single nucleotide (del1711G) in
exon 2 of TBG gene as a cause of familial
total TBG deficiency

Katarzyna Eqcka’, Agnieszka Ogrodowicz?,
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Congenital TBG deficiency is characterized by clinical
euthyreosis, goiter, decresed or undetectable serum TBG,
low level of total thyroid hormones and normal concen-
tration of free thyroid hormones and TSH in serum. Its
inherited mode is transmitted in X-linked inheritance
and is a result of the TBG gene mutations (locus Xq21-22)
which may give various types of the TBG protein.

The aim of our study was to find a mutation in the
TBG gene in three brothers with congenital total TBG
deficiency, with serum TBG concentration: 0.24 mg/1; 1.35
mg/1, 1,69 mg/l (norm 13.4-36.6 mg/1), respectively.

DNAs were isolated from leucocytes of peripheral
blood and then four exons and promoters of the TBG
gene were amplified using standard PCR. PCR products
with the following length: 672 b (containing exon 1), 467
b (containing exon 2), 351 b (containing exon 3), 421 b
(containing exon 4) and 248 b (containing promoter
sequence) were amplified using indirect enzyme method
by AbiPrism apparatus.

Our studies revealed a single deletion of guanine in
position 1711, codon 201 (Asp), exon 2 (GAC>AC). That
mutation, which was found in every studied brother gives
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a change of frame shift and premature stop at codon 206,
resulting in the TBG variant protein of 206 amino acids
compared to 395 amino acids of normal TBG. This is
a novel mutation, which has been not described yet. It
have been not present in the healthy members of that
family.

Wplyw obecnosci ré6znych haplotypéw
genu dejodynazy typu 2 na jej aktywnos¢
enzymatyczna w tarczycy czlowieka.
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Procesy dejodynacji tyroksyny (T,) do trijodotyroniny
(T,) w tarczycy czlowieka katalizowane sa przez dwa
enzymy: jodotyroninowq dejodynaze typu 1 (D1) i typu 2
(D2). Kluczowy wplyw na wewnatrzkomoérkowe stezenie
T, ma aktywnos¢ D2, ktéra charakteryzuje sie niewraz-
liwoscia na dzialanie PTU. Obecnos¢ D2 w tarczycy
czlowieka potwierdzono pomiarami aktywnosci enzyma-
tycznej oraz poziomu mRNA. Jednak w niektérych
tkankach zwracala uwage nietypowa aktywnos¢ enzyma-
tyczna D2 z wyrazng wrazliwoscig na PTU. Jednoczesnie
w réznych tkankach tarczycowych mozna zidentyfi-
kowa¢ polimorfizm, dotyczacy jednego nukleotydu,
prowadzacy do mutacji Thr na Ala.

Celem pracy byla ocena obecnosci ré6znych haplotypéw
D2 w tarczycy cztowieka i ocena jej zwigzku ze zmieniona
aktywnoscig enzymatyczng dejodynazy typu 2.

Przeanalizowano skrawki tarczycy pochodzace od
19 chorych: 8 z chorobg Graves-Basedowa, 3 z wolem
guzkowym toksycznym, 8 z rakiem brodawkowatym. We
wszystkich badanych tkankach aktywnos$é D2 mierzono
w czterech warunkach: z 1 lub 100 nM T,, bez lub
w obecnosci PTU. Przy pomocy RT-PCR i PCR oraz
dwoch par starteréw, obejmujacych miejsce przypusz-
czalnej mutacji zamplifikowano fragment 2-go eksonu D2.
Produkty reakcji poddano sekwencjonowaniu. Dziewieé
z badanych przypadkéw bylo homozygotami Ala/Ala,
jedna byla homozygota Thr/Thr, 10 bylo heterozygo-
tami Thr/Ala. Na podstawie analizy sygnalu sekwen-
cgjonowania stwierdzono, ze w heterozygotach poziom
ekspresji obu alleli genu byl na tym samym poziomie.
Jednoczesnie w 7 z badanych tkanek nie obserwowano
wyraznego hamowania aktywnos$ci D2 ani przez wyzsze
stezenia substratu, ani przez PTU. Powyzsze zmiany
aktywnosci D2 nie korelowaly z obecnoscia réznych
haplotypéw genu dejodynazy typu 2.

Influence of different haplotypes of type 2
deiodinase on tissue 5" deiodinase activity in
the human thyroid

Michat Ambroziak®, Janusz Pachucki?,
Balazs Gereben®, Alicja Nauman’

Although human thyroid expresses both type 1 (D1) and
type 2 (D2) iodothyronine deiodinases, the thyroxin (T,)
deiodination catalysed by D2 is essential for triiodothy-
ronine (T,) intracellular concentration. D2 is characte-
rised by PTU insensitivity. Based on deiodinase activity
measurements and presence of specific mRNA signals on
Northern blots D2 is clearly detected in human thyroid
tissues. In our previous studies D2 activity showed
atypical kinetic with clear PTU sensitivity in some tissues.
Moreover, we identified single nucleotide polimor-
fism (SNP) in mRNA sequence causing nonconservative
mutation (Thr to Ala) in various thyroid tissues.

The purpose of this study was to obtain the prevalence
of SNP in D2 sequence obtained from thyroid tissues and
to compare the enzymatic activities with the presence of
different D2 haplotypes.

We evaluated thyroid tissue samples from 19 patients:
8 with Graves’ disease, 3 with toxic multinodullar goitre
and 8 with papillary thyroid cancer. In all examined
tissues D2 activity was measured in four conditions: 1 nM
T, or 100 nM T, with and without PTU. We used RT-PCR
and PCR technique and two sets of primers located in the
27 exon to amplify cDNA fragment including proposed
mutation site. The reaction products were sequenced.
Nine cases were homozygotes with Ala/Ala, 1 case was
homozygote with Thr/Thr and 10 were heterozygotes
with Thr/Ala. Based on sequencing signal we estimated
that in heterozygotes both allele were expressed at similar
level in all tissues tested. The D2 activity was not suffi-
ciently suppressed either by PTU or by high substrate
concentration in 7 cases. The presence of atypical D2
activity kinetic didn’t correlate with different D2 haplo-

types.

Rola czynnikéw epigenetycznych
w nieprawidlowym wzrastaniu dzieci
i mlodziezy

Andrzej Kedzia', Anna GoZdzicka-Jézefiak?
Aleksandra Obrgpalska-Steplowska?,

Eugeniusz Korman', Monika Obara-Moszyriska’,
Barbara Rabska-Pietrzak?

!Klinika Endokrynologii i Diabetologii Wieku Rozwojowego, 11
Katedra Pediatrii, Akademia Medyczna im. K. Marcinkowskiego
w Poznaniu

2 Zaktad Wirusologii Molekularnej, Instytut Biologii Molekularnej
i Biotechnologii, Universytet im. A. Mickiewicza, Poznai

W ciagu kilkudziesieciu lat badari nad przekazem
sygnalu wzrostowego gléwny nacisk w poszukiwa-
niach mutacji bedacych przyczynami niskorostosci
kladziono na analizowanie struktury kodu genetycznego.
Oceniano poprawnos¢ sktadu nukleotydowego eksonéw
kodujacych zaréwno receptor dla hormonu wzrostu
(GHR) jak i IGF-I. W ciagu ostatnich lat kontynuowano
ten kierunek badan, poszerzajac zakres analiz o ocene
wewnatrzkomérkowych nosnikéw sygnatu, takich jak
na przyklad biatka STAT. Zaowocowalo to wykryciem
w pojedynczych przypadkach mutacji odpowiadajacych
za zaburzone wzrastanie.

Punktem wyijscia naszych badan bylo zalozenie, ze za
obnizone stezenia poszczegdlnych nosnikéw przekazu
wzrostowego u niskorostych dzieci odpowiada¢ mogg takze
nieprawidlowosci nukleotydowe kodu epigenetycznego.
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U 88 pacjentéw ze znacznym niedoborem wzrostu
(hSDS = -3,2 do -6,4), u ktérych wykluczono deficyt
hormonu wzrostu oraz inne przyczyny nieprawidlo-
wego wzrastania, analizie molekularnej (PCR, SSCP,
sekwencjonowanie) poddalismy odcinki promotorowe
i fragmenty regulatorowe genéw receptora dla hormonu
wzrostu V1 GHR oraz P1 IGF-I.

Okazalo sig, ze u prawie 8 % badanych stwierdzono
mutacje w V1 GHR, a u niespelna 15 % mutacje w P1 IGF-I.

Aby oceni¢ wplyw stwierdzonych nieprawidtowosci
nukleotydowych na ekspresje genéw, wykonano analize
oddzialywan DNA - bialko technika spowalniania
migracji (EMSA).

Nie stwierdzono nieprawidlowosci w wigzaniu
czynnikéw transkrypceyjnych do fragmentu V1 GHR.

Analiza sekwencji nukleotydowej zmienionych
fragmentéw DNA P1 IGF-I wykazala nieprawidlowe
formowanie komplekséw z biatkami transkrypcyjnymi,
co prawdopodobnie odpowiada za zmiany ekspresji genu
IGF-I w komérkach réznych tkanek.

The role of epigenetic factors in discordant
growth of children and adolescents.

Andrzej Kedzia', Anna GoZdzicka-]J6zefiak?,
Aleksandra Obrepalska-Steplowska?,

Eugeniusz Korman', Monika Obara-Moszyriska’,
Barbara Rabska-Pietrzak?

! I Department of Pediatrics Karol Marcinkowski University of
Medical Sciences Poznaii, Division of Endocrinology and
Adolescent Diabetes Mellitus, Poznan

2 Department of Molecular Virology, Institute of Molecular
Biology and Biotechnology, Adam Mickiewicz University Poznari

During past several years spent on studying growth signal
pathways transduction, main focus in analysis of short
stature - causing mutations was placed on the analysis of
genetic code structure. The proper composition of nucle-
otide exons encoding both growth hormone receptor (GHR)
and also IGF-I was evaluated. During past few years this
direction of study was continued, and was further expanded
by the analysis of intracellular signal carriers, like the STAT
proteins. Owning to these studies, single mutations respon-
sible for discordant growth were discovered.

The hypothesis behind our research was that incorrect
epigenetic nucleotide code might be responsible for
lowered concentrations of growth signal transduction
factors in short stature children.

In 88 patients with considerable growth deficiency
(hSDS = -3,2 to -6,4) in whom growth hormone deficit and
other common causes of short stature were excluded, we
have conducted molecular analysis (PCR, SSCP, sequen-
cing) of promoter regions and regulatory fragments of
growth hormone receptor V1 GHR and P1 IGF-I.

It turned out that in almost 8% of patients we have
encountered mutations in V1 GHR, and almost 15%
exhibited mutations of P1 IGF-I.

To assess the impact of discovered mutations on gene
expression, we have conducted an analysis of DNA-
protein interactions with electrophoretic mobility shift
assay (EMSA).

There were no abnormalities detected in binding of
transcriptional factors to the V1 GHR fragment.

Analysis of the changed nucleotide fragments
sequence of P1 IGF-I DNA, revealed improper formation
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of complexes with transcriptional proteins, which
probably explains the changes in the expression pattern
for the IGF-I gene in different cells in various tissues.
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Wczesna diagnostyka przerzutowych
wezléw chlonnych szyi w zré6znicowanym
raku tarczycy przy uzyciu techniki RT-PCR

Elzbieta Gubala', Daria Handkiewicz-Junak?,
'Agnieszka Pawlaczek’, Marcin Zeman?,

Ewa Chmielik’, Malgorzata Wiench’,
Aleksandra Kukulska', Krystyna Woloszyriska?,
Aleksandra Krawczyk'
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3 Zaktad Patologii Nowotwordéw
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Gliwice

Cel pracy: Komoérki zréznicowanych rakéw tarczycy
(ZRT) zachowuja zdolno$¢ do produkgji tyreoglobuliny
(Tg), a wykrycie mRNA dla Tg w wezlach chlonnych
szyi sugeruje obecnosci przerzutéw raka tarczycy. Zasto-
sowanie techniki molekularnej - odwrotnej transkrypcji
reakqji tanicuchowej polimerazy (RT-PCR) do wykry-
wania ekspresji genu dla Tg moze stanowi¢ badanie
uzupetniajace klasyczne badanie cytologiczne. Jednak
ze wzgledu na nieswoisty charakter markera uzasad-
nione jest dotaczenie innego markera bardziej swoistego
dla komérek nowotworowych, na przyklad galektyny-3.
Dlatego celem pracy byla ocena przydatnosci oznaczania
mRNA Tg i mRNA Gal-3 dla wczesnego wykrywania
przerzutéw ZRT do wezléw chlonnych szyi.

Material i metodyka: Badaniem objeto 185 chorych na
ZRT (312 wezléw chlonnych). Grupe kontrolng stanowilo
54 chorych na inne nowotwory. Reakcje RT-PCR wykony-
wano z materiatu pozostatego w igle po wykonaniu trady-
cyjnego rozmazu cytologicznego. Kontrole izolacji RNA
i amplifikacji cDNA przeprowadzano stosujac startery
dla GADPH. Obecnos¢ mRNA oceniano dla tyreoglo-
buliny stosujac startery obejmujace eksony 3-5 i 39 cykli
reakgji. Réwnoczesng ekspresje Gal-3 badalismy metoda
QPCR w 50 przypadkach.

Wyniki: W pierwszym badaniu cytologicznym rozpo-
znano przerzuty do weziéw chlonnych u 64 chorych na
ZRT. W 62 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 dodatnie,
a chorych tej grupy poddano dalszej wnikliwej analizie.
W toku dalszej obserwacji u 6 chorych rozpoznano
przerzuty do weztéw chlonnych, przy czym prawdziwie
dodatni wynik badania RT-PCR wyprzedzal cytologiczne
rozpoznanie przerzutu o 5-20 miesiecy. U pozostatych 10
chorych dotychczasowa obserwacja, trwajaca od kilku 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.

Na tej podstawie, czulos¢ RT-PCR dla Tg okreslono
wobec badania cytologicznego na 96 % (68/70),
swoistos¢ na 95 % (232/242), a wartos¢ przewidywania
dodatniego na 38%. Obecnie prowadzona jest analiza,
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czy dodatkowe badanie Gal-3 zwigkszy sile predykcyjna
badania molekularnego.

Wnioski: Metoda RT-PCR Tg moze by¢ zastosowana
w diagnostyce wczesnych przerzutéw nowotworowych
zréznicowanych rakéw tarczycy do wezléw chionnych.
Dodatni wynik badania molekularnego kwalifikuje
chorego do grupy wysokiego ryzyka. Uzasadnione jest
poszukiwanie dalszych markeréw molekularnych zwiek-
szajacych sile przewidywania dodatniego.

Early detection of thyroglobulin and
galectin-3 in fine needle biopsy from neck
lymph node metastases of differentiated
thyroid carcinoma by RT-PCR

Elzbieta Gubala', Daria Handkiewicz-Junak?,
'Agnieszka Pawlaczek’, Marcin Zeman?,

Ewa Chmielik’, Malgorzata Wiench’,
Aleksandra Kukulska', Krystyna Wotoszytiska’®,
Aleksandra Krawczyk'

! Department of Nuclear Medicine and Endocrine Oncology,
2 Clinic of Oncological Surgery
3 Department of Tumor Pathology
Center of Oncology, Maria Sklodowska-Curie Memorial
Institute, Gliwice, Poland

Differentiated thyroid cancer (DTC) diagnosis may be
supported by molecular methods based on the polyme-
rase chain reaction (PCR) and reverse transcription (RT),
which permit the detection of cancer cells even in poorly
cellular biological material. In patients with suspicion
of differentiated thyroid cancer lymph node recurrence,
detection of thyroglobulin (Tg) mRNA in fine needle
biopsy material supports the classical cytological exami-
nation. Our experience with Tg supported diagnosis of
lymph node recurrence has been reported previously.
However, Tg mRNA is a non — specific marker, thus to
increase the specificity of molecular detection of DTC,
other markers should be evaluated. Recent studies have
show that galectin-3 (Gal -3) is over expressed in thyroid
cancer. Thus, we decided to include a Gal-3 mRNA
investigation into our analysis.

Aim: 1. Prospective validation of thyroglobulin mRNA
detection in neck lymph nodes in patients with suspected
metastases of differentiated thyroid cancer. 2. Analysis of
impact of galectin-3 mRNA analysis to increase the speci-
ficity of DTC detection.

Material and methods: 312 neck lymph nodes from
185 patients with suspected DTC recurrence were
investigated. Patients (54) with suspicion of lymph node
metastases of other types of cancer were included in a
control group. Thyroglobulin RT-PCR was conducted
in residual material left after preparation of cytolo-
gical smears from fine needle biopsy specimens. Primer
spanning exons 3-5 were used with 39 cycles of PCR.
RNA isolation control and ¢cDNA amplification were
carried out using GAPDH starters. Gal-3 expression was
measured by QPCR in 50 cases.

Results: Classical cytology confirmed nodal involve-
ment in 64 DTC patients. RT-PCR Tg was positive in 62
of them (96%). Additional 16 specimens with RT-PCR
positive, cytology negative results were diagnosed. Six
positive RT-PCR results were confirmed by repeated
cytology conducted 5-20 months later and by post-surgery
histopathological diagnosis. Other 10 cases are still consi-

dered false positive, as no definite confirmation of DTC
recurrence has been obtained. However, in 5 cases the
observation period is still too short to preclude the final
diagnosis. No positive results of RT-PCR were obtained
in lymph nodes taken from patients with other malignan-
cies. Thus, the specificity is 95% (232/242) and sensitivity
with reference to cytology examination is 96% (68/70),
while positive predictive value is 38%. The results of
Gal-3 mRNA estimation are also considered for the putative
increase of positive value of molecular diagnosis.
Conclusions: RT-PCR for Tg shows sufficient specifi-
city to be applied in fine needle biopsy for early detection
of lymph node metastases in differentiated thyroid cancer.
Positive RT-PCR result qualifies the patients to the high-
risk group. Other molecular markers are necessary to
increase the predictive power of molecular investigation.

Korelacja genotyp/fenotyp w zespole MEN 2A

Janusz Krassowski', Matgorzata Wiench?, Elzbieta
Bandurska-Stankiewicz?, Elzbieta Rostonowska’,
Maria B. Gabryelewicz *, Barbara Jarzgb ?,
Wojciech Jeske'

! Klinika Endokrynologii CMKP, Warszawa,

2 Zaktad Medycyny Nuklearnej i Endokrynologii Onkologicznej,
Centrum Onkologii, Gliwice,

3 Oddziat Diabetologiczny i Endokrynologiczny, Szpital
Wojewddzki, Olsztyn,

* Zaktad Patomorfologii CMKP, Warszawa

Celem pracy byla ocena korelacji genotyp/fenotyp
w zespole MEN 2A w oparciu o material Kliniki Endokry-
nologii CMKP.

