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Piątek, 25.05.2018 

   

 

12:30-13:00 Rejestracja 

   

 

13:00-14:00 Obiad 

   

 

 

Rzeszowska 

Joanna 
Politechnika 

Śląska Otwarcie Konferencji 

   

SESJA 1 – Biomarkery i obrazowanie molekularne 

 14:00-16:30 

czas 

(min) 

 

Agnieszka 

Gdowicz-Kłosok 
Instytut 

Onkologii 

Wpływ polimorficznych wariantów genów 

szlaku VEGF/VEGFR na skuteczność leczenia 

pacjentów z nowotworami regionu głowy i szyi 14:00-14:12 12 

 

Magdalena 

Olbryt 
Instytut 

Onkologii 

Geny oporności na terapie celowane w 

czerniaku – badania wstępne metodą NGS 14:12-14:24 12 

 

Agnieszka 

Nowak 

Śląski 

Uniwersytet 

Medyczny 

Concentrations of the advanced glycation end-

products (AGEs) and soluble form of their 

receptor (sRAGE) in patients with systemic 

lupus erythematosus 14:24-14:36 12 

 

Alexander J. 

Cortez 
Instytut 

Onkologii 

Search for biomarkers predictive of 

sensitivity/resistance against novel FGFR 

inhibitor - methodological concerns 14:36-14:48 12 

 

Agnieszka 

Mazurek 
Instytut 

Onkologii 

DNA HPV we krwi jako biomarker nowotworu 

u chorych na raka regionu głowy i szyi 

(RRGiSz) zależnego od HPV 14:48-15:00 12 

 

Alicja Płuciennik 
Politechnika 

Śląska 

The influence of an unbalanced data on 

classification in a prospective study on thyroid 

cancer 15:00-15:12 12 

 

Marta Gawin 
Instytut 

Onkologii 

Heterogeniczność raka tarczycy: porównanie 

profilu molekularnego raka w lokalizacji 

pierwotnej oraz przerzutach do lokalnych 

węzłów chłonnych 15:12-15:24 12 

 

Agnieszka 

Skorupa 
Instytut 

Onkologii 

Multiparametric MRI monitoring of murine 

glioma response to antivascualar tretament  15:24-15:36 12 

 

Ilona Karpiel 
Uniwersytet 

Śląski 

Seed corelation analysis (SCA) in cerebellum – 

resting-state functional magnetic resonance 

imaging (fMRI)  15:36-15:48 12 

 

Daria Kogut 
Politechnika 

Śląska 

System diagnostyczny oparty na spektroskopii 

luminescencyjnej jako nieinwazyjny system in 

vivo detekcji zmian nowotworowych 15:48-16:00 12 

 

Krzysztof 

Puszyński 
Politechnika 

Śląska 

Wpływ stochastycznego przełączania genów na 

farmakodynamikę pewnych leków 16:00-16:12 12 

   

Dyskusja 

 
16:15-16:30 
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Przerwa kawowa 

 

 

 

 

 

16:30-17:00 

 

 

 

SESJA 2 – Biologia molekularna 
 

17:00-19:30 
 

 

Agnieszka 

Gogler-

Pigłowska 
Instytut 

Onkologii 

Ekspresja i wewnątrzkomórkowa lokalizacja 

białka opiekuńczego HSPA2 w gwiaździakach

  17:00-17:12 12 

 

Damian Sojka 
Instytut 

Onkologii 

Analiza wpływu inhibicji proteasomu na 

ekspresję i agregację białek HSPA2 oraz p53 17:24-17:36 12 

 

Barbara Łasut 
Instytut 

Onkologii 

Supresor procesu nowotworowego białko p53 a 

procesy neurodegeneracyjne 17:36-17:48 12 

 

Gracjana Zając 
Instytut 

Onkologii 

Identyfikacja metodami genomiki integracyjnej 

nowych genów potencjalnie 

współregulowanych przez NF-κB i p53 17:48-18:00 12 

 

Natalia Vydra 
Instytut 

Onkologii 

Udział ścieżki sygnałowej ERK1/2 w aktywacji 

czynnika transkrypcyjnego  HSF1 w 

komórkach raka piersi traktowanych 17β-

estradiolem. 18:00-18:12 12 

 

Patryk Janus 
Instytut 

Onkologii 

Czynnik transkrypcyjny HSF1 wspiera 

przejście nabłonkowo-mezenchymalne 

komórek MCF10A  18:12-18:24 12 

 