Mutacje protoonkogenu RET znaleziono u 28 chorych
z 10 rodzin. Zespol MEN 2A stwierdzono u 19 chorych
z 5 rodzin. W pozostalych przypadkach stwierdzono
zesp6t FMTC (familial medullary thyroid carcinoma).
U 4 rodzin znaleziono najczestsza mutacjew kodonie
634 (Cys>Arg), w piatej rodzinie mutacje w kodonie 620
Cys>Arg. Pheochromocytoma rozpoznano u wiekszosci
dorostych pacjentéw z mutacjag 634, natomiast tylko
u jednej pagjentki z mutacja 620. Tylko w dwéch przypad-
kach w mutacji 634 stwierdzono patologie przytarczyc.

Wyniki  potwierdzaja  dotychczas  opisywane
w piSmiennictwie zaleznosci miedzy miejscem mutacji
i wystepowaniem innych poza rakiem rdzeniastym
patologii, tj. czeste wystepowanie pheochromocytoma
w mutacji Cys634Arg. Zwraca uwage rzadkosc patologii
przytarczyc w naszym materiale.

Genotype/phenotype correlation in MEN2a
syndrome

Tanusz Krassowski', Malgorzata Wiench?, Elzbieta
Bandurska-Stankiewicz?, Elzbieta Rostonowska’,
Maria B. Gabryelewicz *, Barbara Jarzgb ?,
Wojciech Jeske'

! Department of Endocrinology, Medical Centre of Postgraduate
Education, Warsaw,

2 Department of Nuclear Medicine and Oncological Endocrinology,
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3 Department of Diabetology and Endocrinology, District Hospital,
Olsztyn,

* Department of Pathomorphology, Medical Centre of Postgraduate
Education, Warsaw.
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The aim of the study was the assessment of genotype/
phenotype correlation in patients with MEN 2A
syndrome seen at Department of Endocrinology, Medical
Centre of Postgraduate Education, Warsaw. RET proto-
oncogene mutations were found in 28 patients belonging
to 10 families. MEN 2A syndrome was diagnosed in 19
patients from 5 families. In the remaining cases FMTC
(familial medullary thyroid carcinoma) was diagnosed.
The most frequent mutation was codon 634 mutation
(Cys>Arg), which was found in 4 families. In the
fifth family codon 620 Cys>Arg mutation was found.
Pheochromocytoma was diagnosed in the majority of
patients with codon 634 mutation, while in 620 mutation
only one case of pheochromocytoma was diagnosed.
Parathyroid pathology was found only in 2 patients with
634 mutation. Our results corroborate the earlier reports
suggesting frequent association of pheochromocytoma
with Cys634Arg mutation. Parathyroid pathology was
relatively rare in our patients.

Analiza genetyczna mutacji genéw

SDHB i SDHD u chorych z guzami
chromochlonnymi nadnercza i nerwiakami
przyzwojowymi.

Aleksandra Krawczyk, Sylwia Szpak,
Renata Cypliriska, Elzbieta Gubata, Barbara Jarzqb

Zaktad Medycyny Nuklearnej i Endokrynologii Onkologicznej,
Centrum Onkologii — Instytut im. M. Sktodowskiej-Curie, Gliwice

Guzy chromochtonne (pheochromocytoma) i nerwiaki
przyzwojowe (paraganglioma) sa nowotworami wywodza-
cymi sie z tkanki chromochlonnej. Ich wystepowanie jest
w 20-25% zwiazane z predyspozycja dziedziczng, moga
stanowi¢ skladnik zespotu gruczolakowatosci wewnatrz-
wydzielniczej typu 2, zespolu von Hippela-Lindaua,
nerwiakowlékniakowatosci typu 1 oraz zespolu guza
chromochionnego i nerwiakéw przyzwojowych — PPS.
W zespole tym opisano mutacje w genach kodujacych
podjednostki dehydrogenazy bursztynianowej (SDHB,
SDHD).

Celem pracy jest opracowanie metody wykrywania
mutacji w genach SDHB i SDHD u chorych z guzem chromo-
chlonnym nadnercza i nerwiakami przyzwojowymi.

DNA izolowano z leukocytéw krwi obwodowej
pobranej od chorych z guzami chromochlonnymi lub
nerwiakami zwojowymi. Nastepnie przeprowadzano
reakcje laricuchowa polimerazy DNA (PCR) dla genu
SDHB (ekson 2, 3, 4, 6, 7) i genu SDHD (ekson 1, 2, 3).
Namnozony w ten sposéb material poddano analizie
MSSCP za pomoca zestawu DNA Pointer System.
W przypadku stwierdzenia mutacji przeprowadzano
sekwencjonowanie w celu dokladnego okreslenia jej
rodzaju. W pracy przedstawiamy szczegély metody i jej
pierwsze wyniki.

Opracowana metoda analizy genetycznej moze miec
zastosowanie u chorych, u ktérych jedynym objawem
choroby jest guz chromochtonny lub nerwiak przyzwo-
jowy, a nie stwierdzono mutacji w protoonkogenie RET
i genie VHL. Wéwczas analiza genéw SDH moze ujawnié
nowe przypadki dziedziczne. Dokladna ocena przydat-
nosci metody bedzie mozliwa po uzyskaniu wiekszej
ilodci wynikow.
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Analysis of SDHB and SDHD
genes mutations in patients with
pheochromocytoma and paraganglioma

Aleksandra Krawczyk, Sylwia Szpak,
Renata Cyplitiska, ElzZbieta Gubala, Barbara Jarzqb

Department of Nuclear Medicine and Endocrine Oncology, Center
of Oncology — Institute, Gliwice

Pheochromocytomas and paragangliomas are tumors
derived from chromaffine tissue. These tumors are in 20-
25% inherited and may be the part of multiple endocrine
neoplasia type 2, von Hippel-Lindau syndrome, neuro-
fibromatosis type 1 and pheochromocytoma paragan-
glioma syndrome — PPS. In this syndrome mutations in
genes encoding succinate dehydrogenase subunits B and
D (SDHB, SDHD) were identified.

The aim of present study is to establish a method
of detection of mutations in SDHB and SDHD genes in
patients with pheochromocytoma and paraganglioma.

DNA was isolated from peripheral blood leuko-
cytes obtained from patients with pheochromocytomas
and paragangliomas. The polymerase chain reaction
(PCR) was done for SDHB (exons 2, 3, 4, 6, 7) and SDHD
(exons 1, 2, 3). The PCR product was then analyzed with
DNA Pointer System and sequenced when mutation was
found.

This method can be useful in diagnosing patients
with pheochromocytoma or paraganglioma as the only
symptom, in which mutations of RET, VHL and NF-1
genes were not found. The analysis of SDH genes can
help in detecting new inherited cases. Exact evaluation of
this method will be possible after receiving more results.

Badanie ekspresji receptora naskérkowego
czynnika wzrostu w niskozréznicowanych
glejakach mézgu

Dorota Kula', Damian Larysz?, Michat Jarzqb?,
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Macyszyn*, Maciej Wojtacha®?, Tomasz Stepier®,
Wojciech Kaspera®, Barbara Jarzgb'
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GwiaZdziaki anaplastyczne i glejaki wielopostaciowe
stanowia grupe Zle rokujacych glejakéw ztosliwych.
Amplifikacja i nadekspresja genu receptora naskor-
kowego czynnika wzrostu (EGFR) uwazana jest za
ceche charakterystyczng glejakéw wielopostaciowych,
w zwiazku z czym czasteczka EGFR jest dobrym celem
nowych form terapii w tych guzach.

Celem pracy byta zbadanie poziomu ekspresji EGFR
metodq ilosciowej reakcji PCR w czasie rzeczywistym
(Q-PCR) oraz ocena réznic ekspresji EGFR miedzy
gwiaZdziakami anaplastycznymi a glejakami wielopo-
staciowymi.
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Material do badan stanowilo 75 tkanek: 39 glejakéw
wielopostaciowych, 29 gwiazdziakéw anaplastycznych
i 7 wysokozréznicowanych guzéw glejowych. Catkowity
RNA izolowano z wykorzystaniem TRIzolu, oczysz-
czane zestawami RNeasy Mini Kit, i trawiono DNaza.
Ilosciowq reakcje PCR w czasie rzeczywistym (Q-PCR)
przeprowadzono z wykorzystaniem systemu Tagman
(Applied Biosystem), oceniajac ekspresje form zmuto-
wanych (delecje w domenie zewnatrzkomérkowej), jak
i formy dzikiej w oparciu o trzy zestawy sond i primeréw
komplementarnych do miejsca laczenia eksonéw 2-3, 13-
14 i 18-19. Badania immunohistochemiczne wykonano
stosujac zestawy przeciwciala anty-EGFR DakoCyto-
mation, znakowane streptawidyna-biotyna i barwione
chromogenem DAB.

Na podstawie wynikéw uzyskanych we wszyst-
kich trzech typach reakcji Q-PCR stwierdzono wysoka
ekspresje EGFR w 34 (46,5%) przypadkach, przy czym
obecnos¢ delecji w domenie zewnatrzkomérkowej stwier-
dzono w 31 (40%) przypadkach (badanie RT-PCR).
Metodq immunohistochemiczng (badanie wykonane
w grupie 100 chorych, 123 tkanki) ekspresje EGFR stwier-
dzono w 76 (61,8%) badanych tkankach, przy czym tylko
w 15 (12,2%) byla to ekspresja silnie dodatnia. W obydwu
metodach nie stwierdzono wyraZnego zréznicowania
miedzy gwiaZdziakami anaplastycznymi a glejakami
wielopostaciowymi.

Dla 50 guzéw dokonano oceny zaleznosci miedzy
wynikami badania metoda ilosciowej PCR w czasie
rzeczywistym a badaniem immunohistochemicznym
i wykazano znamienng statystycznie korelacje.

Whnioski: W zaleznosci od metody analizy i przyje-
tego kryterium ekspresje EGFR obserwowano w 12 do
62% chorych na niskozréznicowane glejaki mézgu. Nie
obserwowano wyraznej réznicy w czestosci ekspresji
EGFR miedzy zlosliwymi glejakami wielopostaciowymi
a anaplastycznymi gwiaZzdziakami ani w badaniu
molekularnym, ani w badaniu immunohistochemicz-
nym. W 40% przypadkéw wykryto obecnosé delecji
w domenie zewnatrzkomérkowej EGFR, ktéra moze
zmieniaé¢ wynik badania immunohistochemicznego oraz
wplywaé na skutecznos¢ stosowania immunoterapii
z zastosowaniem przeciwcial przeciwko natywnej
formie receptora.

Projekt finansowany z granu KBN Projekt KBN nr 6 PO5A 021 20.

Expression level of epidermal growth factor
receptor in high-grade gliomas
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Glioblastoma multiforme and anaplastic astrocytoma are
malignant brain tumors with poor prognosis. Amplifica-

tion and increased expression of epidermal growth factor
receptor (EGFR) gene is a very prominent molecular
feature of glioblastomas, thus the EGFR molecule seems
to be a good target for new molecular therapy approaches
in these tumors.

The aim of this study was to estimate the EGFR
expression by real time quantitative PCR (Q-PCR) and
to evaluate the putative differences in expression level
between glioblastomas and anaplastic astrocytomas.

75 tumor brain samples were analysed: 39 glioblas-
tomas, 29 anaplastic astrocytomas and 7 low-grade
gliomas. Total RNA was isolated by TRIzol method
followed by purification with Rneasy Mini Kit method
(QIAGEN). Q-PCR analysis was performed by real-time
PCR detection method (Taqman; Applied Biosystems).
For wild type and mutated forms of EGFR gene (extracel-
lular domain deletions) analysis three primer-probe sets
were used, measured the expression of gene fragments
encompassing following exon junctions: 2-3, 13-14, 18-
19. Anti-EGFR immunohistochemistry analysis was
perfomed with DakoCytomation antibody, labeled by
streptoavidin-biotin procedure and stained with DAB.

By Q-PCR the increased level of EGFR expression for
all three measurements was found in 34 (46.5%) patients.
The presence of mutated EGFR was observed in 31 (40%)
cases. By immunohistochemistry (made in 100 patients,
123 tissues) the EGFR expression was observed in 76
(61.8%) cases, however the highest level of expression
was present only in 15 (12,2%) tissues. There were no
differences between glioblastomas and astrocytomas.

The correlation between Q-PCR and immunohisto-
chemistry results was statistically significant (analysis on
the set of 50 samples).

Conclusions: The EGFR expression was observed
in 12%-62% cases of high grade gliomas dependent
on the method used. There was no difference between
glioblastoma multiforme and anaplastic astrocytoma
neither in Q-PCR nor in immunohistochemistry analysis.
The presence of mutated EGFR forms in 40% cases
may influence the immunohistochemistry results and
is important for the efficiency of anti-EGFR targeted
therapy, when antibodies against the native EGFR
molecule are used.

The project was supported by Polish State Committee for Scientific
Research, nr 6 PO5A 021 20.

Nieprawidlowa aktywacja promotora
5’-dejodynazy typu 1 przez mutanty
receptoréw T, izolowane z rakéw
jasnokomérkowych nerki

Maciej Pietrzak', Monika Puzianowska-KuZnicka ',
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Janusz Nauman', Alicja Nauman®
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Tarczyca jest jedynym organem syntetyzujagcym
tyroksyne (T,) bedaca prekursorem trijodotyroniny (T,).
Znakomita wigkszos¢ T, produkowana jest w tkankach
obwodowych organizmu w procesie dejodynacji T,
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katalizowanej przez 5’-dejodynazy typu 1 oraz 2. Jednym
z czynnikéw regulujacych ekspresje genu dejodynazy
typu 1 (hdiol) jest trijodotyronina. Hormon ten za posred-
nictwem swoich jadrowych receptoréw (TR) wiaze sie ze
specyficznymi sekwencjami (TRE) w obrebie promotora
i aktywuje transkrypcje hdiol. Najwyzsza aktywnosé
enzymatyczng dejodynazy typu 1 zaobserwowano
w zdrowej watrobie, tarczycy i w nerkach.

W nowotworach wywodzacych sie z tych narzadéw
zaobserwowano natomiast znaczace obnizenie aktyw-
nosci tego enzymu. Co wiecej, w nowotworach tych
zaobserwowano wysoka czesto$¢ mutacji genéw koduja-
cych TR. Aby okresli¢ wplyw mutantéw TR na aktywnosé
hdiol przeprowadzono badania regulacji transkrypcji tego
promotora. Komérki HEK 293 transfekowano wektorem
reporterowym  pGL2-DI  zawierajacym  fragment
promotora hdiol o dlugosci 1,5kb oraz wektorem ekspre-
syjnym kodujacym dzikie typy lub mutanty TRal oraz
TRb1. Wykazano, ze z wyjatkiem jednego mutanta (D1-
26, S380F), ktéry aktywowal promotor hdiol tak jak dziki
typ receptora, wszystkie pozostale mutanty aktywowaty
ten promotor od 2,5 do 10 razy slabiej niz dziki typ TR.
Testy opdzZnienia migracji w zelu wykonane z sonda
zawierajaca TRE-DR4 pochodzace z promotora hdiol
wykazaly, ze niektére mutacje wystepujace w obrebie
domeny wigzacej DNA moga uposledzaé¢ powinowactwo
receptora do TRE.

Powyzsze badania wykazaly, ze znalezione przez
nas w rakach jasnokomérkowych nerki ludzkiej mutacje
genéw kodujacych TR, zmieniajac sekwencje i funkcje
kodowanego receptora, moga przyczyniac sie¢ do obser-
wowanego w tkankach nowotworowych obnizenia
aktywnosci 5’-dejodynazy typu 1. Skutkiem niskiej
aktywnosci enzymatycznej jest zmniejszona lokalna
produkgja T,, co nasila¢ moze deregulacje hormonalna
kontroli cyklu komérkowego, réznicowania i apoptozy w
tkankach nowotworowych.

Aberrant type 1 5’-deiodinase activation by
mutated thyroid hormone receptors cloned
from renal clear cell carcinoma.

Maciej Pietrzak', Monika Puzianowska-KuZnicka ',
Agnieszka Krystyniak', Zbigniew Tariski 3,
Janusz Nauman', Alicja Nauman®

! Medical Research Center, Polish Academy of Sciences, Warsaw,
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Thyroid gland is the only organ synthesizing thyroxine
(T,), a triiodothyronine (T,) protohormone. Majority of T,
is produced in extrathyroidal tissues by T, deiodination,
catalyzed by type 1 and type 2 deiodinases. One of the
factors that up-regulate type 1 5’-deiodinase (5’-DI) gene
(hdiol) expression is T,. T, exerts this function via thyroid
hormone receptors (TRs) bound to two thyroid hormone
response elements (TREs) present in hdiol promoter. The
highest activity of 5-DI is observed in liver and kidney.
However, in cancers originating from these organs hdiol
mRNA amount as well as 5-DI enzymatic activity are
very low. Interestingly, TR mutations are frequently
found in these cancers. To assess the hdiol promoter
activity in the presence of TR mutants, the transcrip-
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tion regulation tests were performed. HEK 293 cells were
transfected with the reporter construct pGL2-DI conta-
ining firefly luciferase reporter gene driven by 1,5 kb hdiol
promoter fragment and the wild type or mutated TRal or
TRb1 expression vector. We found that all but one mutant
(TRb1 D1-26, S380F, which activity was similar to the wild
type TRb1) activated hdiol promoter 2.5 to 10-fold weaker
than the respective wild type TR. Electromobility shift
assays performed with direct repeat TRE-DR4 from hdiol
promoter show that certain mutations in DNA binding
domain might alter receptor binding to TRE. Our findings
suggest that aberrant regulation of hdiol promoter by TR
mutants might be one of the factors responsible for the
low 5-DI enzymatic activity observed in RCCC tissues.
Subsequently, this might result in the spatially restricted
decrease of T, bioavailability. We speculate that this
might alter the regulation of expression of T,-dependent
genes involved in the control of cell cycle, differentiation
and apoptosis. This might exacerbate the effect of other
genetic alterations observed in tumor tissues.

SESJA 4

Polimorfizm genu ICAM-1 w cukrzycy typu 1

Katarzyna Miroriczuk, Adam Kretowski,
Ida Kinalska

Klinika Endokrynologii, Diabetologii i Choréb Wewngtrznych,
Akademia Medyczna, Biatystok

Gen kodujacy czasteczke adhezji miedzykomoérkowej 1
(ICAM-1) znajduje sie¢ na chromosomie 19p13 w regionie
wykazujacym zwigzek z cukrzycg typu 1 w badaniach
sprzezen genetycznych. Badania do$wiadczalne sugeruja
réwniez, ze ICAM-1 moze odgrywaé kluczowa role
w powstawaniu nacieku zapalnego (insulitis) w wyspach
trzustkowych u zwierzat z cukrzyca autoimmunologiczna.

Celem wykonanych badari byta ocena zwigzku polimor-
fizméw genu ICAM-1 z predyspozycja do cukrzycy typu 1
w populacji polskiej. Obecnosc polimorfizméw: ¢.721 G>A
w eksonie 4 genu ICAM-1 oraz c.1405 A->G w eksonie 6
wykonano metoda PCR z wykorzystaniem allelospecyficz-
nych starteréw oraz potwierdzono sekwencjonowaniem
(ABI Prism 310) u 211 rodzin oséb chorych na cukrzyce
typu 1 oraz 211 zdrowych ochotnikéw.

W badanej grupie chorych na cukrzyce typu 1 czestosé
wystepowania allelu G byla istotnie statystycznie wyzsza,
a czestos¢ allelu R w pozycji odpowiadajacej 241 amino-
kwasowi czasteczki ICAM-1 byla istotnie statystycznie
nizsza niz w grupie 211 oséb zdrowych (13,5% vs. 20,4%,
p=0,008). Réznice te byly spowodowane czestszym
wystepowaniem u chorych na cukrzyce typu 1 homozy-
goty 241GG oraz niskim odsetkiem homozygot RR
w tej grupie. Podobnie w pozycji 469 czasteczki ICAM-
1 czestos¢ odpowiadajacego jej kodujacego allelu E byla
istotnie statystycznie wyzsza (46,5% vs. 38,2%), a allelu K
nizsza (53,5 vs. 61,8%, p=0,0138) u chorych na cukrzyce
w poréwnaniu do grupy kontrolnej, co wynikato gtéwnie
z nizszej czestosci wystepowania homozygoty 469KK
u chorych na cukrzyce typu 1. Zaobserwowane wyniki
sugerujace istotny zwigzek polimorfizméw genu ICAM-1
z wiekiem zachorowania na cukrzyce typu 1 pozwalaja
na postawienie przypuszczenia o mozliwej roli terapii
immunomodulacyjnej wplywajacej na ekspresje/funkcje
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czasteczki adhezji miedzykomoérkowej 1 w opdZnianiu
rozwoju (zapobieganiu) cukrzycy typu 1.

ICAM-1 gene polymorphism in type 1
diabetes mellitus

Katarzyna Miroriczuk, Adam Kretowski,
Ida Kinalska

Department of Endocrinology, Diabetology and Internal Medicine,
Medical University of Biatystok, Biatystok

ICAM-1 gene is located on chromosom 19p13 within
the region which was shown to be associated with type
1 diabetes the in linkage studies. There are also experi-
mental data suggested the key role of ICAM-1 molecule
in the pathogenesis of inflammatory process (insulitis) in
pancratic islet cells observed in animal model of autoim-
mune diabetes.

The aim of our study was to evaluate if 2 known
polimorphisms of ICAM-1 gene are associated with risk
of type 1 diabetes in Polish population.

Using PCR sequence specific primers method and
direct DNA sequencing (ABI Prism 310) we have genotype
polymorphisms in exon 4 (c.721 G>A) and exon 6 (c1405
A->G) of ICAM-1 gene in 211 Polish families affected by
type 1 diabetes and 210 healthy controls from the same
region of Poland.

In genotyped Polish diabetic families we have
observed a less frequent transmission of 241R allele to
affected offsprings from heterozygous parents (37.5%, 21
transmissions of 56, p=0,043), but a lower frequency of
allele R in subjects with type 1 diabetes in comparison to
healthy age matched controls (13.5% vs. 20.4%, p=0.008).
We have also found the higher frequency of 469E allele
in patients with type 1 diabetes in comparison to healthy
controls (46.9% vs. 38.2%, p=0.01). We have analyzed the
frequencies of alleles and genotypes in relation to the age
of diagnosis and we have observed that the frequency of
241R allele is significantly lower in subjects with type 1
diabetes diagnosed before 25 yrs. of age in comparison to
adult onset type 1 diabetes (11.8% vs. 21.6%, p=0.025).

The results of our study suggest that G241R amino
acid substitutions in ICAM-1 molecule could influence
the intensity /duration of the autoimmunity process. We
believe that our observations concerning the associa-
tions of ICAM-1 gene polymorphisms with the age of
onset of autoimmune diseases give additional support to
the hypothesis that potential ICAM-1 pathway-targeted
treatment may delay the onset of type 1 diabetes mellitus.

Ocena roli alleli gené6w DRB1, DQA1
i DQB1 HLA w cukrzycy ciezarnych

Maciej Kinalski, Anna Okruszko,
Katarzyna Miroriczuk, Natalia Wawrusiewicz,
Mariusz KuZmicki, Adam Kretowski, Ida Kinalska

Klinika Endokrynologii, Diabetologii i Choréb Wewngtrznych,
AM w Biatymstoku
Zaktad Patofizjologii Cigzy, AM w Biatymstoku

Cukrzyca pojawiajaca sie w okresie cigzy (GDM) istotnie
wplywa na wzrost ryzyka powiklani matczyno-ptodowych

oraz zwieksza prawdopodobienistwo rozwoju cukrzycy po
porodzie. Istnieje coraz wiecej dowoddéw, ze zaburzenia
weglowodanéw pojawiajace sie¢ w ciazy maja heterogenne
podloze, przy czym najnowsze badania sugerujg kluczowa
role czynnikéw genetycznych w warunkowaniu predys-
pozycji do okreslonych , podtypéw” cukrzycy ciezarnych.

Celem badan byla ocena czestoSci wystepowania
wybranych alleli oraz dystrybucji haplotypéw genéw II
klasy HLA: DRB1, DQA1, DQB1 u pacjentek z cukrzyca
ciezarnych w poréwnaniu do kobiet, u ktérych w cigzy
nie wystepowaly zaburzenia tolerancji weglowodanéw.
Analizie poddano réwniez istnienie zaleznosci miedzy
badanymi allelami II klasy HLA, a ryzykiem rozwiniecia
sie cukrzycy w ciggu kolejnych 5 lat po porodzie czy
koniecznoscia insulinoterapii.

Badania wykonano u 168 kobiet z cukrzyca ciezar-
nych oraz w grupie 144 zdrowych kobiet, u ktérych
W czasie cigzy nie obserwowano zaburzen weglowoda-
néw. Genotypowanie alleli genéw DRB1, DQA1, DQBI1
wykonano metoda SSP-PCR. Czestos¢ alleli DRB1*03 i
DQB1*0302 byla istotnie wyzsza, a alleli DQB1*0602 i *0603
istotnie nizsza w grupie pacjentek z cukrzyca wymagajaca
terapii insuling w okresie cigzy, w poréwnaniu do ciezar-
nych leczonych tylko dietq i grupy kontrolnej.

Zaobserwowano réwniez wyzszgq czestos¢ alleli
DRB1*03 i/lub *04 oraz DQB1*02 wséréd pacjentek,
u ktérych po GDM rozwinela sie cukrzyca, w poréwnaniu
do grupy pacjentek z wywiadem GDM oraz prawidlowa
tolerancjq weglowodanéw w ciagu kolejnych 5 lat obser-
wacji po cigzy (44,4% vs. 19,1% oraz 55.6% vs 38,5%).
U zadnej z pacjentek z GDM posiadajacej allel DQB1*0602
i/lub *0603 nie stwierdzono Kklinicznych wskazan do
wlaczenia insulinoterapii w ciagu kolejnych 5 lat po
ciazy.

Ocena profilu genetycznego moze by¢ uzyteczna
w diagnozowaniu podtypéw w cukrzycy ciezarnych oraz
analizie ryzyka rozwoju cukrzycy wymagajacej insulino-
terapii po porodzie.

Praca finansowana z programu KBN Nr 6P05B027 20.

The estimation of DRB1, DQA1, DQB1 HLA
gene alleles in gestational diabetes mellitus

Maciej Kinalski, Anna Okruszko,

Katarzyna Mirosiczuk, Natalia Wawrusiewicz,,
Mariusz KuZmicki, Adam Kretowski, Ida Kinalska
Department of Endocrinology, Diabetology and Internal Medicine,
Medical University of Biatystok

Department of Pathophysiology of Pregnancy, Medical University
of Bialystok

Gestational diabetes mellitus (GDM) is associated with
an increased risk of maternal and fetal complications and
further development of diabetes after delivery. There is
an increasing evidence that glucose level disturbances
observed during pregnancy have heterogeneous etiolo-
gies and that genetic factors could play a key role in
the predisposition to different “subtypes” of gestational
diabetes. The aim of the study was the estimation of the
frequency of diabetes type 1-associated HLA alleles and
haplotypes of DRB1, DQA1 and DQB1 genes in women
with gestational diabetes in comparison to subjects
without glucose intolerance during the pregnancy. The
association between the studied alleles and the risk of
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diabetes development in the next 5 years after delivery or
the insulin therapy were also analyzed.

The study was performed in 168 subjects with gestational
diabetes and 144 healthy age and BMI matched women with
normal glucose tolerance during the pregnancy.

Alleles of DRB1, DQA1, DQBI1 genes were genotyped
using SSP-PCR method. The frequency of DRB1*03 or
DQB1*0302 alleles were significantly higher and the
frequency of DQB1*0602 or *0603 alleles were lower in
subjects with gestational diabetes treated with insulin in
comparison to the group treated with low carbohydrate
diet only or controls. Moreover the higher frequency of
DRB1*03 and/or 04 and DQB1*02 allels were observed
in GDM women, who developed diabetes in the next
5 years after delivery in comparison to the group with
normal postpartum glucose tolerance (44.4% vs. 19.1%
and 55.6% vs. 38.5%). After delivery none of the women
with DQB1*0602 or 0603 alleles and previous GDM have
clinical indications for the insulin treatment during the
next 5 years after delivery.

The genetic profile (diabetes type 1-associated HLA
alleles) could be useful for the diagnosis of different
,subtypes” of gestational diabetes mellitus and could
serve as a predictor of insulin-dependency during the
next 5 years after delivery.

The study was founded by grant from KBN (6P05B02720)

Ocena immunologicznych parametréw
odpowiedzi komérkowej u pacjentéw
z autoimmunologiczna cukrzyca u oséb
dorostych

Barbara Szepietowska, Malgorzata Szelachowska,
Maria Gérska, Ida Kinalska

Klinika Endokrynologii, Diabetologii i Choréb Wewngtrznych,
AM w Biatymstoku

Do okreslenia typu cukrzycy, wstepnie rozpoznawanej
jako typ 2 z dodatnim mianem przeciwcial skierowa-
nych przeciwko antygenom wysp trzustkowych, zapro-
ponowano termin pézno ujawniajacej sie cukrzycy typu 1
u o0séb dorostych. Patogeneza cukrzycy typu LADA
(latent autoimmune diabetes in adults) nie jest do korica
poznana. Istotng role, podobnie jak w typie 1, odgrywa
proces autoimmunologiczny, w ktérym limfocyty T
i makrofagi doprowadzaja do uszkodzenia komérek 3
wysp trzustkowych u oséb genetycznie predysponowa-
nych. Po utracie tolerancji immunologicznej i prezentacji
autoantygenu limfocytom T dochodzi do aktywagji tych
komorek i sekrecji specyficznych cytokin. Uwaza sie, ze
cytokiny wydzielane przez subpopulacje limfocytéw Thl,
takie jak: IFN-y, IL-2, 18, IL-1b powoduja proces destrukcji
komorek B. Natomiast cytokiny wydzielane przez subpo-
pulacje limfocytéw Th2: II-4 i 10 dzialaja ochronnie,
poprzez hamowanie aktywnosci limfocytéw Th1.

Celem pracy byla ocena stezenia w surowicy krwi
wybranych cytokin jako wskaZznikéw aktywnosci
immunologicznego ukladu komdérkowego w zalez-
nosci od obecnosci przeciwcial skierowanych przeciwko
antygenom wysp trzustkowych.

W grupie 52 pacjentéw, z czasem trwania cukrzycy
od 6 miesiecy oraz grupie kontrolnej dokonano pomiaru
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stezenia w surowicy krwi IL-1b, IFN-y, IL-18, IL-4 i IL-
10. U wszystkich pacjentéw oraz w grupie kontrolnej
oznaczono miano przeciwcial: skierowanych przeciwko
dekarboksylazie kwasu glutaminowego (anty-GAD),
przeciwinsulinowych (IAA) i przeciwko fosfatazie
tyrozyny bialkowej (anty-IA2) metoda radioimmuno-
logiczng (RIA). Badanie stezenia peptydu C na czczo
i po stymulacji glukagonem oraz wybranych cytokin
wykonano metoda immunoenzymatyczna (ELISA).

U pacjentéw ze $wiezo rozpoznang cukrzyca bez
przeciwcial przeciwko antygenom wysp trzustkowych
stezenia IL-1b i IL-18 bylo istotnie wyzsze w stosunku
do grupy kontrolnej. Stezenie IFN-y nie réznilo sie
istotnie w badanych grupach. Stwierdzono istotnie
wyzsze stezenie IL-4 w grupie kontrolnej w poréw-
naniu do grupy ze $wiezo rozponana culrzyca i istotnie
podwyzszonym mianem jednego z przeciwcial skiero-
wanych przeciwko antygenom wysp trzustkowych.
Nie zaobserwowano znacznych réznic w stezeniu IL-10
pomiedzy grupami badanymi i grupa kontrolna. Stwier-
dzono istotna, dodatnig korelacje pomiedzy stezeniem
peptydu C na czczo a stezeniem IL-10 w grupie oséb
z cukrzyca. Zaburzenia réwnowagi pomiedzy wydzie-
laniem cytokin przez populacje limfocytéw Th2 oraz
ujemna korelacja pomiedzy hormonalnym a komér-
kowym ukladem immunologicznym moze by¢ waznym
czynnikiem wplywajacym na péZniejsze ujawnienie sie
objawoéw cukrzycy autoimmunologicznej.

Serum profile cytokine levels in patients
with autoimmune diabetes in adults.

Barbara Szepietowska, Malgorzata Szelachowska,
Maria Gorska, Ida Kinalska

Department of Endocrinology, Diabetology and Internal Medicine,
Medical Academy, Biatystok

Aim/hypothesis: The estimation of serum concentrations
of macrophages (interleukin 1p), T helper 1 (interferon v)
and T helper 2 (interleukin 4 and interleukin 10) lympho-
cytes derived cytokines and interleukin 18 — in newly
diagnosed non-obese adult diabetic patients in relation
to the presence of antiislets antigen autoantibodies and
B cell capacity.

Methods: Serum cytokines and C peptide were
detected in three groups of subjects: 27 autoantibody
positive diabetic patients (GADA and/or IAA and/or
IA-2A), 25 negative and a group of 29 controls. Cytokines
serum levels and C peptide basal and stimulated
were quantified by ELISA. Autoantibodies titers were
measured by RIA.

Results: We found a lower concentration of interleukin
4 in the group positive for autoantibodies than in the
control group. We did not observe any differences in the
concentrations of interleukin 10 in the studied groups.
However, interleukin 10 levels positively correlated with
basal C peptide concentrations in the group positive
for autoantibodies. Interleukin-1p and interleukin 18
was lower in the group positive for autoantibodies
in comparison to negative and controls. Interferon-y
systemic level did not differ between the investigated
groups.

Conclusion/interpretation: Our findings have shown
the down regulation of serum T helper 2 cytokines in
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patients with an adult onset of diabetes type 1. Relatively
lower concentrations of pro-inflammatory cytokines in the
group of patients positive for autoantibodies may reflect a
negative feedback between cellular and humoral immunity
in subjects with an adult onset autoimmune diabetes. Inter-
leukin 18 in autoimmune diabetes may play an important
role in P cell protection, by stimulating T helper 2 immune
responses in the absence of interleukin 12.
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Wplyw Sciezek sygnalowych kinazy A

i TGF-p na ekspresje genu LIPE kodujacego
hormonozalezng lipaze/hydrolaze estréw
cholesterolu w komérkach H295R

Dawid Nowak, Marcin Hotysz, Natalia Derebecka-
Hotysz, Wiestaw H. Trzeciak

Katedra i Zaklad Biochemii i Biologii Molekularnej, Akademia
Medyczna im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu

Hormonozalezna lipaza/hydrolaza estréw cholesterolu
— CEH (cholesteryl ester hydrolase), kodowana przez
gen LIPE, katalizuje reakcje hydrolizy triacylogliceroli
w tkance tluszczowej jak réwniez estréw cholesterolu
w korze nadnerczy, jajnikach i jadrach. Gen LIPE zlokalizo-
wany jest na chromosomie 19 w prazku q13.1-13.2. Produkt
reakcji katalizowanej przez CEH — wolny cholesterol jest
uzywany jako prekursor w biosyntezie hormonéw stero-
idowych. Steroidogeneza w korze nadnerczy jest kontro-
lowana przez ACTH, a CEH jest jednym z gléwnych
obiektéw regulacji. Regulacja steroidogenezy niezalezna od
ACTH/cAMP obejmuje czynniki pobudzajace i hamujace,
a sekrecja steroidéw jest wypadkows ich wspétdzialania
z ACTH. Hamowanie sekrecji steroidéw obserwowano
w obecnosci transformujacego czynnika wzrostu beta
(TGF-B).

Celem badan bylo sprawdzenie, czy ekspresja genu
LIPE jest regulowana przez aktywatory &ciezki sygna-
lowej kinazy bialek A (cAMP/PKA) oraz TGF-B. Do
badann wykorzystano komérki ustalonej linii raka kory
nadnerczy H295R. Po osiaggnieciu monowarstwy ciaglej,
komérki inkubowano z aktywatorem cyklazy adeny-
lanowej — forskoling (25 mM), TGF- (2,5 ng/ml) jak
réwniez obydwiema substancjami razem, przez 6 lub
24 godziny. Wyizolowane metoda Chomczyniskiego
i Sacchi (Anal. Biochem. 162, 156-159, 1987) calkowite
RNA przepisywano odwrotnie (RT-PCR), a CEH cDNA
amplifikowano przy uzyciu specyficznych starteréw.
Produkty amplifikacji rozdzielano elektroforetycznie
i analizowano densytometrycznie. Poziom ekspresji genu
LIPE oznaczano metoda RT PCR przy pomocy aparatu
LightCycler (Roche).