Monika 

Pietrowska 
Instytut 

Onkologii 

Proteome of exosomes released by HPV(+) and 

HPV(-) head and neck cancer cells 18:24-18:36 12 

 

Mateusz Smolarz 
Instytut 

Onkologii 

Ocena przydatności metody mini-SEC w 

oczyszczania egzosomów do badań 

proteomicznych 18:36-18:48 12 

 

Agnieszka 

Toma-Jonik 
Instytut 

Onkologii 

Możliwości systemu do edycji genomu 

CRISPR/Cas9 – ocena wydajności, 

spostrzeżenia i wnioski 18:48-19:00 12 

 

Marcelina 

Jureczko 
Politechnika 

Śląska 

Ocena tolerancji wybranych grzybów 

nadrzewnych na bleomycynę i winkrystynę w 

zależności od składu podłoża 19:00-19:12 12 

  

 

 

 

Dyskusja 

 19:12-19:30 

 

Kolacja – jurajskie pieczonki i ognisko 20:00 -  
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Sobota, 26.05.2018 

  

¡ÎÉÁÄÁÎÉÅ 7:00-9:00 

 

SESJA 3 – Komórkowa odpowiedź na stres 9:00-11:30 

 

 

Dorota 

Ścieglińska 
Instytut 

Onkologii 

Rola białka opiekuńczego HSPA2 w 

utrzymaniu homeostazy ludzkiego naskórka 9:00-9:12 12 

 

Małgorzata 

Adamiec 
Politechnika 

Śląska 

Regulacja wewnątrzkomórkowych ścieżek 

sygnałowych pod wpływem promieniowania 

UV 9:12-9:24 12 

 

Sylwia Kała 
Politechnika 

Śląska 

Niskie dawki promieniowania UVA mogą 

zwiększać potencjał klonogenny komórek i 

regulować poziomy reaktywnych form tlenu 9:24-9:36 12 

 

Aleksandra 

Krzywoń 
Politechnika 

Śląska 

Efekt sąsiedztwa indukowany 

promieniowaniem UVA w komórkach 

prawidłowych i nowotworowych 9:36-9:48 12 

 

Aleksandra 

Poterała-Hejmo 
Politechnika 

Śląska 

Rola białka p53 w regulacji stanu 

oksydoredukcyjnego 9:48-10:00 12 

 

Patryk Bil 
Politechnika 

Śląska 

Korelacja rozmieszczenia anionorodnika 

ponadtlenkowego z tlenkiem azotu w różnych 

liniach komórkowych 10:00-10:12 12 

 

Agata 

Abramowicz 
Instytut 

Onkologii 

Analiza proteomiczna egzosomów 

uwalnianych z komórek płaskonabłonkowego 

raka regionu głowy i szyi poddanych działaniu 

promieniowania jonizującego 10:12-10:24 12 

 

Dominika 

Bandoła 
Politechnika 

Śląska 

Numerical simulation of the brain cooling 

proces using the bioheat equation 10:24-10:36 12 

 

Sebastian 

Student 
Politechnika 

Śląska 

Stanowisko badań biologicznych z 

wykorzystaniem systemu mikroprzepływów 10:36-11:48 12 

 

  Dyskusja 11:00-11:30 

  

   Przerwa kawowa 11:30-12:00 
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SESJA 4 – terapie eksperymentalne 12:00-14:30 

 

 

Andrzej 

Świerniak 

Politechnika 

Śląska 

Ewolucyjne gry z zasobami – nowe narzędzie 

modelowania wpływu terapii na interakcje 

komórek nowotworowych  

12:00-12:12 

12 

 

Piotr Bajger 
Uniwersytet 

Warszawski 

Optymalne sterowanie w modelu 

radiochemioterapii 
12:12-12:24 

12 

 

Krzysztof  

Łakomiec 

Politechnika 

Śląska 

Analiza wrażliwości modelu kombinowanej 

terapii przeciwnowotworowej przy użyciu 

funkcji Greena 

12:24-12:36 

12 

 

Andrzej Bąk 
Uniwersytet 

Śląski 

Lipophilicity – molecular property or 

descriptor? In silico estimation in rational drug 

design 

12:36-12:48 

12 

 

Anna Mrozek-

Wilczkiewicz 

Uniwersytet 

Śląski 

Mechanizm antynowotworowego działania 

pochodnych z grupy tiosemikarbazonów 
12:48-13:00 

12 

 