W  wyniku szesciogodzinnej inkubacji komorek
H295R z forskoling, TGF-B i obydwiema substan-
cjami nie zaobserwowano istotnych zmian w poziomie
ekspresji genu LIPE. Natomiast inkubacja z forskoling
przez 24 godziny spowodowala istotny wzrost ekspres;ji
genu LIPE. TGF-B nie wptywal na podstawowy poziom
ekspresji genu LIPE, jednak istotnie zahamowal efekt
stymulacji ekspresji tego genu przez forskoline.

Wnioskuje sig, Ze ekspresja genu LIPE jest pobudzana
przez ACTH za posrednictwem $ciezki sygnatowej kinazy
A, podczas gdy TGF-B ostabia ten efekt.

The influence of protein kinase A and
TGF-p pathways on the expression of LIPE
gene encoding hormone sensitive lipase/
cholesterol esterase in H295R cells

Dawid Nowak, Marcin Holysz, Natalia Derebecka-
Hotysz, Wiestaw H. Trzeciak

Department of Biochemistry and Molecular Biology, Poznaii
University of Medical Sciences, Poznaii

Hormone-sensitive lipase/cholesteryl ester hydrolase
(CEH) encoded by the LIPE gene catalyses the hydrolysis
of triacylglycerols in adipose tissue and cholesterol esters
in the adrenals, ovaries and testes. LIPE gene is located on
chromosome 19q13.1-13.2 1.

The product of CEH - catalysed reaction, free chole-
sterol is used as a precursor for ACTH - controlled
steroid hormones biosynthesis, CEH being one of the
main targets. Transforming growth factor beta (TGF-p)
decreases biosynthesis of steroid hormones in the adrenal
cortex.

The main purpose of the study was to determine if
cAMP/PKA and TGF-B signalling pathways regulate the
level of expression of the LIPE gene in human adrenocor-
tical cells.

Human adrenal cortex H295R cells were cultured to
obtain a confluent monolayer. Cells were then incubated
with test substances: forskolin (25 mM), TGF-p (2.5 ng/
ml) or both substances together, for 6 or 24 h. Total RNA
was isolated according to the method of Chomczynski
and Sacchi (Anal. Biochem. 162, 156-159, 1987). PolyA*
RNA was reverse transcribed (RT-PCR) and fragments of
cholesteryl esterase cDNA were amplified under optimal
conditions, using specific primers. The CEH cDNA
content was electrophoresed and quantified by densi-
tometry. Quantitative analysis of the LIPE gene expres-
sion was conducted also with the use of the LightCycler
System (Roche).

Incubation with forskolin, TGF-f or both substances
for 6 h did not significantly affect the level of the LIPE
gene expression, whereas incubation with forskolin for
24 h resulted in a significant increase in the expression of
this gene. TGF-B did not change the basal level of the LIPE
gene expression, while it significantly lowered the stimu-
latory effect of forskolin.

It was concluded that the expression of LIPE gene is
positively regulated by ACTH via cAMP/PKA pathway,
while TGF-B attenuates this effect.

Ocena stezern wybranych czynnikéw pro
i antyangiogennych we krwi u chorych
z nieczynnymi hormonalnie guzami
nadnerczy

Marzena Korzeniewska?, Krzysztof Kolomecki’,
Henryk Stepieri®, Maciej Naze', Tomasz Stepier’,
Krzysztof Kuzdak®

! Klinika Chirurgii Endokrynologicznej i Ogélnej Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi

2 Oddziat Anestezjologii i Intensywnej Terapii Wojewddzkiego
Szpitala Specjalistycznego im. M. Kopernika w Eodzi

3 Instytut Endokrynologii Uniwersytetu Medycznego w Eodzi
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Wprowadzenie: Wzrost i rozwdj guzéw litych i ich
przerzutéw zwiazany jest z procesem angiogenezy.
Aktywno$é czynnikéw pobudzajacych i hamujacych
ten proces decyduje o jego rozwoju. Czynnik wzrostu
komérek s$rédblonka naczyn (VEGF) jest jednym
z najwazniejszych czynnikéw stymulujacych angio-
geneze. Do inhibitoréw naleza min. rozpuszczalne
receptory naczyniowego czynnika wzrostu (sVEGFR-1,
sVEGFR-2). Rozpuszczalne receptory VEGF (sVEGFR)
zawierajace domene zewnatrzkomdrkowq receptoréw,
wigzacq ligand, wydajq sie by¢ naturalnym antagonista
VEGF.

Cel pracy: Ocena wartosci poziomu VEGF, sVEGFR-
1 i sVEGFR-2 w surowicy krwi, jako markera zlosliwo-
§ci, u pacjentéw z nieczynnymi hormonalnie guzami
nadnerczy.

Material i metody: Badaniom zostalo poddanych 27
pacjentéw (18 kobiet, 9 mezczyzn: Sredni wiek 48+4,3 lat)
z rakiem kory nadnerczy (N=8), z guzem przerzutowym
do nadnerczy (N=4) i z gruczolakiem kory nadnerczy
(N=15). Préba kontrolna zostala odpowiednio dobrana
pod wzgledem plci i wieku ze zdrowych ochotnikéw
(N=10). Poziomy VEGF i sVEGFR w surowicy krwi byty
oznaczane za pomocy testu ELISA. Statystyczna analiza
zostala przeprowadzona przy uzyciu testu T-studenta,
testu korelacji Pearsona i testu serii.

Wyniki: W zdrowej prébie kontrolnej sredni poziom
VEGF wynosit 197,2 pg/ml, sVEGFR-1 43,5 pg/ml,
a sVEGFR-2 8976,3 pg/ml. U pacjentéw z rakiem kory
nadnerczy istotnie wyzsze byly poziomy VEGF (1263,8
pg/ml), anizsze sVGEGFR-2 (5893,7 pg/ml) w poréwnaniu
z grupg kontrolna (p<0,05). Z drugiej strony u pacjentéw
z lagodnym gruczolakiem kory nadnerczy poziom VEGF
(334,2 pg/ml) nie réznit sie istotnie od grupy kontro-
Inej (p>0,05), natomiast poziomy sVEGFR-1 (21,7 pg/
ml) i sVEGFR-2 (7106,4 pg/ml) byly istotnie nizsze niz
w grupie kontrolnej (p<0,05). W grupie z guzami przerzu-
towymi poziomy VEGF (4859 pg/ml) byly istotnie
wyzsze, a SVEGFR-2 (5455,2 pg/ml) nizsze w poréw-
naniu z grupa kontrolng (p<0,05).

Wnioski: Uzyskane wyniki badani sugeruja, ze
oznaczenie poziomu VEGF i sVEGFR w surowicy krwi
u pacgjentéow z nieczynnymi hormonalnie guzami
nadnerczy moze by¢ zastosowane jako dodatkowy
marker ztosliwosci guzéw nadnerczy.

Assessment of pro- and antyangiogenic
factors blood serum concentrations in
patients with hormonal inactive adrenal
tumors

Marzena Korzeniewska, Krzysztof Kotomecki,
Henryk Stepieri, Maciej Naze, Tomasz Stepier,
Krzysztof Kuzdak

Department of Anaesthesiology and Intensive Care, Kopernik’s
Memorial Hospital

Introduction: The growth and persistence of solid tumors
and their metastases is connected with angiogenesis. This
process is determined by activity of pro-and antyangio-
genic factors. VEGF is the one of the most important
factors having a stimulant effect on angiogenesis. Soluble
forms of VEGF receptors are inhibitors of angiogenesis.
The soluble forms of VEGF receptors containing extra
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cellular part of receptor, which binds ligand, seem to be
real inhibitors of VEGF.

The aim of the study: Evaluation the value of serum
VEGF and soluble forms of VEGF receptors concentra-
tion as a marker of malignancy in patients with hormonal
inactive adrenal tumors.

Material and methods: Twenty seven patients (18
female, 9 male; mean age 48+4.3 years) with adreno-
cortical carcinoma (N=8), adrenal metastases (N=4) and
adrenocortical adenoma (N=15) were included in this
study. Age- and gender- matched control samples were
acquired from healthy volunteers (N=10). Serum VEGF
and sVEGFR levels were determinated by means of
ELISA assay.

Statistical analysis was performed using the Student-t
test, the Pearson’s test and the series tests.

Results: In healthy controls mean VEGF level was
197.2 pg/ml, sVEGFR-1 43.5 pg/ml and sVEGFR-2 8976.3
pg/ml. Patients with adrenocortical carcinoma had, the
levels of VEGF (1263.8 pg/ml) significantly higher and of
sVEGFR-2 (5893.7 pg/ml) significantly lower in compa-
rison to control group (p<0,05). On the other hand the
mean VEGF (3342 pg/ml) concentration in patients
with benign adrenocortical adenoma wasn’t signifi-
cant different than in control group (p>0,05), but mean
sVEGFR-1 (21.7 pg/ml) and sVEGFR-2 (7106.4 pg/ml)
concentration were significantly lower than in the control
(p<0,05). In metastases group mean VEGF (485.9 pg/ml)
level was higher and sVEGFR-2 (5455.2 pg/ml) was lower
than in control group (p<0,05).

Conclusion: These data suggest that determination of
VEGF and sVEGFR concentration in the serum of patients
with hormonal inactive adrenal tumors may be applied as
an additional marker of malignancy.

Przydatnos¢ badari immunohistochemicznych
markeréw proliferacji i bcl-2 w diagnostyce
patomorfologicznej zmian guzowatych
przytarczyc

Przemystaw Majewski', Donata Jarmotowska-
Jurczyszyn®, Jadwiga Klosin', Agnieszka Gérna’,
Andrzej Kluk', Michat Glyda?, Katarzyna Eqcka®

! Katedra Patomorfologii Klinicznej,

2 Katedra Chirurgii Ogdlnej, Gastroenterologicznej
i Endokrynologicznej,

3 Katedra Endokrynologii i Przemiany Materii Akademii
Medycznej im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

Przewlekla nadczynno$¢  przytarczyc  wywolana
nadmierng sekrecjq parathormonu (PTH) zwigzana jest
najczesciej z wystepowaniem gruczolaka lub rozrostu
komérek gtéwnych przytarczycy.

Celem pracy byla ocena aktywnosci proliferacyjnej
komérek gtéwnych i nasilenia apoptozy w zmianach
rozrostowych przytarczyc.

Badania przeprowadzono u 49 chorych operowanych
z powodu nadczynnosci przytarczyc. We wszystkich
przypadkach wykonano rutynowe badanie histologiczne
preparatéw barwionych H+E i badanie immunohistoche-
miczne markeréw proliferacji Ki-67, PCNA, jak réwniez
biatka regulatorowego apoptozy bcl-2. Wynik reakcji
immunohistochemicznych oceniano w mikroskopie
Swietlnym obliczajac indeks barwliwosci Ki-67 i PCNA,
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a natezenie ekspresji cytoplazmatycznej bcl-2 oceniano
potiloéciowo jako male, srednie i duze. W celu obiekty-
wizagji oceny reakcji immunohistochemicznych zastoso-
wano komputerowq analize obrazu metodq wizualizacji
przestrzennej, obliczajac rzeczywisty obszar dodatniej
reakgji oraz jej nasilenie.

W 38 przytarczycach pochodzacych od 21 pacjentéw
(14 kobiet — 66,6%, $redni wiek 47,8 lat i 7 mezczyzn
— 33,4%, $redni wiek 45,1 lat) postawiono rozpoznanie
histopatologiczne hyperplazja guzowata lub hyperplazja
rozlana. U 13 chorych (11 kobiet — 84,6%, Sredni wiek
52,2 lata i 2 mezczyzn - 15,3%, 38 i 43 lata) ustalono w14
przytarczycach rozpoznanie histopatologiczne gruczo-
laka. W 21 przytarczycach pochodzacych od 13 chorych (6
kobiet — 46,2%, sredni wiek 47,0 lat i 7 mezczyzn - 53,8%,
$redni wiek 42 lata) obraz histologiczny resekowanych
przytarczyc nie odbiegal od normy. U 2 pacjentéw:
kobiety 43-letniej i mezczyzny 47-letniego przebadano 3
przytarczyce i oceniono histologicznie jako zanikowe.

Zaréwno w ocenie potilosciowej w mikroskopie
Swietlnym jak i w przestrzennej wizualizacji kompu-
terowej stwierdzono znamiennie wyzsza aktywnosé
proliferacyjng komodrek gléwnych w hyperplazji i w
gruczolaku w poréwnaniu z prawidlowymi przytar-
czycami. Zwrécono uwage na nieregularng i ogniskowa
aktywno$¢é komérek w utkaniu gruczolaka i hyperplazji.
Indeks barwliwosci byl znacznie wyzszy dla PCNA niz
Ki-67. Badanie indeksu barwliwosci Ki-67 i PCNA moze
by¢ przydatne w rozpoznawaniu hyperplazji przytarczyc
W jej wezesnej fazie rozwoju.

Natezenie reakcji cytoplazmatycznej dla bcl-2 bylo
wyzsze w grupie kontrolnej, szczegdlnie w przytar-
czycach z cechami zaniku. Natezenie reakcji cytopla-
zmatycznej z bcl-2 w gruczolakach i rozroscie przytar-
czyc bylo znamiennie slabsze w poréwnaniu z grupa
kontrolng. Obnizenie natezenia reakcji z bcl-2 sugeruje
gotowosé komorek gléwnych do wejscia w apoptoze
i Swiadczy, ze biatko bcl-2 odgrywa wazna role w etiopato-
genezie zmian rozrostowych gruczotu przytarczowego.

The usefulness of immunohistochemical
evaluation of proliferation markers and
bcl-2 in pathomorphological diagnosis of
parathyroid tumors

Przemystaw Majewski', Donata Jarmotowska-
Jurczyszyn®, Jadwiga Klosin', Agnieszka Gérna’,
Andrzej Kluk', Michat Glyda?, Katarzyna Eqcka®

! Chair of Clinical Pathomorphology,

2 Chair of General, Gastroenterologic and Endocrinologic Surgery,

3 Chair of Endocrinology and Metabolic Diseases, Poznati
University of Medical Sciences, Poland

Chronic hyperthyroidism associated with oversecretion
of parathormone (PTH) is most commonly caused by
parathyroid adenoma or hyperplasia of the chief cells.

The aim of this study was evaluation of the prolifera-
tive activity of the chief cells and the intensity of apoptosis
in hyperplastic lesions of parathyroid gland.

The studies were conducted on 49 patients who
uderwent surgery because of the hyperparathyroidism. In
all cases routine histological examination of HE slides as
well as immunohistochemical (IHC) studies on the proli-
feration markers (Ki-67 and PCNA) and apoptosis regula-

ting protein bcl-2 were performed. Results of IHC staining
were evaluated under light microscope and stainability
index for Ki-67 and PCNA was calculated. The intensity
of cytoplasmatic expression of bcl-2 was evaluated using
semi-quantitative method as low, medium or high. For
the quantification of IHC reactions a computerized image
analysis with space visualization method was used, and
the real area of positive reaction and its intensity were
calculated.

In 38 parathyroid glands from 21 patients (14 women
- 66,6%, mean age 47,8 years, and 7 men — 33,4%, mean
age 45,1 years) nodular or diffused hyperplasia was
diagnosed. And in 14 parathyroid glands from 13 patients
(11 women - 84,6%, mean age 52,2 years, and 2 men -
15,3%, 38 and 43 years) an adenoma was diagnosed. In 21
glands from 13 patients (6 women — 46,2%,, mean age 47,0
years. and 7 men — 53,8%, mean age 42 years) the histo-
logical picture was consistent with normal one. From 2
patients (43-year-old woman and 47-year-old man) 3
glands were received and diagnosed as atrophic.

In both, semi-quantitative evaluation under light
microscope and computer-based space visualization
method, statistically significant higher proliferative
activity was found in parathyroid adenoma or hyper-
plasia comparing the normal glands. In adenoma and
hyperplasia, an irregular and focal cell activity was
observed. Stainability index was much higher for PCNA
then Ki-67. The studies of the stainability index of Ki-67
and PCNA seems to be useful for an early stage of parath-
roid hyperplasia diagnosis.

The intensity of cytoplasmatic reaction for bcl-2 was
higher in control group, especially in atrophic glands. The
intensity of this reaction was significantly lower in gland
hyperplasia or adenoma comparing control group. The
lowering of the bcl-2 reaction intensity suggests that chief
cells are ready for apoptosis and proves that bcl-2 protein
plays an important role in etiopathogenesis of hyperpla-
stic lesions of parathyroid gland.

Analiza immunohistochemiczna nacieku
zapalnego w przewleklych zapaleniach
tarczycy

Donata Jarmotowska-Jurczyszyn’,
Edyta Nieruchalska', Jadwiga Ktosin’,
Michat Drews?, Przemystaw Majewski"
! Katedra Patomorfologii Klinicznej,

2 Katedra Chirurgii Ogdlnej, Gastroenterologicznej

i Endokrynologicznej Akademii Medycznej im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu

Przewlekle zapalenia tarczycy to niejednorodna grupa
choréb pod wzgledem etiologii, morfologii i rokowania.

Celem pracy jest znalezienie podobienstw
i réznic miedzy naciekiem zapalnym w przewleklym
ogniskowym zapaleniu tarczycy i zapaleniu limfocy-
tarnym typu Hashimoto.

Badania wykonano u 58 kobiet i 2 mezczyzn w wieku
od 22 do 67 lat, srednio 44,6 lat. Wszyscy ci chorzy
byli operowani z powodu wola guzkowego. W dwéch
przypadkach przed operacja podejrzewano raka tarczycy,
a w jednym klinicznie sugerowano zapalenie. We wszyst-
kich przypadkach wykonano rutynowe badanie histolo-
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giczne materialu operacyjnego oraz badania immunohi-
stochemiczne CD 20 (limfocyty B), CD 43 (limfocyty T),
CD 8 (limfocyty T cytotoksyczne), CD 68 (makrofagi),
CD 15 (granulocyty obojetnochtonne) i S 100 (komorki
dendrytyczne). Ekspresje markeréw immunohisto-
chemicznych oceniano pélilosciowo w mikroskopie
Swietlnym. Celem obiektywizacji wynikéw badania
wykonano réwniez komputerowa analize stosujac
metode wizualizacji przestrzennej, obliczajac rzeczywisty
obszar reakcji barwnej.