Robert Gawecki 
Uniwersytet 

Śląski 

Nowe pochodne tiosemikarbazonów w terapii 

fotodynamicznej 
13:00-13:12 

12 

 

Michał Kuczak 
Uniwersytet 

Śląski 

Aktywność przeciwnowotworowa pochodnych 

styrylochinoliny 
13:12-13:24 

12 

 

Katarzyna 

Malarz 

Uniwersytet 

Śląski 

Aktywność i mechanizm działania nowych 

pochodnych styrylochinazoliny jako 

inhibitorów kinaz tyrozynowych 

13:24-13:36 

12 

 

Violetta Kozik 
Uniwersytet 

Śląski 

Potencjalne nośniki leków –pochodne tlenku 

grafenu; badania wstępne 
13:36-13:48 

12 

 

Aleksander 

Sochanik 

Instytut 

Onkologii 

Human mesenchymal stem cells can function 

as efficient cell carriers for oncolytic myxoma 

virus 

13:48-14:00 

12 

 

  Dyskusja 14:00-14:20 

 

 

  Zakończenie konferencji i obiad 14:30- 
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Agnieszka Gdowicz-Kłosok
1
, Małgorzata Krześniak

1
, Tomasz Rutkowski

2
, Iwona 

Matuszczyk
1
, Iwona Domińczyk

1
, Monika Pietrowska

1
, Krzysztof Składowski

2
, Dorota 

Butkiewicz
1
  

1
Centrum Badań Translacyjnych i Biologii Molekularnej Nowotworów, 

2 
I Klinika Radioterapii i Chemioterapii, 

Centrum Onkologii-Instytut im. M.Skłodowskiej-Curie, Oddział w Gliwicach 

 

Nowotwory regionu głowy i szyi (HNC) stanowią bardzo zróżnicowaną grupę 

nowotworów, często o agresywnym przebiegu klinicznym. Pomimo zaawansowanej 

diagnostyki i optymalnego schematu leczenia czas 5-letniego przeżycia u pacjentów  z HNC 

wynosi nieco ponad 50%, dlatego też istotne jest poszukiwanie markerów molekularnych, 

które umożliwią zwiększenie efektywności i indywidualizację zastosowanej terapii 

przeciwnowotworowej.  

Podstawową terapią w nowotworach regionu głowy i szyi jest samodzielna 

radioterapia (RT) lub radiochemioterapia (CHRT) z zastosowaniem cisplatyny. Progresja 

nowotworowa oraz proces przerzutowania w dużym stopniu jest zależny od angiogenezy i 

zdolności do rearanżacji macierzy zewnątrzkomórkowej (ECM). Przełączenie angiogenne  

(ang. angiogenic switch), do którego dochodzi na skutek niedotlenienia (hipoksji), prowadzi 

do niekontrolowanej produkcji czynników proangiogennych. Przewaga czynników 

proangiogennych (np. VEGF, VEGFR) nad czynnikami antyangiogennymi powoduje 

degradację błony podstawnej śródbłonka, migrację i proliferację komórek, a w efekcie 

tworzenie nowych naczyń w obrębie guza. Za degradację błony podstawnej są 

odpowiedzialne metaloproteinazy, m. in. MMP2 i MMP9. Niedotlenienie i stopień 

unaczynienia guza są istotnymi czynnikami wpływającymi na skuteczność RT i CHT. Z 

uwagi na zdolność kształtowania indywidualnego potencjału angiogennego i przerzutowego, 

polimorfizmy genów związanych z angiogenezą i degradacją ECM mają wpływ na 

agresywność nowotworu i niekorzystne rokowanie w wielu guzach litych. Nasze wcześniejsze 

badania wykazały, że niektóre funkcjonalne warianty genów VEGFR2 i MMP2 mogą 

zwiększać ryzyko progresji i zgonu u pacjentów z niedrobnokomórkowym rakiem płuca 

poddanych RT i CHRT na bazie zw. platyny. Badania nad związkiem polimorfizmu w genach 

angiogenezy ze skutecznością leczenia i rokowaniem w HNC są nieliczne i często 

prowadzone na małych grupach pacjentów.  

Celem naszego projektu była ocena, czy wybrane warianty genów kodujących VEGF, 

VEGFR i MMP są związane z wynikami leczenia i czasem przeżycia pacjentów z 

płaskonabłonkowym HNC (HNSCC) leczonych RT i CHRT z wykorzystaniem cisplatyny. 

Polimorfizmy identyfikowano za pomocą  PCR-RFLP oraz sondami TaqMan-MGB. Krzywe 

przeżycia wyznaczono metodą Kaplana-Meiera. HR i OR (95% CI) oszacowano przy użyciu 

modelu proporcjonalnego hazardu Coxa i regresji logistycznej.  

Wyniki naszych wstępnych analiz wskazują, że polimorfizmy genów głównych białek 

biorących udział w angiogenezie mogą być czynnikami predykcyjnymi u pacjentów z 

nowotworami regionu głowy i szyi leczonych RT lub CHRT. 



7 
 

 

Praca finansowana przez Narodowe Centrum Nauki grant nr 2016/23/B/NZ5/03470 (kier. D.B.). 

  



8 
 

Geny oporności na terapie celowane w czerniaku – badania wstępne metodą 

NGS 

 

Magdalena Olbryt
1
, Wojciech Pigłowski

2
, Marcin Rajczykowski

3
, Anna Fiszer-Kierzkowska

2
, 

Mirosław Śnietura
4 

 
1
Centrum Badań Translacyjnych i Biologii Nowotworów, 

2
Laboratorium Diagnostyki Molekularnej, 

3
II Klinika 

Radioterapii i Chemioterapii, 
4
Zakład Patologii Nowotworów; Centrum Onkologii – Instytut im. Marii 

Skłodowskiej-Curie, Oddział w Gliwicach 

 

Czerniak to najbardziej agresywny nowotwór skóry. Usunięcie chirurgiczne zmiany 

umożliwia całkowite wyleczenie jedynie we wczesnym stadium choroby. W stadium 

zaawansowanym nowotwór ten jest niewyleczalny. Przez wiele lat medycyna nie 

dysponowała skuteczną terapią w leczeniu zaawansowanego czerniaka skóry. W 2011 roku 

został zarejestrowany pierwszy lek celowany do leczenia zaawansowanego czerniaka, 

inhibitor białka BRAF – wemurafenib. BRAF jest onkogenem zmutowanym w około 50% 

przypadków czerniaka skóry i stanowi główne białko napędzające wzrost tego agresywnego 

nowotworu. Obecnie dostępne są dwa leki hamujące działanie białka BRAF (wemurafenib, 

dabrafenib) oraz dwa hamujące aktywność kinazy MEK (trametinib, kobimetinib). Terapia ta 

poprawia przeżycie większości pacjentów z zaawansowanym czerniakiem, jednak istotnym 

problemem tej strategii terapeutycznej jest pierwotna lub nabyta oporność na stosowaną 

chemioterapię. Szacuje się, że około 20-30% pacjentów, pomimo obecności zmutowanego 

białka BRAF, nie odpowiada na leczenie, a u większości po spektakularnej odpowiedzi 

następuje nawrót lub progresja choroby w przeciągu kilku miesięcy. Dlatego konieczne jest 

poznanie mechanizmów tolerancji komórek czerniaka wobec leków celowanych i dalsza 

personalizacja leczenia na podstawie profilu molekularnego nowotworu.  

W naszych wstępnych badaniach chcieliśmy sprawdzić jakość analiz NGS na materiale 

parafinowym pacjentów z czerniakiem oraz zidentyfikować mutacje „non- BRAF” u 

pacjentów z pierwotną opornością na terapie celowaną. 

W tym celu wykonano głębokie sekwencjonowanie najczęstszych mutacji (około 

2800) 50 onkogenów i supresorów nowotworowych (Ion AmpliSeq Cancer Hotspot Panel v2) 

w próbkach parafinowych czerniaka pochodzących od 9 pacjentów z pierwotną opornością. 

W badaniu wykorzystaliśmy odczynniki, platformę i oprogramowanie firmy Ion Torrent 

(Thermo Fisher Scientific). Dla większości próbek uzyskano pokrycie >1000 x (6 próbek > 

1200), co umożliwiło wiarygodną analizę uzyskanych wyników. Przy użyciu programu Ion 

Reporter Cloud Software (Thermo Fisher Scientifis / Amazon Web Services) oraz dostępnych baz i 

narzędzi informatycznych (ClinVar, VarSome, NCBI) potwierdziliśmy obecność mutacji 

genu BRAF w 8 próbkach oraz zidentyfikowaliśmy inne mutacje patogenne w genach 

CTNNB1, CDKN2A, KRAS oraz NRAS. W niektórych próbkach analiza wykazała obecność 

wariantów genetycznych o potencjalnym znaczeniu predykcyjnym (SMARCB1 p.T72K, IDH2 

p.R140L lub Q, EGFR p.V726M, VHL p.T105S).  