Na podstawie badania histologicznego w 25 przypad-
kach rozpoznano przewlekle ogniskowe zapalenie
tarczycy i podzielono je na IV klasy w zaleznosci od
liczby ognisk zapalenia. W 25 dalszych przypadkach
ustalono rozpoznanie histopatologiczne zapalenia limfo-
cytarnego typu Hashimoto. Do tej grupy chorych zaliczy-
lismy tylko tych, ktérych obraz mikroskopowy tarczycy
spelniat wszystkie klasyczne kryteria choroby — inten-
sywny naciek zapalny z tworzeniem grudek chionnych,
obecnos¢ onkocytéw, widknienie i destrukcja pecherzy-
kéw. Ostatnig grupe chorych stanowilo 10 pacjentek
z wolem koloidowym bez odczynu zapalnego.

W badaniu immunohistochemicznym stwierdzono
obecnosé limfocytéw B, gléwnie w centrach rozmnazania
grudek chlonnych, limfocyty T wystepowaly natomiast
na ich obrzezach. Tylko w malych ogniskach limfocyty
T i B byly przemieszane. W przypadku malego nasilenia
zmian zapalnych ogniska zapalne mialy charakter zwarty
-w odréznieniu od intensywnego zapalenia, gdzie
obwodowe limfocyty T byly rozproszone pomiedzy peche-
rzykami tarczycy. Stwierdzono wiekszg ekspresje cytotok-
sycznych limfocytéw T w chorobie Hashimoto. Réwniez
liczba makrofagéw byla w tej chorobie wyzsza. W zadnym
z badanych przypadkéw nie obserwowano granulocytéw
obojetnochlonnych w skladzie nacieku zapalnego. Komérki
dendrytyczne wystepowaly ogniskowo, pojedyiiczo
zaréwno w zapaleniach ogniskowych jak i limfocytarnych
typu Hashimoto. W dwoéch przypadkach wola koloido-
wego w badaniu immunohistochemicznym stwierdzono
male ogniska zapalne zlozone z limfocytéw B i T.

Na podstawie przeprowadzonych badan wydaje
sie, ze istotng role w patogenezie przewleklych
zapalen tarczycy odgrywajg limfocyty T cytotoksyczne
i makrofagi, ktérych liczba wzrasta wraz z nasileniem
procesu zapalnego.

Immunohistochemical analysis of
inflammatory infiltrate in chronic thyroiditis

Donata Jarmotowska-Jurczyszyn’,
Edyta Nieruchalska', Jadwiga Ktosin’,
Michat Drews?, Przemystaw Majewski®
! Chair of Clinical Pathomorphology,

2 Chair of General, Gastroenterologic and Endocrinologic Surgery,
Poznatn University of Medical Sciences, Poland

Chronic thyroiditis is an heterologic group of diseases in
regard of etiology, morphology and prognosis.

The aim of the present study was assessment of
similarities and differences in the inflammatory infiltrate
in chronic focal thyroiditis and lymphocytic thyroiditis of
Hashimoto.

The following studies were performed on resected
goiters from 58 women and 2 men aged from 22 to 67
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years (mean 44.6). In two cases pre-operative diagnosis
suggested a thyroid cancer and in one a clinical suspicion
of thyroiditis occurred. In all cases routine histological
examination was done. Additionally, the following
immunohistochemical stainings were performed: CD 20 (B
lymphocytes), CD 43 (T lymphocytes), CD 8 (cytotoxic T
lymphocytes), CD 68 (macrophages), CD 15 (neutrophils)
and S 100 (dendritic cells). The expression of immuno-
histochemical markers was evaluated under light micro-
scope using semi-quantitative method. For the quantifica-
tion of immunohistochemical reaction a computer-based
image analysis with space visualization method was used
for calculations of the real area of positive reaction.

On the base of histological examination in 25 cases a
chronic focal thyroiditis was diagnosed and classified into
four classes according to the number of inflammatory foci.
In the next 25 cases lymphocytic thyroiditis of Hashimoto
was diagnosed. In this group there were only cases where
all classic microscopic criteria for lymphocytic thyroiditis
of Hashimoto were fulfilled (e.g. intensive inflammatory
infiltrate with lymphoid follicles, presence of oncocytes,
follicles destruction and fibrosis). The last studied group
consisted of colloid goiters without inflammatory infil-
trate taken from 10 female patients.

In the immunohistochemical studies we found B
lymphocytes occurring mainly in the germinal centers of
the lymphoid follicles, and T lymphocyte at the periphery
of the follicles. Only in small foci T and B lymphocytes
were mixed. With the lower number of the inflamma-
tory foci they were more condense. It was dissimilar with
the intense inflammatory infiltrates where peripheral
T lymphocytes were dispersed between follicles. In
Hashimoto thyroitditis a higher expression of cytotoxic
T lymphocytes as well as increased number of macro-
phages was found. There were no neutrophils found
in all studied cases. Single dendritic cells were found
focally, both in focal chronic thyroiditis and lymphocytic
thyroiditis of Hashimoto. In two cases of colloid goiter
we found small inflammatory foci composed of T and B
lymphocytes.

On the base of this study it seems, that an important
role in chronic thyroiditis is played by cytotoxic T
lymphocytes and macrophages, as their number increases
with the severity of inflammatory process.

Przerzuty raka brodawkowatego tarczycy
(RBT) do wezléw chlonnych w badaniu
immunohistochemicznym i molekularnym.

Krzysztof Kaczka', 1zabela Wijcik?, Maria

Matejkowska®, Krzysztof Kuzdak', Lech Pomorski

! Klinika Chirurgii Endokrynologicznej i Ogdlnej, Uniwersytet
Medyczny, E6dZ

2 Zaktad Patologii Molekularnej i Neuropatologii Uniwersytet
Medyczny, EddZ

3 Zaktad Patomorfologii, Szpital im. M. Kopernika, E6dZ

Wstep: Calkowita tyreoidektomia z limfadenektomia
jest najczeSciej wykonywang operacja w przypadku
RBT. Zakres resekcji weziéw chlonnych jest sprawa
dyskusyjng. Wedlug niektérych publikacji, przerzuty
w wezlach chlonnych nie wplywajq na przezycia odlegte,
w zwiazku z tym selektywna resekcja weztéw chlonnych
jest wystarczajaca operacja. Inni autorzy podkreslaja, ze
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wznowa miejscowa, najgorszy czynnik prognostyczny,
pojawia sie najczesciej w wezlach chlonnych, sugerujac
bardziej radykalny zabieg operacyjny. Aby rozwigzac ten
problem prébujemy znaleZé wilasciwsze od histopatologii
metody oceny wezléw chlonnych.

Cel pracy: Poréwnanie wynikéw wykrywania
przerzutéw RBT w wezlach chlonnych za pomoca
badania immunohistochemicznego i badania RT-PCR
mRNA dla tyreoglobuliny.

Material i metodyka: Kazdy z 184 weztéw chlonnych
uzyskanych od 21 pacjentéw operowanych w naszej
Klinice z powodu RBT podzielono na 2 czesci: jedna
z nich zbadano za pomoca badania histopatologicz-
nego i immunohistochemicznego, w drugiej poszuki-
wano mRNA dla tyreoglobuliny. W badaniu immunohi-
stochemicznym wykorzystano specyficzne przeciwciala
przeciwko tyreoglobulinie.

Wyniki: Zaobserwowano 100% zgodnosé wynikéw
pomiedzy badaniem immunohistochemicznym i histopa-
tologicznym. Dla immunohistochemii i RT-PCT odmienne
wyniki uzyskano dla 6 (25%) oséb. U 4 (16,7%) pacjentéw
badanie RT-PCR bylo bardziej czule w wykrywaniu
przerzutéw, a u 2 (8,3%) pacjentéw ujawnilo ono mniej
zajetych wezléw chlonnych niz immunohistochemia.
U reszty pacjentéw nie obserwowano réznic w wynikach.
Czternastu (58,3%) 2z nich nie mialo przerzutéw
w wezlach chlonnych, 4(16,7%) mialo zajete te same
wezly chlonne we wszystkich badaniach.

Whioski:

1) RT-PCR dla Tg mRNA jest wlasciwg metoda dla
wykrywania komérek RBT.

2) W polaczeniu z innymi badaniami moze ono poméc w
okresleniu obecnosci przerzutéw raka brodawkowatego
tarczycy w wezlach chlonnych.

Lymph node metastases of papillary
thyroid cancer in immunohistochemical and
molecular examination - preliminary report

Krzysztof Kaczka', 1zabela Wdjcik?, Maria
Matejkowska®, Krzysztof Kuzdak', Lech Pomorski

Department of Endocrinological and General Surgery, Medical
University of £6dZ

Background: Total thyroidectomy with lymphadenectomy
is the most typical operationin a case of papillary thyroid
cancer. Range of lymph node resection still remains a
matter of controversy. In some publications treatment of
lymph node metastases doesn’t affect survival, so only
selective lymph node resection is the extended enough
operation. The others remark that local relapse- the worst
prognostic factor, appears the most often in the lymph
nodes, so they suggest more aggressive treatment. To
solve that problem we try to find more sensitive methods
to examine lymph nodes.

Aim: To compare the results of detection lymph node
metastases of papillary thyroid cancer by immunohisto-
chemistry with the results of RT- PCR for Tg mRNA.

Material and methods: Each of one hundred eighty four
cervical lymph nodes obtained from 24 patients, operated
in our Department was divided into 2 halves: one was
used for conventional histopathology and immunohisto-
chemistry, the other part was investigated by RT- PCR
for Tg mRNA. Immunohistochemical staining for Tg was

performed on formalin-fixed, paraffin-embedded sections
with anti-Tg antibodies.

Results: According to routine, histopathological exami-
nation 8 (33,5%) patients had involved lymph nodes. One
hundred correspondence of the results of immunohisto-
chemistry and histopathology was observed. We obtained
different results of examination of the lymph nodes in
six (25%) patients. In four patients (16,7%) RT-PCR was
more sensitive in detection of positive lymph nodes, in
two patients (8,3%) it revealed less metastasized lymph
nodes than immunohistochemistry. The remaining 18
patients didn’t have any differences, fourteen (58,3%)
of them had the negative lymph nodes and four (16,7%)
had positive, the same lymph nodes in all examinations.
Finally, according to RT-PCR 10 (41,7%) of the patients
had metastasized lymph nodes.

Conclusion: Tg RT-PCR is a sensitive method of
detection of papillary thyroid cancer cells and may help
to detect the metastases of papillary thyroid cancer in
regional lymph nodes.

Immunohistochemiczna ocena receptoréw
gamma aktywowanych proliferatorami
peroksysoméw w ludzkich gruczolakach
przysadki: ujemna korelacja z markerem
proliferacji (PCNA)

Katarzyna Winczyk i Marek Pawlikowski

Zaktad Endokrynologii Doswiadczalnej i Diagnostyki
Hormonalnej, Instytut Endokrynologii, Uniwersytet Medyczny
w Lodzi

Receptory gamma aktywowane proliferatorami peroksy-
soméw (PPARy) sa receptorami jadrowymi, ktére biora
udzial w wielu procesach patologicznych takich jak:
dyslipidemia, cukrzyca, miazdzyca, zapalenie i karcino-
geneza. Liczne badania wykazaly, ze aktywacja recep-
toréw PPARy wywiera antyproliferacyjne, proréznicujace
i proapoptotyczne dziatanie na rézne komérki nowotwo-
rowe. Ostatnio udowodniono, ze agoniéci PPARy hamuja
wzrost doswiadczalnych i samoistnych gruczolakéw
przysadki w warunkach in vitro oraz hamujq wzrost
doswiadczalnych, zwierzecych guzéw przysadki w
warunkach in vivo. Ponadto w gruczolakach przysadki
stwierdzono nadekspresje receptoré6w PPARy.

W prezentowanej pracy badaliSmy wystepowanie
receptoréw PPARy w ludzkich gruczolakach przysadki
i w przysadkach niezmienionych nowotworowo. Ponadto
ocenilismy korelacje pomiedzy receptorami PPARy
i antygenem jadrowym komoérek proliferujacych (PCNA)
bedacym immunohistochemicznym markerem prolife-
racgji. Zbadano 50 gruczolakéw przysadki (11 somato-
tropinoma, 8 prolaktinoma, 10 kortykotropinoma,
14 gonadotropinoma i 7 gruczolakéw hormonalnie
immunonegatywnych) oraz 6 niezmienionych nowotwo-
rowo przysadek. Receptory PPARy i PCNA uwidocz-
niono metodami immunohistochemicznymi, stosujac
odpowiednio poliklonalne przeciwcialo anty-PPARy lub
monoklonalne przeciwciato anty-PCNA.

Obecnosé receptorow PPARy wykazano we wszyst-
kich badanych tkankach. Liczba komérek z dodatnim
odczynem jadrowym byla srednio 3-krotnie wyzsza
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w gruczolakach w poréwnaniu z niezmienionymi
nowotworowo przysadkami. Najsilniejszq ekspresje
receptoréw PPARy stwierdzono w gruczolakach somato-
tropowych. Oprécz odczynu jadrowego typowego dla
receptoréw PPARy zaobserwowano takze dodatni odczyn
w cytoplazmie. Byt on zdecydowanie silniejszy w gruczo-
lakach niz w niezmienionych nowotworowo w przysad-
kach. Statystyczna analiza wykazala ujemna korelacje
pomiedzy PPARy i PCNA we wszystkich gruczolakach
przysadki, z wyjatkiem guzéw hormonalnie immunone-
gatywnych.

Podsumowujac mozemy stwierdzié, ze nasze wyniki
badari potwierdzaja istotng role receptor6w PPARy
w hamowaniu proliferacji komdérkowej, a wykazana
w pracy wysoka ekspresja receptor6w PPARy w gruczola-
kach przysadki daje mozliwos¢ zastosowania agonistow
PPARYy (tiazolidinedionéw) w leczeniu guzéw przysadki.

Immunohistochemical detection of
peroxisome proliferator-activated receptors
gamma in the human pituitary adenomas:
negative correlation with proliferation
marker (PCNA)

Katarzyna Winczyk and Marek Pawlikowski

Department of Experimental Endocrinology and Hormone
Diagnostics, Institute of Endocrinology, Medical University
of Lodz

The peroxisome proliferator-activated receptors gamma
(PPARYy) are nuclear receptors which participate in several
pathological processes including dyslipidemia, diabetes,
atherosclerosis, inflammation and carcinogenesis. Many
investigations indicated that activation of PPARy exerts
antiproliferative, prodifferentiation and proapoptotic
effects on various carcinoma cells. Recently, it was shown
that PPARy agonists inhibited the growth of experimental
and spontaneous pituitary adenomas in vitro and the
growth of experimental animal pituitary tumors in vivo.
Moreover in pituitary adenomas, the overexpression of
PPARy was found compared with normal tissues.

In the present study, we estimated the occurrence of
PPARy receptors in the human pituitary adenomas and
in the non-tumoral human pituitary gland. Additionally
the correlation between PPARy receptors and the prolife-
rating cells nuclear antigen (PCNA) — immunohistoche-
mical proliferation marker was evaluated. Fifty surgi-
cally removed pituitary adenomas (11 somatotropino-
mas, 8 prolactinomas, 10 corticotropinomas, 14 gonado-
tropinomas and 7 immunonegative adenomas) and six
non-tumoral pituitary glands were investigated. The
PPARy and PCNA were detected by immunohistoche-
mical methods using polyclonal anti-PPARy and monoc-
lonal anti-PCNA antibodies, respectively.

The occurrence of PPARy was shown in all examined
tissues. The mean number of cells with positive nuclear
reaction was 3-fold higher in pituitary adenomas in
comparison with non-tumoral pituitary glands. The
strongest expression of PPARy was found in somatotro-
pinomas. Besides the nuclear reaction, which is typical
for PPARYy, the positive immune reaction was observed
also in cytoplasm. It was clearly stronger in pituitary
adenomas than in non-tumoral pituitaries. Statistical
analysis indicated a negative correlation between PPARy
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and PCNA in all pituitary adenomas, with except the
hormone immunonegative tumors.

Summing up, our findings confirm an essential role of
PPARYy in inhibition of cell proliferation. The high expres-
sion of PPARYy receptors in pituitary adenomas creates the
possibility to use of PPARy agonists (like thiazolidinedio-
nes) in the treatment of pituitary tumors.

Wplyw endogennych (leptyna) i egzogennych
regulatoréw laknienia (diazepamu

i chloropromazyny) na wydzielanie
naczyniowo - srédblonkowego czynnika
wzrostu (VEGF) oraz proliferacje komérek
srédbtonka naczyniowego HECa10 in vitro

Jan Komorowski, B. Misztal-Dethloff,
Henryk Stepieri

Instytut Endokrynologii Uniwersytetu Medycznego w Eodzi

Leptyna jest peptydowym hormonem odpowiedzialnym
za kontrole réwnowagi energetycznej organizmu. Stwier-
dzono, ze powszechnie stosowane leki nalezace do
grupy tzw. matych (pochodne benzodiazepiny) i duzych
trankwilizatoréw (pochodne fenotiazyny) wplywaja na
pobér pokarmu.

Celem badari bylo okreslenie wplywu leptyny oraz
diazepamu i chlorpromazyny na proliferacje oraz wydzie-
lanie $rédblonkowo-naczyniowego czynnika wzrostu
(VEGF) z komérek srédblonka mysiego HECal0 in vitro.

Badania zostaly przeprowadzone w warunkach in
vitro na modelu komdrek unie$miertelnionej mysiej linii
srédbtonka HECa10. Do badan zastosowano rekombino-
wang mysig leptyne (R&D Systems, USA) w stezeniach:
0,5 ng/ml, 5 ng/ml, 25 ng/ml, 250 ng/ml, diazepam
(Relanium, Polfa) i chlorpromazyne (Fenactil, Polfa) w
stezeniach: 10*M, 10°M, 10°M oraz 10”M. Proliferacja
komdrek srédblonka zostala oceniona po 24172 godzinach
(metoda wedlug Mosmanna I., Immunol. Meth., 1983; 65:
55-63), a wydzielanie mysiego VEGF do medium inkuba-
cyjnego metoda ELISA (R&D Systems, USA).