Wstępne wyniki potwierdziły możliwość wykorzystania archiwalnego DNA oraz 

platformy NGS do identyfikacji potencjalnych celów terapeutycznych oraz markerów 

predykcyjnych u pacjentów z zaawansowanym czerniakiem.  
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Concentrations of the advanced glycation end products (ages) and soluble 

form of their receptor (srage) in patients with systemic lupus erythematosus 

 

A. Nowak
1
, B. Przywara-Chowaniec

2
, A. Damasiewicz-Bodzek

1
, K. Tyrpień-Golder

1 

 
1
Medical University of Silesia in Katowice, Faculty of Medicine with Dentistry Division in Zabrze, Department 

of Chemistry, Jordana 19, 41-808 Zabrze, Poland; 
2
Medical University of Silesia in Katowice, Faculty of 

Medicine with Dentistry Division in Zabrze, 2nd Department of Cardiology, C. Skłodowskiej 10, 41-800 Zabrze, 

Poland 

 

 Advanced glycation end products (AGEs) are formed through a reaction of proteins 

and reducing sugars. They are formed both in vitro (in food products) and in vivo. Intensified 

production of AGEs might be linked to pathological processes in organisms. The proteins, 

after modification, might be recognized by the immune system as neoepitopes and trigger the 

autoimmune activity against normal cell components. 

Systemic lupus erythematosus (SLE) is an autoimmune disease of unknown causes. Literature 

data show a decrease in concentrations of soluble form of advanced glycation end products 

receptor (sRAGE) in SLE patients. It is possible that sRAGE prevents binging AGEs to the 

membrane advanced glycation end products receptor (RAGE). This probably counteracts 

activation of the inflammatory response. 

 In this study the concentrations of AGEs and sRAGE in sera of 29 systemic lupus 

erythematosus patients and 28 group control volunteers were evaluated. ELISA method was 

used for the both measurements. Obtained data were statistically analysed. 

 The concentrations of AGEs were higher in the SLE patients compared to the healthy 

control group (p < 0,001). While there was no statistically significant difference in sRAGE 

concentration between the groups (p = 0,19), there was a negative correlation between the 

AGEs concentration and the sRAGE concentration (p = 0,03; R = -0,41). It is possible that 

sRAGE are not synthesized sufficiently during the SLE development, what leads to an 

increased concentration of AGEs in the patients’ blood. The phenomenon can be also 

explained as an increased consumption of sRAGE by high amount of generated AGEs. 
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Search for biomarkers predictive of sensitivity/resistance against novel 

FGFR inhibitor - methodological concerns 

 

Alexander J. Cortez, Katarzyna A. Kujawa, Patrycja A. Tudrej, Magdalena Olbryt, Krystyna 

Klyszcz, Katarzyna M. Lisowska 

  

Center for Translational Research and Molecular Biology of Cancer, Maria Skłodowska-Curie Institute 

Oncology Center Gliwice Branch, Poland 

 

Background: Our project concerns characterization of CPL-304-110, a novel selective 

inhibitor of Fibroblast growth factor receptor (FGFR), recently developed by Polish 

pharmaceutical company Celon Pharma. Our studies are based on in vitro cell culture models, 

with up to 30 different cell lines used. We analyze sensitivity of the cells derived from 

different cancers toward CPL-304-110 and search for signaling pathways differentially 

regulated in sensitive versus resistant cell lines. During this study we observed peculiar 

phenomena, possibly derived from bacterial infection, in several cell lines. Thus, we did a 

series of different tests to assess the nature and source of this contamination and developed 

recommendations for accurate cell culturing. 

Methods: Samples were taken from all cell cultures, cell culture media, and fetal bovine 

serum (FBS) purchased from Gibco and EURx. Samples were examined using conventional 

microbiological techniques, and PCR technique to evaluate 16S rRNA and mycoplasma 

contamination and a novel test designed to distinguish between Brownian motion and 

microbial contamination. 

Results: Mycoplasma PCR test gave negative results in all samples analyzed. No bacterial 

growth was observed neither in liquid LB medium nor in LB agar, inoculated with either 

samples, neither in aerobic nor anaerobic conditions. However, suspected particles were 

observed in long-term cell cultures. Long-term incubation of undiluted serum samples 

allowed observation of distinctly shaped bacterial-like objects at 40x magnification. PCR test 

confirmed presence of bacterial 16S rRNA in all FBS samples and in long-term cell culture 

samples. Also, a novel test allowing discrimination between Brownian motion of cellular 

debris/other particles and the presence of bacteria, indicated that different batches of FBS 

from both suppliers are bacteriologically contaminated. Filtration through 0,22 µm pores did 

not eliminate completely this contamination, instead we observed shift in the size and 

spectrum of bacterial shapes in the filtered FBS. Filtration and addition of antibiotic mix 

resulted in arrested bacterial growth. 