Nie stwierdzono wplywu leptyny, we wszystkich
badanych stezeniach, na proliferacje komérek HECal0
w 24-godzinnej hodowli komérkowej. Natomiast po 72-
godzinnej inkubacji leptyna w stezeniach: 5 ng/ml i 25
ng/ml pobudzala proliferacje komérek srédbtonka.

Leptyna w stezeniu 0,5 ng/ml, 5 ng/ml i 25 ng/ml
nasilala uwalnianie VEGF do medium inkubacyjnego
w hodowli 24-godzinnej. Leptyna w stezeniach: 0,5 ng/
ml, 5 ng/ml oraz 25 ng/ml zwigkszala uwalnianie VEGF
do medium w hodowli 72-godzinne;j.

Diazepam w stezeniach: 10*M w hodowli 24-
godzinnej i w hodowli 72-godzinnej hamowat proliferacje
komdrek srédblonka. Nie stwierdzono natomiast wplywu
na wydzielanie VEGF z hodowli komérek endotelium.

Chlorpromazyna w stezeniach: 10°M i 10*M
w hodowli 24-godzinnej hamowala proliferacje komérek.
Stwierdzono réwniez hamujace dzialanie tego zwiazku
w 72-godzinnej hodowli, w stezeniach: 10°M, 10°M
i 10*M. Chlorpromazyna wplywala takze hamujaco na
wydzielanie VEGF w hodowli 24-godzinnej, w steze-
niach: 10°M i 10*M oraz w hodowli 72-godzinnej,
w stezeniach: 10°M i 10*M.
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Whniosek: Leptyna wykazuje wlasciwosci pobudza-
jace, a badane neuroleptyki (diazepam i chlorpromazyna)
hamujace, na mechanizmy angiogenezy in vitro.

The effect of endogenous (leptin), and
exogenous (diazepam and chlorpromazine)
appetite regulators on proliferation activity
and vascular endothelial growth factor
(VEGF) secretion from cultured endothelial
cells HEca10 in vitro

Jan Komorowski, B. Misztal-Dethloff,
Henryk Stepieri

Institute of Endocrinology, Medical University of Lodz

Leptin the product of the ob gene, a plasma protein
secreted by adipocytes, plays a key role in the regulation
of body weight, controlling food consumption, sympa-
thetic nervous system activation and termogrenesis.
Leptin is a pleiotropic hormone is involved in regulatory
processes in immunity, inflammation, hematopoesis and
angiogenesis. It is also known that some of commonly
used neuroleptic drugs (diazepam and chlorpromazine)
are modulators of food intake.

Angiogenesis, the development of new blood vessels,
is required for normal tissue repair and also for tumor cell
proliferation, extracellular matrix invasion, and hemato-
genous metastases. Vascular endothelial growth factor
(VEGF) is an endothelial cell-specific mitogen proved to
play a key role in neovascularization.

We have studied the effect of leptin, the hormone
of adipose tissue, and chlorpromazine and diazepam
on proliferation activity and VEGF release from murine
endothelial cells HECal0 cultured in vitro.

The proliferation activity of HECa10 cells were studied
by Mosmann and VEGF release by ELISA methods.

Murine leptin in concentrations from 5 to 25 ng/ml
stimulated the proliferation activity of 72 h endothelial
cell cultures and in concentrations from 0.5 to 25 ng/ml
augmented the secretion of VEGF into supernatants of 24
h and 72 h cultured cells.

Diazepam in concentrations of 10*M diminished
the proliferation activity of 24 h and 72 h cultured cells
without any influence on VEGEF release.

Chlorpromazine in concentrations from 10°M to
10*M diminished the proliferation activity and in concen-
tration from 10°M to 10*M inhibited VEGF secretion into
supernatants of 24 h or 72 h endothelial cell cultures.

In conclusion, leptin stimulated but diazepam and
chlorpromazine inhibited angiogenesis in vitro.

Angiotensina III moduluje aktywnos¢
kinaz tyrozynowych w przysadce mézgowej
szczura

Elzbieta Rebas', Agnieszka Lachowicz-Ochgdalska®

! Instytut Fizjologii i Biochemii,

2 Zaktad Endokrynologii Doswiadczalnej i Diagnostyki
Hormonalnej Instytutu Endokrynologii Uniwersytet Medyczny,
EodZ

Angiotensyna III (Ang III) jest jednym z peptydéw
nalezacych do rodziny angiotensyn, biologicznie
aktywnych zwiazkéw bioracych udzial w wielu waznych
komérkowych procesach, miedzy innymi w procesach
proliferacji komoérek przysadki. Ang III jest produktem
przeksztalcenia Ang II przy udziale aminopeptydazy
A, lecz biologiczne znaczenie, jak réwniez typ receptora,
poprzez ktéry dziala, nie s jeszcze poznane. Wykazano,
ze obecnos¢ niektérych peptydéw bedacych pochodnymi
angiotensyny II, jak np. Ang IV, (ale nie Ang II) moga
wplywac na aktywnos¢ biatkowych kinaz tyrozynowych
(PTKSs).

Celem pracy bylo zbadanie, czy Ang III (fragment 2-
8 angiotensyny II) takze moze zmienia¢ aktywnos¢ tych
enzymow.

Zrédlem badanych enzyméw byt homogenat
przysadki szczura. Jako substratu uzyliSmy sztucz-
nego zwiazku specyficznego dla kinaz tyrozynowych
— polyGlu,Tyr. Reakcja fosforylacji prowadzona byla w
obecnosci radioaktywnego y32P-ATP. Préby byly prein-
kubowane w obecnosci Ang III w stezeniach od 10¢ M
do 10" M. Otrzymane wyniki poréwnywano z préba
kontrolng nie zawierajaca peptydu (tzw. podstawowa
aktywno$¢ kinaz tyrozynowych), ktéra wynosila 260-
300 pmoli 32P wbudowanego w substrat/ mg biatka/
w ciagu 1 min).

Wyniki nasze wskazuja, ze Ang III posiada hamujacy
wplyw na fosforylacje polyGlu,Tyr przez kinazy tyrozy-
nowe. Najsilniej wplyw ten zaznaczyt sie przy stezeniach
10° M, 10° M oraz 10" M a stopieri ufosforylowania
substratu wynosil 56 — 89% wartosci kontrolnych i byl
zalezny od stezenia Ang III.

Ang III wydaje si¢ by¢ kolejnym peptydem z rodziny
angiotensyn, mogacym modulowaé aktywnosé kinaz
tyrozynowych w przysadce szczura, i w ten sposéb
odgrywac istotng role w powstawaniu guzéw przysadki.

Badania finansowane byty z grantu Uniwersytetu Medycznego
w Eodzi N° 502-11-188

Angiotensin III modifies the protein
tyrosine kinases activity in rat anterior
pituitary

Elzbieta Rebas', Agnieszka Lachowicz-Ochedalska®

! Institute of Physiology and Biochemistry
2 Institute of Experimental Endocrinology Medical University of
Lodz, Poland

Angiotensin III (Ang III) is the one of peptide from family
of angiotensins, biological active compounds involved in
many important processes, among others in proliferation
of the anterior pituitary cells. Ang III is the product of
angiotensin II conversion by aminopeptidase A, but its
biological role, as well as receptors is not clear yet. It was
shown, that some of angiotensin derivatives peptides,
like angiotensin IV but not angiotensin II, could modulate
activity of protein tyrosine kinases (PTKs). The aim of
our study was to explain, if the angiotensin III (the 2-8
fragment of angiotensin) has effect on protein phosphory-
lation by PTKSs in rat anterior pituitary.

Homogenates of male rat pituitaries were the source
of tested enzymes. We used specific synthetic polyGlu, Tyr
as a PTKs substrate. The y-32P-ATP was donor of
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phosphorus in reaction of phosphorylation. The reaction
was carry out in presence of Ang III in concentration
from 10 M to 10" M. The obtained results we compared
to control samples not contained studied peptide (basal
activity of PTKs activity in rat pituitary amount 260-300
pmoles of 32P incorporated with polyGlu,Tyr on 1 mg of
protein during 1 min).

Our results showed that Ang III has an inhibi-
tory effect on polyGlu,Tyr phosphorylation by protein
tyrosine kinases in rat anterior pituitary. The maximal
influence was observed at concentration 10°¢ M, 10°
M and 10 M and the degree of 32P incorporation to
substrate amounted 56 — 89 % of control value in depen-
dence on Ang III concentrations.

Ang III appears as the next peptide from angiotensins
family, which can change PTKs activity in the anterior
pituitary, and thus can play role in origin of pituitary
tumors.

This study was supported by Medical University of Lodz grant N°
502-11-188

SESJA 6

Trijodotyronina (T,) jako dominujacy sygnat
hormonalny dla wywolania spermatogenezy

Renata Walczak-Jedrzejowska, Jolanta
Stowikowska-Hilczer, Katarzyna Marchlewska,
Elzbieta Oszukowska, Anna Gumiriska

i Krzysztof Kula

Zaktad Andrologii I Endokrynologii Ptodnosci, Instytut
Endokrynologii, Uniwersytet Medyczny w Eodzi

Ekspresja genu receptora dla hormonu tarczycy (TR)
w jadrze szczura jest wysoka po urodzeniu i zanika
pomiedzy 15 a 20 dniem zycia. Z kolei transkrypcja
receptora dla FSH wzrasta od porodu do 7 dnia, od kiedy
pozostaje na stalym poziomie. Pourodzeniowa ekspresja
TR zbiega si¢ z postepem pierwszej spermatogenezy
do komoérek mejotycznych co sugeruje, ze T, moze brac¢
udzial w wywolaniu spermatogenezy.

Celem pracy bylo zbadanie zapoczatkowania i zmian
w wydzielaniu T, i FSH u noworodkéw szczura oraz
odniesienie ich do postepu pierwszej spermatogenezy.

Grupy liczace od 8 do 12 szczuréw byly usmiercane
pomiedzy 2 a 16 dniem zycia w odstepach 2-u dniowych.
Krew pobierano do oznaczania wolnej T, (fT,) i FSH.

Zakres pomiaréw dla fT, miescit si¢ pomiedzy 0 — 30
pg/ml (AXSYM System, Abbot) a dla FSH — pomiedzy 1,6
i 50 ng/ml (Amersham Life Science Ltd). W skrawkach
histologicznych jader badano zaawansowanie sperma-
togenezy. Pojawienie sie 6 dnia pierwszych spermato-
gonii A poprzedzone bylo wzrostem poziomu zaréwno
fT, (od 0,3+0,1 w 2 dniu zycia do 1,2+0,1 pg/ml w 6 dniu)
jak i FSH (od 3,3+2,2 w 2 dniu zycia do 7,6+4,8 ng/ml
w 6 dniu). Z kolei, pojawienie sie pierwszych spermato-
gonii B, spermatocytéw preleptotenu (w 12 dniu zycia)
oraz spermatocytéw pachytenu (w 14 dniu zycia) poprze-
dzone bylo dalszym wzrostem poziomu fT, (od 1,3+0,2
w 12 dniu zycia do 2,0+0,7 pg/ml w 16 dniu) oraz
spadkiem poziomu FSH (od 8,5+0,4 w 10 dniu zycia do
3,2+1,4 ng/ml w dniu 16).
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Whnioski: 1) Réznicowanie gonocytéw do pierwszych
spermatogonii zbiega si¢ z zapoczatkowaniem wydzie-
lania zaréwno T, jak i FSH, co wskazuje na role obu
hormonéw w tym etapie. 2) Réznicowanie pierwszych
spermatogonii do komdrek mejotycznych poprzedzone
jest wzrostem wydzielania T, i spadkiem wydzielania
FSH. 3) Przy zapoczatkowaniu spermatogenezy rola T,
moze by¢é dominujaca.

Praca Wtasna UM w Eodzi, nr 502-11-017.

Triiodothyronine (T,) as dominant hormonal
signal to evoke spermatogenesis

Renata Walczak-Jedrzejowska, Jolanta
Stowikowska-Hilczer, Katarzyna Marchlewska,
Elzbieta Oszukowska, Anna Gumiriska

and Krzysztof Kula

Department of Andrology and Reproductive Endocrinology,
Institute of Endocrinology, Medical University of E6dZ

In rats’ testes thyroid hormone receptor (TR) expression
is high after birth and disappears after 15-20 days of life.
In turn, FSH receptor transcription starts at birth and
increases up to 7 days of age, when remains stable. The
postnatal expression of TR coincides with the progression
of first spermatogenesis up to meiotic cells what suggests
that T, may participate in evocation of spermatogenesis.
We aimed to investigate initiation and pattern of T, and
FSH secretory changes in newborn/peripubertal rats and
to relate these changes to progression of first spermato-
genesis. Groups of 8 to 12 animals were autopsied with
two days intervals, between 2nd and 16th day after birth.
Blood was collected for free T, (fT,) and rat-FSH determi-
nations. The capacity of fT3 measurement ranged between
0-30pg/ml (AxSYM System, Abbot) and for rat-FSH
between 1,6 and 50ng/ml (Amersham Life Science Ltd.).
Qualitative analysis of the spermatogenesis advance was
performed in histological sections. The appearance of first
A spermatogonia on 6 day of life follows the increase in
fT, (from 0,3 + 01 on 2 day to 1,2 + 0,1 pg/ml on 6 day)
and FSH (from 3,3 = 2,2 on 2 day to 7,6 + 4,8 ng/ml on
6 day) levels. In turn, the appearance of first B sperma-
togonia, preleptotene spermatocytes (on 12 day) and
pachytene spermatocytes (on 14 day) follows the further
increase of fT, (from 1,3+ 0,2 on 12 day to 2,0 £ 0,7 pg/ml
on 16 day) but decrease in FSH level (from 8,5 + 0,4 on 10
day to 3,2 + 1,4 ng/ml on 16 day). Conclusions: 1) Diffe-
rentiation of gonocytes into first spermatogonia coincides
with the initiation of both T, and FSH secretion, what
indicates a role of T, and FSH in this initial step. 2) Diffe-
rentiation of first spermatogonia into meiotic cells follows
the increase in T, and fall of FSH secretion, indicating the
predominant role of T, over FSH in premeiotic steps of
first spermatogenesis.

Grant of Medical University of £6dZ, no. 502-11-017
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Pobudzajacy i hamujacy wplyw
trijodotyroniny (T,) na zapoczatkowanie
spermatogenezy u szczura

Katarzyna Marchlewska, Jolanta Stowikowska-
Hilczer, Renata Walczak-Jedrzejowska,
Elzbieta Oszukowska i Krzysztof Kula

Zaktad Andrologii i Endokrynologii Plodnosci, Instytut
Endokrynologii, Uniwersytet Medyczny w Eodzi

Noworodki szczurze plci meskiej poddawano codziennym
wstrzyknieciom T, w dawce 100 pg/kg m.c. przez okres
réznicowania gonocytéw (G) do spermatogonii, tj. miedzy
1. a 5. dniem zycia w doswiadczeniu krétkotrwaltym
(autopsja w 6 dobie) (I); krétkotrwatym-przejSciowym (II):
T, od 1. do 5. doby, autopsja w 16. dobie, i ciggtym (III): T,
od 1. do 15. doby (autopsja w 16. dobie). Krew pobierano
do oznaczenia pozioméw hormonéw: T, (fT,) FSH i prolak-
tyny. W preparatach histologicznych przeprowadzono
ilosciowa analize nabtonka plemnikotworczego. Okreslano
liczbe komdrek na jadro. Badano takze wystepowanie
komérek wykazujacych ekspresje jadrowego antygenu
proliferacji komérkowej (PCNA). W dosw. I i III $redni
poziom FSH we krwi nie zmienit sie, podczas gdy w dosw.
1T wzrést (5,7+4,9 vs 3,4+1,6 ng/ml w kontr.; p<0,05). Sredni
poziom prolaktyny wzrést we wszystkich dosw. Srednia
masa jader wzrosta w dosw. II (138,5% kontr. p<0,01),
a zmalala w dosw. III (85,2% kontr. p<0,05). Liczba PCNA-
dodatnich komérek Sertoliego obnizyla sie znamiennie w
dosw. I (84,3% kontr., p<0,01) i II (17,3% kontr., p<0,01),
a w Il spadta prawie do zera. Dojrzewanie komdrek Serto-
liego (wyrazone formowaniem $wiatta kanalikéw) wzrosto
ponad 10-krotnie w II i IIl do$w. T, pobudzata réznico-
wanie G w dosw. I: érednia liczba G obnizyla si¢ do 38%
kontr., a srednia liczba spermatogonii A (SgA) wzrosta do
470% p<0,001. W dosw. II obserwowano wzrost liczebnosci
przedmejotycznych komoérek plemnikotwdrcezych: liczba
SgA obnizyla si¢ do 62,9% kontr. a liczba SgB, spermato-
cytéw preleptotenu i pachytenu wzrosty od 148 do 342%.
Niespodziewanie w dosw. III liczba wszystkich komérek
plemnikotwérczych obnizyla sie do 67-25% kontr.

Wnioski: 1) T, pobudza réznicowanie G do pierw-
szych spermatogonii w krétkim okresie do 5 dni po
urodzeniu. 2) Ten wczesny efekt daje wzrost liczebnosci
pierwszych komérek mejotycznych. 3) Przy ciaglym
podawaniu, T, wywotuje przedwczesne dojrzewanie
komdrek Sertoliego, co hamuje wzrost jader i zainicjo-
wanie spermatogenezy.

Praca wtasna UM, nr 502-11-017.

Stimulatory and inhibitory effects of
triiodothyronine in the initiation of
spermatogenesis in rats

Katarzyna Marchlewska, Jolanta Stowikowska-
Hilczer, Renata Walczak-Jedrzejowska,
Elzbieta Oszukowska, Krzysztof Kula

Department of Andrology and Reproductive Endocrinology,
Institute of Endocrinology, Medical University of E6dZ

In newborn male rats T, (100 pg/1lkg b.w.) was daily
injected during the period of differentiation of gonocytes

(G) into first spermatogonia, i.e. between 1% and 5%
postnatal days in short (autopsy on 6" day) (I) and
transient (autopsy on 16" day) (II) experiments. In the
third experiment rats were injected continuously from 1¢
to 15" day (autopsy on 16% day) (III). Blood was collected
for free T, (fT,), FSH and prolactin measurements.
Quantitative analysis of the seminiferous epithelium
was performed in histological sections. Cell numbers
were expressed per testis. Percentage of cells positive for
proliferative cell nuclear antigen (PCNA) was evaluated.
In T and III mean FSH level didn’t change, whereas in
II increased (5,7+4,9 vs. 3,4+1,6 ng/ml in contr.; p<0,05).
In all experiments serum prolactin was significantly
elevated. Mean testicular weight increased in II (138% of
contr., p<0,01) and reduced in IIT (85,2% of contr., p<0,05).
PCNA-positive Sertoli cells were significantly reduced in
1(84,3% of contr., p<0,01) and II (17,3% of contr., p<0,01),
and were absent in III. Sertoli cells maturation (measured
by tubular lumen formation) was increased more than 10
times in II and III. T, stimulated differentiation of G in I:
while mean number of G was reduced to 38% of contr., the
number of A spermatogonia (SgA) rose to 470%, p<0,001.
In II numerical acceleration of premeiotic sperma-
togenesis was present: mean number of SgA decreased
to 62,9% of contr., but the number of B spermatogonia,
preleptotene and pachytene spermatocytes increased
from 148% to 342%. Unexpectedly in III the numbers of
germ cell reduced to 67-25% of contr. Conclusions: 1) T,
stimulates differentiation of G into first spermatogonia,
within the short time frame of 5 days after birth. 2) This
early effect results in numerical acceleration of first
meiotic cells. 3) Continuous treatment with T, induces
precocious maturation of Sertoli cells, which inhibits
testicular growth and initiation of spermatogenesis.

Grant of Medical University of £ddZ, no 502-11-017.

Estradiol z testosteronem, ale zaden

z hormonéw osobno, odbudowuja pierwsza
spermatogeneze, uszkodzona przez
antagoniste GNRH

Renata Walczak-Jedrzejowska, Jolanta
Stowikowska-Hilczer, Wojciech Tkaczyiski’,
Krzysztof Kula

Zaktad Andrologii i Endokrynologii Ptodnosci,
! Zaktad Farmakologii Klinicznej Uniwersytetu Medycznego
w Eodzi

GnRH bezposrednio pobudza czynnos¢ komorek
Leydiga. Aby zbada¢ wzgledng role testosteronu (T)
i estradiolu (E) przy zapoczatkowaniu spermatoge-
nezy, niedojrzalym samcom szczura podawano antago-
niste GnRH (Ant) oddzielnie lub w potaczeniu z T lub
E. Pomiedzy 5. a 15. dniem zZycia szczury otrzymywaly
codziennie 5 pg/10 g m.c. Ant (Cetrorelix) lub Ant+2,5
mg propionianu T (Ant+T) lub Ant + 12,5 ug benzoesanu
E (Ant+E) lub Ant+T+E. W 16. dobie przeprowadzono
autopsje. W preparatach histologicznych jader przepro-
wadzono ilosciowq analize nabtonka plemnikotwérczego.
Okreslono liczbe komérek na jadro. Ant spowodowat
spadek masy jader do 39% wartosci grupy kontrolnej (K)
(p<0,001), dtugosci kanalikéw do 59% K (p<0,001) a liczby
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komoérek Sertoliego do 56% K (p<0,001). Podobne zmiany
wystapily po Ant+E: odpowiednio 52% (p<0,001), 78%
(p<0,01), 74% (p<0,01). Masa jader bylta obnizona takze
w Ant+T (75% K, p<0,01), ale dlugosc kanalikéw plemni-
kotwérczych oraz liczba komérek Sertoliego powrdcity
do wartosci K. Odbudowanie wszystkich trzech parame-
tréow naraz wystapilo po Ant+T+E. Po Ant, An+T
i Ant+T+E obserwowano spadek wydzielania FSH (odpo-
wiednio: 3,0+0,7, p<0,01, 1,9£1,1, p<0,001 i 2,611,0, p<0,01
vs. 4,3+1,0 ng/ml w K). We wszystkich grupach nastgpito
hamowanie réznicowania spermatogonii do komérek
mejotycznych (KM) (28-73% K). Mimo hamowania
po Ant+T+E liczba KM wzrosta 3-krotnie. Poniewaz
wzrostowi KM towarzyszyl wzrost liczby spermatogonii
(230% K, p<0,01), to wydaje sie, ze pod wplywem T+E
przejscie od spermatogonii do KM omineto kilka posred-
nich etapéw réznicowania komoérkowego. Wnioski: 1)
Ant hamuje wzrost jadra i zapoczatkowanie spermato-
genezy. 2) Wzrost jadra moze by¢ przywrécony przez T,
a spermatogenezy przez laczne dzialanie Ti E.

Praca Wtasna UM w Eodzi, nr 502-11-017.

Estradiol with testosterone in concert, but
none of the hormones alone, recovers the
onset of spermatogenesis that is impaired by
GNRH antagonist

Renata Walczak-Jedrzejowska, Jolanta
Stowikowska-Hilczer, Wojciech Tkaczyiiski’,
Krzysztof Kula

Depatment of Andrology and Reproductive Endocrinology,
! Department of Clinical Pharmacology, Medical University
of Lodz

GnRH stimulates Leydig cell function. To ascertain
relative roles of testosterone (T) and estradiol (E) in the
onset of spermatogenesis, GnRH antagonist (Ant) was
administered alone or in combinations with T or E to
immature male rats. Rats were daily injected between 5.
and 15. days after birth with 5pg/10g b.w. of Ant (Cetrore-
lix) or Ant + 2,5 mg T propionate (Ant+T) or Ant + 12,5ug
E benzoate (Ant+E) or Ant+T+E. On 16. day the autopsy
was performed. Quantitative analysis of the seminiferous
epithelium was performed in histological sections. Cell
numbers were expressed per testis. Ant alone resulted in
decrease of testicular weight to 39% of control (C) values
(p<0,001), length of the seminal tubules to 59% (p<0,001)
and Sertoli cells number to 56% (p<0,001). Similar effects
were seen in Ant+E: 52% (p<0,001), 78% (p<0,01), and
74% (p<0,01) respectively. Although the testicular weight
was reduced in Ant+T (75% of C, p<0,01), the length of
the seminal tubules and Sertoli cells number rebounded
to C. Restoration of all three parameters was seen after
Ant+T+E. After Ant, Ant+T and Ant+T+E decrease of
FSH (3,0£0,7, p<0,01, 1,9£1,1, p<0,001 and 2,6+1,0, p<0,01
vs. 4,3+1,0 ng/ml in C, respectively) was observed. All
treatments reduced differentiation of spermatogonia
into meiotic cells (MC) (28-73% of C.). However, after
Ant+T+E it rebounded with increased formation of
MC (3-fold of C). This rebound was associated with the
dramatic increase in the number of spermatogonia (230%
of C, p<0,01) suggesting that differentiation of spermato-
gonia into MC skipped some intermediate steps. Conclu-
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sions: 1) Ant inhibits testicular growth and spermato-
genic onset. 2) Inhibition of testicular growth recovers by
supplementation with T, spermatogenic onset by supple-
mentation with T and E.

Grant of Medical University of £ddZ, no. 502-11-017.

Estradiol moze uczestniczy¢ w tworzeniu
srodowiska lipidowego sprzyjajacego
rozwojowi miazdzycy u mezczyzn

Jerzy K. Wranicz', Marcin Rosiak?, Jolanta
Stowikowska-Hilczer’, Piotr Kula*, Wojciech
Zargba® i Krzysztof Kula®

! Katedra Kardiologii,

2Katedra Kardiologii Interwencyjnej,

3 Zaktad Andrologii i Endokrynologii Ptodnosci,

* Katedra Kardiochirurgii, Uniwersytetu Medycznego w Eodzi,
Polska

% Zaktad Kardiologii, Uniwersytetu w Rochester, USA

Choroba wiericowa (CW) zwigzana jest ze zwiekszonym
poziomem estradiolu w surowicy krwi, chociaz zwigzek
ten budzi kontrowersje. Przebadano 111 mezczyzn
w wieku 39-73 lat, z CW potwierdzong w badaniu angio-
graficznym. Zwezenie tetnic oceniano na podstawie
kardioangiograméw. Pacjenci z wiecej niz 3-ma naczy-
niami, o $§wietle >50% uznano jako chorych z zaawan-
sowang CW. W surowicy krwi oznaczano poziom estar-
diolu (E), testosteronu (T), siarczanu dihydroepiandro-
steronu (DHEA-S), biatka wigzacego steroidy piciowe
(SHGB), FSH i LH oraz wskaZnik wolnego testosteronu
(FTT). Oznaczano takze poziom catkowitego choleste-
rolu (T-Ch), HDL-Ch, LDL-Ch i triglicerydéw i stosunek
T-Ch/HDL-Ch. U 70% pacjentéw z zaawansowana
CW poziom T byl nizszy w poréwnaniu z pacjentami
z mniej zaawansowang CW (odpowiednio: 17,8 S.D.-6,7
vs 22,3 5.D.-11,0 nmol/I). Znaleziono dodatnie korelacje
pomiedzy poziomem T-Ch i E (r=0,31, p<0,01), LDL-Ch
i E (r=0,32, p<0,01, T-Ch/HDL i E (r=0,26, p<0,05) oraz
pomiedzy triglicerydami i E (r=0,24, p<0,05). FSH jak
i LH korelowaly dodatnio z HDL-Ch (odpowiednio:
r=0,23, p,0,05; r=0,25, p<0,05). Te korelacje pozostawaly
znamienne po wylaczeniu wplywu wieku, nadcisnie-
nia, cukrzycy, wczesniejszego zawatu przez wieloczynni-
kowq analize warancji. Kiedy wptyw E i T analizowano
po podziale pacjentéw na poziomie mediany, chorzy
z wyzszym E (>73,5 pmol/l) wykazywali znamiennie
wyzszy T-Ch (245,6 mg/dl) i LDL-Ch (172,1 mg/dl), niz
chorzy z nizszym E (odpowiednio: 216,0 mg/dl, p<0,01
i 146,3 mg/dl, p<0,01). T, DHEA-S i SHBG nie wykazy-
waly korelacji z lipidami. Wnioski: 1) Wyzsze poziomy
TCh, LDL-Ch i triglicerydéw, uwazane za istotne
czynniki ryzyka miazdzycy, sq znamiennie zwigzane
z wyzszym poziomem E, a nie z T lub DHEA-S. 2)
Zaawansowana CW jest zwigzana z nizszym T, co moze
wskazywaé na zwigzek pomiedzy obnizonym wydziela-
niem T i rozwojem miazdzycy. 3) Gonadotropiny moga
wykazywac dzialanie przeciwmiazdzycowe.
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Estradiol may participate in the creation of
pro-atherogenic lipid milieu in men

Jerzy K. Wranicz', Marcin Rosiak?, Jolanta
Slowikowska-Hilczer’, Piotr Kula*, Wojciech
Zargba® and Krzysztof Kula®
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* Department of Cardiosurgery, Medical University of Lodz,
Poland;

* Cardiology Unit of Rochester University, USA

Advanced coronary artery disease (CAD) has been reported
to be associated with increased serum levels of estradiol,
however, the field remains controversial. 111 men, aged 36-
73, with CAD substantiated by angiography were studied.
Degree of artery stenosis was determined on the basis of
angiograms. Patients with above 3 vessels with reduction
of lumen >50% were considered to have an advanced
CAD. Serum levels of estradiol (E), testosterone (T),
dehydroepiandrosterone sulfate (DHEA-S), sex hormone
binding globulin (SHBG), FSH and LH were assessed and
index of free testosterone (FTI) was calculated. Blood levels
of total cholesterol (T-Ch), HDL-Ch, LDL-Ch and triglyc-
eride were also determined and T-Ch/HDL-Ch ratio was
calculated. 70% of patients with advanced CAD had lower
levels of T than patients with less advanced CAD (17.8 £6.7
vs. 22.3 £11.0 nmol/l, respectively). Significant positive
correlations were found between serum levels of T-Ch and
E (r = 0.31, p<0.01), LDL-Ch and E (r = 0.32; p<0.01), T-Ch
/HDL ratio and E (r = 0.26, p<0.05), and between triglyc-
eride and E (r = 0.24, p<0.05). FSH correlated positively
with HDL-Ch (r = 0.23, p<0.05) as LH did (r = 0.25, p<0.05).
These correlations remained significant after adjustment
to clinical co-variates (age, hypertension, diabetes, prior
infarction) in the multivariate logistic regression model.
When E and T were analysed as dichotomized at median
value, patients with higher levels of E (>73.5 pmol/1) had
significantly higher T-Ch (245.6 mg/dl) and LDL-Ch (172.1
mg/dl) than those with lower E (216.0 mg/dl, p<0.01 and
146.3 mg/dl, p<0.01, respectively).T, DHEA-S and SHBG
did not correlate with lipids. Conclusions: 1) Higher levels
of TCh, LDL-Ch and trigliceride, considered important
factors of atherosclerotic risk, are significantly associated
with higher E but not with T or DHEA-S. 2) Advanced
CAD is associated with lower T, what might indicate a link
between decreased T secretion and atherogenic process.
3) Gonadotropins may have an anti-atherogenic effect.

Zmiany nowotworowe jadra w odniesieniu
do zaburzen spermatogenezy

Jolanta Stowikowska-Hilczer,

Elzbieta Oszukowska', Marek Sosnowski?,
Wojciech Kuzaitiski®, Jan Plaza*, Katarzyna
Marchlewska® i Krzysztof Kula®

! Zaktad Andrologii i Endokrynologii Ptodnosci

2Klinika Urologii

3 Klinika Chirurgii Dziecigcej i Onkologii, Uniwersytet Medyczny
w Eodzi

* I Oddz. Urologii, Szpital im. Prof. Michatowskiego, Katowice

Badano czestos¢ wystepowania nowotworéw jadra
z komoérek plciowych (ang. germ cell tumours — GCT) oraz

carcinoma in situ (CIS) w jagdrze w odniesieniu do zaburzen
spermatogenezy u 112 mezczyzn z 3 grup ryzyka GCT.
Biopsje jadra wykonano u 109 mezczyzn w wieku 19-71
lat z powodu: 1) uprzedniego leczenia GCT w przeciwle-
glym jadrze, 2) niezstapionych jader (NJ) i 3) azoospermii
(A). U 3 innych mezczyzn usunieto cale gonady
z powodu inwazyjnego GCT (u 2 z GCT w drugim jadrze
iu 1z grupy NJ). W 35 przypadkach oznaczono stezenie
FSH, LH i testosteronu we krwi. Stwierdzono nastepujace
zaburzenia: hypospermatogeneza, zatrzymanie sperma-
togenezy (ZS), zespdt samych komoérek Sertoliego (SCO)
oraz atrofia kanalikéw jadra. U 2 sposréd 25 mezczyzn
z GCT (8%) stwierdzono GCT w pozostawionym jadrze,
a u 5 innych - CIS (20%). W sumie zmiany nowotworowe
wystapily w 28%, a zaburzenia spermatogenezy w 60%.
U 1 sposréd 23 mezezyzn z NJ stwierdzono GCT (4,3%),
a u 2 innych - CIS (8,6%).W sumie przy NJ zmiany
nowotworowe mialo 13%, a u 78,3% stwierdzono
zaburzenia spermatogenezy. U 3 sposréd 65 mezczyzn
z A stwierdzono CIS (4,6%), a zaburzenia spermatoge-
nezy u 80%. U 6 pacjentéw z A i prawidlowg sperma-
togeneza $rednie stezenie FSH we krwi wynosilo 3,9+1,8
IU/L, LH: 3,3+1,0 IU/L, a testosteronu: 15,0+8,0 nmol/L
(grupe uznano za referencyjna). Przy SCO pacjenci (n=10)
mieli znamiennie wyzsze stezenie FSH: 15+£7,1 IU/L
(p<0,01), podobnie jak przy ZS (n=11): 11,0+9,2 IU/L
(p<0,05). Niespodziewanie, kiedy SCO lub ZS towarzy-
szyl CIS, pacjenci mieli prawidlowe FSH: 5,5+2,8 IU/L
(n=5). Wnioski: 1) Wyzszej czestosci zmian nowotwo-
rowych towarzyszy nizsza czesto$¢ zaburzen sperma-
togenezy. 2) Chociaz podwyzszone stezenia FSH we
krwi wspdlistniejg z SCO lub ZS (hipergonadotropizm),
to przy obecnosci zmian nowotworowych czynnosé
komérek Sertoliego moze by¢ prawidlowa.

Germ cell neoplasia in relation to
spermatogenic failures

Jolanta Stowikowska-Hilczer?,

Elzbieta Oszukowska', Marek Sosnowski?,
Wojciech Kuzafiski®, Jan Plaza*, Katarzyna
Marchlewska' and Krzysztof Kula®

! Department of Andrology and Reproductive Endocrinology,

2 Department of Urology,

3 Department of Child Surgery and Oncology, Medical University
of Lodz

*I Department of Urology, Prof. Michatowski Memorial Hospital,
Katowice

Possibly germ cell tumours (GCT) can be promoted by
disturbances in testicular organogenesis. We therefore aimed
to relate the incidence of germ cell neoplasia (GCT and testi-
cular carcinoma in situ — CIS) to the incidence of spermato-
genic failures in 112 men from 3 risk groups of GCT. Unila-
teral testicular biopsy was done in 109 men, aged 19-71
years, because of: 1) previously treated GCT in opposite
testis, 2) history of undescended testes (UT) and 3) infer-
tility with azoospermia. In 3 other men the whole gonads
were removed because of GCT (2 with GCT and 1 with UT).
In 35 cases serum FSH, LH and testosterone were determi-
ned. The following spermatogenic failures were identified:
hypospermato- genesis, spermatogenic arrest (SA), Sertoli
cell only syndrome (SCO), or tubular atrophy. In 25 men
with GCT 2 cases (8%) revealed GCT and 5 other - CIS (20%)
in the remaining gonad. In total 28% had neoplasia and 60%
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defective spermatogenesis. In 23 men with UT 1 case had
GCT (4,3%) and 2 cases CIS (8,6%). In total 13% had neoplasia
and 78,3% defective spermatogenesis. In 65 azoospermics 3
had CIS (4,6%), whereas 80% had defective spermatogene-
sis. In 6 examined azoospermic men with normal sperma-
togenesis mean serum level of FSH was 3,9+1,8 IU/L, LH:
3,3+1,0 IU/L and testosterone: 15,0+8,0 nmol/L. They were
considered as eugonadal reference group. Patients with SCO
(n=10) had significantly higher serum FSH: 15,0+7,1 IU/L
(p<0,01), as well as with SA (n=11): 11,0+9,2 IU/L (p<0,05).
Unexpectedly, when SCO or SA coexisted with CIS, patients
had normal FSH: 5,5+2,8 IU/L (n=5).