Conclusions: Our results proved that the source of bacterial contamination in our cell culture 

was FBS. Bacterial growth was very slow and could be detected only in long-term cultures. 

Thus, we suspect sporulating bacteria and very low initial titer. Lack of growth on standard 

microbiological media indicate very high nourishment requirements. Due to lack of safe FBS 

on the market, we recommend working with filtered FBS and with antibiotic supplementation. 

 

Acknowledgments 
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DNA HPV we krwi jako biomarker nowotworu u chorych na raka regionu 

głowy i szyi (RRGiSz) zależnego od HPV 

 
Agnieszka M. Mazurek

1|, Natalia Vydra
1
, Krzysztof Składowski

2
, Tomasz Rutkowski

2 

 
1
Centerum Badań Translacyjnych i Biologii Molekularnej Nowotworów 

2
I Klinika Radioterapii i Chemioterapii 

Centrum Onkologii-Instytut im. Marii Skłodowskiej-Curie, Oddział w Gliwicach, Wybrzeże Armii Krajowej 15, 

44-101 Gliwice, Poland 
|e-mail: Agnieszka.Mazurek@io.gliwice.pl 

 

Wprowadzenie: Zastosowanie metodologii opartej na wykrywaniu DNA pochodzącego z 

guza, a wykrywanego w pozakomórkowej puli cząsteczek DNA we krwi, stanowi wyzwanie 

współczesnej onkologii. Zmiana genetyczna pochodząca z komórek guza (fragment DNA 

wirusowego lub mutacja) może być wykrywana we krwi. Takim fragmentem DNA z guza 

może być DNA genomu wirusa dla części chorych raka regionu głowy i szyi (RRGiSz), u 

których HPV (wirus brodawczaka ludzkiego) stanowi czynnik powodujący nowotworzenie. 

Wśród wszystkich chorych na RRGiSz zależnego od HPV w 95% przypadków wykrywany 

jest wirus HPV16 (wirus brodawczaka ludzkiego, typ 16). Raki zależne od zakażenia HPV 

zwykle są bardziej zaawansowane regionalnie, m.in. częściej występują przerzuty do węzłów 

chłonnych szyi. W naszym badaniu przedstawiamy wyniki detekcji HPV16 we krwi 

(cHPV16) chorych na RRGiSz w kontekście danych klinicznych.  

 

Pacjenci i metody: Do badań zakwalifikowano pacjentów chorych na raka regionu głowy i 

szyi (RRGiSz) leczonych radykalnie w Instytucie Onkologii w Gliwicach w latach od 2011 

do 2016. Bezpośrednio po pobraniu krwi od chorych (przed leczeniem) odwirowano osocze 

od elementów morfotycznych. Detekcję HPV16 w DNA wyizolowanym z osocza wykonano 

z zastosowaniem ilościowej reakcji łańcuchowej polimerazy (qPCR).  

 

Wyniki: Badania molekularne w grupie 187 chorych na RRGiSz wykazały obecność genomu 

wirusa HPV16 we krwi 26 chorych na RRGiSz (cHPV16-dodatni, cHPV16+). Spośród tych 

26 cHPV16+ chorych, 24 było chorych na raka gardła środkowego (92.6%), 1 pacjent był 

chory na raka nosogardła i 1 pacjent miał raka śliniaki. Prawdopodobieństwo znalezienie 

chorego na raka gardła środkowego cHPV16+ wśród wszystkich chorych na RRGiSz było 

znacząco wyższe (OR=37.5; p<0.0001). Wśród tych 26 cHPV16+ chorych więcej było 

mężczyzn niż kobiet (62% vs 38%), jednakże prawdopodobieństwo znalezienia cHPV16+ 

wśród kobiet było znacznie wyższe w stosunku do szansy znalezienia cHPV16+ wśród 

mężczyzn (OR=2.96; p=0.016). Liczba chorych cHPV16+ niepalących była porównywalna 

do liczby chorych cHPV16+ palących (46% vs 54%), jednakże szansa znalezienia chorych 

cHPV16+ w grupie niepalących była znacznie wyższa niż szansa znalezienia cHPV16+ w 

grupie palaczy (OR=4.66; p=0.0005). cHPV16 nie znaleziono u chorych, którzy wykazywali 

brak przerzutów do węzłów chłonnych (OR=5.6; p=0.0009), a obecność DNA HPV16 we 

krwi wyraźnie korelowała z zaawansowanym stadium choroby (III i IV). Liczba kopii wirusa 