Conclusions: 1) In men with increased risk of GCT
higher incidence of germ cell neoplasia is associated with
lower incidence of spermatogenic failure. 2) Although
increased serum FSH coexists with SCO or SA (hypergo-
nadotropism), cases where germ cell neoplasia accompa-
nies these changes may have functional Sertoli cells.

SESJA 7

Polimorfizmy MTHFR i PON1 oraz
poziom homocysteiny u kobiet z zespolem
policystycznych jajnikéw

Katarzyna Mel', Bartosz Kempisty’,

Joanna Sokoltowska', Mariusz Laciriski’, Jolanta
Dorszewska?, Alina Warenik-Szymankiewicz?,
Wiestaw H.Trzeciak’
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Poznaniu.

Zespél jajnikéw policystycznych (PCOS) jest jednym
z najczestszych schorzeni endokrynologicznych wyste-
pujacym u kobiet w wieku rozrodczym. Obok typowych
objawéw Kklinicznych, takich jak: zaburzenie miesigczko-
wania, nieplodnos¢, hirsutyzm, obserwuje sie¢ réwniez
szereg symptomow bedacych czynnikami ryzyka choréb
serca: nadwaga, zaburzenia metabolizmu lipidéw, insuli-
noopornosdé, hiperinsulinemia oraz nadcisnienie tetnicze.
Jednym =z intensywnie badanych czynnikéw ryzyka
choréb serca i PCOS jest podwyzszony poziom homocy-
steiny (Hcy). Molekularnym podlozem tych zaburzen
sa mutacje i polimorfizmy genéw kodujacych enzymy
metabolizmu Hcy: reduktazy metylenotetrahydrofolia-
nowej (MTHFR) i paraoksonazy (PON1).

Celem pracy bylo zbadanie czestoSci wystepowania
polimorfizméw: MTHFR C677T, A1298C, G1793A oraz
PON1 A192G u kobiet z PCOS. Ponadto podjeto prébe
korelacji poziomu Hcy z badanymi polimorfizmami
w grupie chorych i kontrolnej.

Material do badari molekularnych stanowilo DNA
wyizolowane z krwi obwodowej 60 kobiet z PCOS,
diagnozowanych w Klinice Endokrynologii Ginekolo-
gicznej AM w Poznaniu. Grupe kontrolng stanowito 100
zdrowych kobiet. Identyfikacji genotypéw dokonano
w oparciu o analize¢ RFLP-PCR z wykorzystaniem
enzymoéw restrykeyjnych: Hinfl (C677T), Mboll (A1298C),
Mbil (G1793A) oraz Mbol (A192G). Poziom Hcy w osoczu
krwi oznaczono technikg HPLC.

Czestosci genotypéw C677T, G1793A oraz A192G
w badanych grupach nie wykazywaly odstepstw od
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réwnowagi Hardy'ego-Weinberga. W zakresie tych
polimorfizméw nie stwierdzono istotnych statystycznie
réznic miedzy grupa badana a kontrolng, zar6wno pod
wzgledem czestosci genotypéw, jak i alleli. Czestosé
genotypéw polimorfizmu A1298C w grupie z PCOS
znaczaco odbiega od réwnowagi Hardy ego-Weinberga
(p<10 ). Réznice czestosci genotypéw A1298C pomiedzy
grupa badang a kontrolng sa istotne statystycznie
(p=0,038). Poziom Hcy w obu grupach nie wykazuje
réznic istotnych statystycznie. Uzyskane wyniki sugeruja,
ze heterozygotycznosé¢ A1298C mogtaby zmniejszaé
ryzyko pojawienia sie objawéw PCOS.

MTHFR and PON1 gene polymorphisms
and homocysteine level in patients with
polycystic ovary syndrome
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Polycystic ovary syndrome (PCOS) is one of the most
common endocrine disease in women in the reproduc-
tive age. Typical clinical syndromes are: chronic anovu-
latory cycles, infertility and hirsutism. There are also
observed some cardiovascular diseases risk factors such as:
obesity, lipid abnormalities, insulin resistance, hyperinsu-
linemia and hypertension. Hyperhomocysteinemia is one
of the most intensively explored risk factors of cardiova-
scular diseases. The molecular basis of these disorders
are mutations and polymorphisms of the genes encoding
homocysteine (Hcy) metabolism enzymes: methylenotetra-
hydrofolate reductase (MTHFR) and paraoxonase (PONT1).

The aim of this study was to examine the polymor-
phisms frequency of: MTHFR C677T, A1298C, G1793A
and PON1 A192G in the PCOS patients. Moreover,
we attempted to correlate Hcy level with the analysed
polymorphisms in patients and controls.

DNA was isolated from peripheral blood leukocytes
of 60 patients (diagnosed in the Department of Gynaeco-
logical Endocrinology, University of Medical Sciences in
Poznari) and 100 healthy women. The identification of
the genotypes was based on RFLP-PCR analysis using
following restriction enzymes: Hinfl (C677T), Mboll
(A1298C), Mbil (G1793A) and Mbol (A192G). The Hey
level in serum was determined by high performance
liquid chromatography (HPLC).

The genotype frequency of C677T, G1793A and
A192G polymorphisms was in Hardy-Weinberg equili-
brium in both groups. There were no statistically signi-
ficant differences in the distribution of genotypes and
alleles between patients and controls. The frequency of
the A1298C genotypes in PCOS group was not compa-
tible with Hardy-Weinberg equilibrium (p<10*) and stati-
stically significant differences were observed (p=0.038).
Determined Hcy level was identical in both groups. Our
study suggests that the A1298C heterozygosity might
decrease the risk of PCOS symptoms appearing.
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Podloze molekularne negatywnej regulacji
ekspresji genu IHf przez progesteron

w przednim placie przysadki mézgowej
szczura jako prawdopodobny mechanizm
podwyzszonego poziomu lutropiny u kobiet
z PCOS

Bartosz Kempisty, Katarzyna Mel,
Wiestaw H. Trzeciak

Katedra i Zaklad Biochemii i Biologii Molekularnej Akademii
Medycznej im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu

Zespdt policystycznych jajnikéw (PCOS) jest ztozonym
schorzeniem endokrynologicznym wystepujacym
u kobiet w wieku rozrodczym. Do najwazniejszych
symptoméw zespolu naleza nieplodnosé, zaburzenia
miesigczkowania, hirsutyzm, jak réwniez podwyzszony
poziom lutropiny, insulinooporno$é oraz hyperinsuline-
mia. Celem pracy bylo zbadanie podloza molekularnego:
podwyzszonego poziomu LH w surowicy kobiet z PCOS
z towarzyszaca hyperinsulinemia. W tym celu przepro-
wadzono analize poziomu ekspresji genéw: receptora
gonadoliberyny (GnRHR), podjednostki B lutropiny oraz
receptora progesteronu (PR). Material do badan stanowity
samice szczuréw szczepu Wistar w wieku okoto 120 dni.
W doswiadczeniu in vivo szczury poddawano domie-
$niowej iniekcji insuling w dawce 4 jednostek/100 g m.c.
Po 12 godz. zwierzeta dekapitowano, po czym pobierano
przysadke mézgowa oraz podwzgérze. W doswiad-
czeniu in vitro hodowano komérki przedniego plata
przysadki mézgowej do osiggniecia monowarstwy ciaglej.
Komérki inkubowano przez 24 godz. z GnRH (50 lub
100 pmol/ml) oraz progesteronem (50 lub 100 pmol/ml).
Z podwzgérza i przysadki moézgowej, jak réwniez
z inkubowanych komérek wyizolowano RNA,
a PoliA+ RNA przepisywano odwrotnie (RT-PCR). cDNA
odpowiadajace GnRHR, LHp oraz PR amplifikowano przy
uzyciu specyficznych starteréw. Poziomu ekspresji genéw
oszacowano densytometrycznie wykorzystujac program
LabImage 2.7 Demo. Wykazano: stymulujace dzialanie
GnRH na ekspresje LHB, hamujacy wplyw progesteronu
na ekspresje LHB w przysadce mézgowej oraz zblizony
poziom ekspresji PR w przysadce mézgowej i podwzgo-
rzu. Wykazano stymulujace dziatanie insuliny na poziom
ekspresji GnRHR oraz LHP w przysadce mézgowe;j.
Ponadto stwierdzono, ze insulina dziala hamujaco na
ekspresje PR na poziomie przysadki. Znacznie stabszy jest
hamujacy wplyw insuliny na ekspresje PR na poziomie
podwzgérza. Uzyskane wyniki pozwalaja przypuszczad,
ze zwigkszenie ekspresji GnRHR pod wplywem insuliny
moze powodowac zwigkszenie wydzielania GnRH przez
komorki podwzgérza. GnRH z kolei pobudza ekspresje
genu LHP. Z drugiej za$ strony insulina blokuje ekspresje
PR, a wiec moglaby oslabia¢ efekt hamowania wydzie-
lania LH przez komorki przedniego plata przysadki
moézgowej. Powyzsze badania pozwalaja przypuszczad,
ze powodem podwyzszonego poziomu LH w surowicy
jest hyperinsulinemia, bedaca jednym z symptomoéw
towarzyszacych PCOS.

Molecular basis of polycystic ovary
syndrome

Bartosz Kempisty, Katarzyna Mel,
Wiestaw H. Trzeciak

Department of Biochemistry and Molecular Biology, Poznan
University of Medical Sciences, Poznaii

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is the most common
endocrine disease of women in reproductive age. The
most important clinical symptoms of the disease are:
chronic anovulatory cycles, hirsutism, insulin resistance
and hyperinsulinemia. The aim of study was searching of
a genetic basis of the most frequent symptoms appearing
in PCOS: increase of LH level and hyperinsulinemia. We
carried on an analysis of gonadotropin releasing hormone
receptor (GnRHR), lutropin-B-subunit (LHP) and proge-
steron receptor genes expression. In vivo experiment we
were using female of rats (Wistar) in the age about 120
days, which were an insulin injected in the doses of 4u/
100g BW. After 12 hours the rats were decapitated. After
that we took out a pituitary gland and the hypothalamus.
In vitro experiment we cultured a pituitary gland cells to
obtain confluent monolayer state. Cells were incubated
for 24 hours with GnRH (50 or 100 pmol/ml) and proge-
steron (50 or 100 pmol/ml). The RNA was isolated from
pituitary and hypothalamus as well as pituitary gland
cells from a culture. PoliA+ RNAs were analyzed by a
reverse transcription reaction (RT-PCR). cDNA for genes:
GnRHR, LHB and PR were amplificated with specific
primers. Levels of genes expression were defined by
using densitometry program Lablmage 2.7 Demo. This
research proved stimulating effect of insulin on the
level of GnRHR and LHp genes expression in a pituitary
gland. Besides we demonstrated that insulin inhibited
PR expression in both pituitary gland and hypothala-
mus. Nevertheless in a hypothalamus we observed less
important insulin inhibitory effect on PR expression. We
suppose that LHB mRNA increase is due to inhibition of
PR expression as well as stimulation of GnRHR expres-
sion by insulin. In summary we concluded that in PCOS
women insulin could inhibit PR gene expression and
stimulate GnRHR, and consequently induce LH secretion
by pituitary gland. Probably it could be a reason of higher
LH concentration in serum of hiperinsulinemic PCOS’
women.

10 lat doswiadczerh w diagnostyce klinicznej
i molekularnej zespolu Pradera-Williego
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Zesp6l Pradera-Williego (Prader-Willi Syndrome-PWS),
jest genetycznie uwarunkowang choroba uwarunkowana
specyficzna regulacjg ekspresji genéw okreslang mianem
rodzicielskiego pietna genomowego (genomic imprin-
ting). PWS spowodowany jest brakiem aktywnosci genéw
w podcentromerowym regionie 15q11-13 pochodzacym
od ojca, ktére sa nieaktywne (ulegaja pietnowaniu na
chromosomie 15 pochodzacym od matki. Wsréd dominu-
jacych w obrazie klinicznym objawéw choroby wystepuja:
gleboka hipotonia, brak odruchu ssania oraz trudnosci
w karmieniu w okresie noworodkowym i niemowlecym,
hipogonadyzm, niedob6r wysokosci ciala, male dlonie
i stopy, niepemosprawnosc¢ intelektualna, hiperfagia
i znacznego stopnia otylos¢é powyzej trzeciego roku zycia.
Przedstawiono wyniki badan klinicznych oraz cytogene-
tyczno - molekularnych w grupie 299 chorych w wieku
od 1 miesiaca do 37 lat z podejrzeniem zespotu Pradera-
Williego, kierowanych z réznych osrodkéw medycz-
nych w Polsce w okresie ostatnich 10 lat. Przeprowa-
dzono szczegdélowa charakterystyke cech Kklinicznych,
ocene rozwoju somatycznego 111/299 (37,1%) chorych,
u ktérych diagnoza kliniczna PWS zostata potwierdzona
na podstawie wynikéw badari cytogenetycznych (HRT),
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ FISH oraz badan
molekularnych (analiza wzoru metylacji oraz polimor-
fizmu sekwencji mikrosatelitarnych w regionie PWS/AS).
Obecnosé delecji 15q11-13 wykazano u 69(76%) chorych,
mUPD u 19(21%) chorych oraz defekt imprintingu
u 3% chorych. U 17 (15,3%) chorych nie udalo sie okresli¢
rodzaju defektu molekularnego odpowiedzialnego za
wystapienie choroby. Nie stwierdzono istotnych réznic
w ekspresji cech klinicznych PWS w grupie chorych
chorych z delecjq oraz mUPD. Zwraca uwage niedosta-
teczna znajomosc obrazu PWS wsréd lekarzy co skutkuje
znacznym opdéZnieniem ostatecznego rozpoznania i profi-
laktyki otylosci w wieku dojrzatym.

Ten years of clinical and molecular studies
in Prader - Willi syndrome patients

E. Obersztyn', A. Szpecht-Potocka®, T. Mazurczak’,
P. Stankiewicz', E. Bocian !, Kostyk?, A. Kruczek?,
M. Lassota’, A. Midro*, B. Dawydzik®, 1. Jalowiec®,
A. Latos-Bieleriska’
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Hospital Research Institute, £E6dZ
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The Prader-Willi Syndrome (PWS) is a multisystem,
neurogenetic disorder linked to abnormalities in
imprinted domain on chromosome 15q11-13 resulting
in specific gene regulation (genomic imprinting). All of
genetic abnormalities in PWS are associated with loss of
expression of paternally derived alleles in PWCR region,
which are inactive on maternal chromosome 15. Among
characteristic clinical features of PWS are: profound
hypotonia, poor suck and feeding difficulties in infancy,
hypogondism, short stature, small hands and feet, mental
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retardation, hyperphagia in early childhood resulting
in obesity over the age of 3 years. We present results
of clinical, cytogenetic, FISH and molecular studies in
the group of 299 patients ranging from 1 month to 37
years, suspected for PWS and diagnosed in our center
during last 10 years. Detailed clinical evaluation, somatic
development and results of cytogenetic and molecular
studies (methylation specific PCR analysis for SNRPN,
microsatellite polymorphism within PWS/AS region) are
presented. Among 111/299 (37,2%) cases with confirmed
PWS diagnosis, 69 (76%) deletion, 19 (21%) mUPD and
3% imprinting defect cases were found. In 17 (15,3%) of
whole confirmed PWS patients molecular defect was not
recognized because of uninformative results. There were
no significant differences in clinical presentation between
patients with deletion and mUPD of chromosome 15. It
was noted that knowledge about natural history of PWS
among medical doctors in not sufficient and it causes
delay in clinical diagnosis and prevention of the morbid
obesity in the adult patients.

Rodzinna translokacja X/Y powiazana
z r6znymi fenotypami pici

Andrew Sharp', Kamila Kusz?, Jadwiga Jaruzelska?,
Maria Szarras-Czapnik®, Jan Wolski*, Patricia
Jacobs?
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Hermafrodytyzm prawdziwy definiowany jako wspél-
istnienie Zeriskiej i meskiej tkanki gonadalnej u jednej
osoby ma heterogenne podloze genetyczne. Mniej niz
10% hermafrodytéw prawdziwych 46,XX posiada gen
SRY, co spowodowane jest nieprawidlowa translokacja
pomiedzy Xp a Yp.

W niniejszej pracy opisujemy dwie rodziny, w ktérych
translokacja X/Y (SRY+) dziedziczona jest przez co
najmniej trzy pokolenia i jest zwigzana z réznymi fenoty-
pami plci: plodnymi kobietami, ptodnymi mezczyznami
lub hermafrodytami prawdziwymi. Ta réznorodnosé
fenotypowa moze by¢ rezultatem zréznicowanej ekspres;ji
genu SRY, spowodowanje 1/inaktywacja chromosomu X
rozposcierajaca si¢ na translokowany fragment Yp lub 2/
efektem pozycji spowodowanym bliskim sasiedztwem
punkyu pekniecia translokacji.

Analiza poliformizmu oraz punkyu pekniecia
sugeruje, Ze obie rodziny sa spokrewnione. Na podstawie
naszych obserwacji proponujemy mechanizm, poprzez
ktéry translokacja X/Y moze by¢ przekazywana przez
wiele pokoleni.
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Familial X/Y translocations associated with
variable sexual phenotype
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Jacobs?
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True hermaphroditism, defined clinically as the presence
of both male and female gonadal tissue in the same
individual is a genetically heterogeneous condition. Less
than 10% of true hermaphrodites with an apparent 46,XX
constitution are SRY-positive, usually resulting from
translocation between Xp and Yp.

We describe two families in which an SRYpositive X/
Y translocation segregates through at least three genera-
tions causing variable sexual phenotypes: fertile males
or true hermaphrodites. This phenotypic variation may
be due to variable SRY expression resulting from either
1. spreading of X inactivation into the translocated Yp
segment, or 2. a position effect due to the close proximity
of a translocation breakpoint.

Polymorphism and junction fragment analyses
indicate both families are descended from a common
ancestor. Based on our observations we propose a
mechanism by which X/Y translocations could be silently
transmitted for many generations.
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Wotoszyriska Krystyna
Wojcik Izabela

Wranicz Jerzy K

314,

Wygoda Zbigniew

Zareba Wojciech

Zeman Marcin

Zabiriska-Popiela Marta

371
378
389
381
395
388
373
381
377
391
394
379
398
373
359
395
396
395
346
397
375
375
390
385
398
384
384
380
397
381
346
393
373
397
393
396
383
379
389
374
380
398
378
388
394
380
394
378
308