HPV16 we krwi była najwyższa u chorych na raka gardła środkowego (p=0,023). Ponadto, 
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chorzy z zaawansowanym guzem (T3, T4) mieli znacznie wyższy poziom wiremii we krwi w 

porównaniu z chorymi z niższym stopniem (T1, T2). 

 

Wnioski: Wykrywanie HPV w osoczu może stać się szybkim i łatwym w przeprowadzeniu 

testem oraz wiarygodnym markerem choroby nowotworowej chorych na RRGiSz zależnego 

od HPV. Badanie DNA wirusa HPV16 we krwi może stanowić skuteczne narzędzie 

diagnostyczne (marker) aktywnego procesu nowotworowego.  

 

Program TANGO 2, dofinansowanie realizowane w ramach Wsp·lnego Przedsiňwziňcia Narodowego Centrum 

Nauki i Narodowego Centrum BadaŒ i Rozwoju, TANGO2/340829/NCBR/2017 
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  Raki tarczycy stanowią kilka procent rocznie diagnozowanych nowotworów złośliwych. 

Wyróżnia się kilka typów raków tarczycy, na przykład rak pęcherzykowaty, brodawkowaty 

czy rdzeniasty. Jedną z najczęściej stosowanych metod leczenia jest częściowe albo 

całkowite, operacyjne usunięcie tarczycy. Przełomem w diagnostyce nowotworów tarczycy 

było wprowadzenie systemu klasyfikacji cytologicznej Bethesda, który pozwolił na 

kategoryzację wyników aspiracyjnej biopsji cienkoigłowej do jednej z sześciu klas na 

podstawie widocznych zmian w strukturze komórek. Każda z kategorii posiada powiązane 

ryzyko złośliwości badanej próbki tkanki
1
. Zbyt agresywna terapia może prowadzić do 

usunięcia gruczołu tarczycowego, w przypadku, gdy nie jest to w rzeczywistości konieczne. 

W ciągu ostatnich 10 lat popularność zyskują klasyfikatory molekularne, oparte na analizie 

ekspresji genów, pozwalające na skuteczniejsze rozróżnienie zmian złośliwych od łagodnych 
2
 
3
 
4
, jednak w dalszym ciągu wyniki nie są satysfakcjonujące. 

Celem przedstawionego badania było sprawdzenie, czy zbalansowanie liczności zbioru 

badanych próbek może mieć wpływ na jakość klasyfikatora molekularnego mającego 

odróżnić zmiany złośliwe od łagodnych. Próbki pochodzą z prospektywnego badania 

prowadzonego w ramach projektu MILESTONE (numer umowy: 

STRATEGMED2/267398/4/NCBR/2015). Klasyfikacja badanego materiału została wykonana 

przy użyciu maszyny wektorów podpierających (SVM) oraz zwalidowana metodą bootstrap. 

Do badania wykorzystany został system do klasyfikacji zabezpieczający przed przeciekiem 

informacji SPICY
5
. W celu zrównoważenia zbioru danych wykorzystano metodę 

próbkowania. Zmienność w danych zanalizowano wykorzystując metodę nienadzorowanego 

uczenia -  klasteryzacji.  

Wstępne wyniki wskazują, że zbalansowanie zbioru pod kątem występowania 

poszczególnych klas Bethesdy obniża jakość klasyfikacji w porównaniu do zbalansowania 

klas złośliwości nowotworu. Różnorodność zbioru wskazuje na to, że słabo reprezentowane 

typy nowotworów mogą wpływać na niższą jakość utworzonego klasyfikatora. 
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Chociaż większość raków rozwija się z pojedynczej komórki, finalnym efektem 

procesu nowotworzenia jest guz o charakterze mozaikowym, na który składają się klony 

komórek różniących się pod względem genotypu oraz fenotypu. To zjawisko nazywane jest 

heterogenicznością guza (ang. intra-tumor heterogeneity, ITH). Uważa się, że ITH ułatwia  

kolejne etapy rozwoju raka, jak również wpływa na efektywność leczenia 

przeciwnowotworowego. Istotnym elementem heterogeniczności raka są różnice między 

ogniskiem pierwotnym a przyrzutami. Celem przeprowadzonych badań było wyznaczenie 

podobieństwa profilu molekularnego subregionów raka brodawkowatego tarczycy w 

lokalizacji pierwotnej oraz jego przerzutów do lokalnych węzłów chłonnych. 

Do badań wybrano zestawy preparatów tkankowych (materiał FFPE) od 11 pacjentów 

zawierający rak tarczycy w lokalizacji pierwotnej i w przerzutach do co najmniej trzech 

lokalnych węzłów chłonnych. Tkanki pobrane od jednego pacjenta zostały umieszczone i 

zanalizowane na tym samym szkiełku. Ze skrawków tkanek usunięto parafinę, a następnie 

poddano je procesowi odzyskiwania antygenów (HIAR), po czym białka na powierzchni 

skrawków potrawiono trypsyną. Do nanoszenia roztworu trypsyny oraz matrycy 

wykorzystano urządzenie SunCollect (SunChrom GmbH). Do obrazowania tkanek 

wykorzystano spektrometr mas MALDI-TOF/TOF ultrafleXtreme (Bruker Daltonics) z 

rozdzielczością boczną 100 µm. Wstępną obróbkę widm oraz analizę danych przeprowadzono 

z wykorzystaniem oprogramowania SCiLS Lab 2015b (SCiLS) oraz stworzonych 

algorytmów w Matlabie. Do oceny podobieństwa molekularnego zastosowano metody 

nienadzorowanej oraz nadzorowanej analizy danych, zarówno dla każdego pacjenta osobno, 

jak i dla całego zestawu preparatów. W analizie nadzorowanej wykorzystano informację od 

patologa o lokalizacji komórek raka w każdym preparacie i porównano widma 

wyeksportowane z regionów raka. 

Stwierdzono znaczne różnice profilu molekularnego subregionów indywidualnych 

nowotworów w lokalizacji pierwotnej i w przerzutach. Co istotne, stopień różnic między 

guzami w lokalizacji pierwotnej (tarczyca) u różnych pacjentów (inter-tumor heterogeneity) 

był niższy, niż różnice między subregionami raka w lokalizacji pierwotnej i w węzłach 

chłonnych u tych samych pacjentów. Sugeruje to dominujący wpływ mikrośrodowiska raka 

na jego fenotyp molekularny. 

 

Badania zostağy zrealizowane w ramach projektu MILESTONE (STRATEGMED II/267398/4/NCBR/2015) 

finansowanego przez Narodowe Centrum BadaŒ i Rozwoju oraz w ramach projektu BiTIMS 

(2015/19/B/ST6/01736) finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki. 
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High-grade gliomas are highly vascular tumors. Therefore, new treatment options 

targeting glioma vasculature are being searched. The research progress in this field depends 

substantially on the development of non-invasive or minimally invasive imaging methods 

allowing in vivo evaluation of the effects of therapeutic interventions. MRI technique offering 

several contrast mechanisms is well suited for multiparametric characterization of cancer 

tissue. The purpose of this work was to evaluate the role of multiparametric MRI technique in 

monitoring of antivascular glioma response.  

The murine GL261 model was used in this work. Approximately 2-3 weeks after 

implantation  of tumor cells mice were treated with a single dose of DMXAA (25 mg/kg, 

i.p.). DMXAA was chosen as a model agent inducing vascular shutdown in many cancer 

types in mouse models.  

MRI experiments were performed on a 9.4 T vertical 89-mm-bore magnets (Bruker 

BioSpin, Rheinstetten, Germany) with a Bruker Micro2.5 gradient system and a 

transmit/receive birdcage radio frequency coil with an inner diameter of 30 mm. During data 

acquisition, animals were anesthetized with 2-3% sevoflurane. Body temperature and 

respiration rate were monitored using ECG/respiratory unit. Tumor response to therapy was 

evaluated by serial MRI examinations: before therapy, 24h and 72h after treatment. Besides 

tumor volume calculation based on morphological T1 and T2 weighted sequences, the MRI 

measurement protocol enables tumor treatment response characterization in terms of: 

- contrast enhancement curves (obtained using contrast enhanced dynamic T1-weighted 

imaging) reflecting tumor vasculature, tissue perfusion, vessel permeability, and the volume 

of the extracellular extravascular space, 

- quantitative T2 maps (obtained using multislice multiecho sequence), 

- apparent diffusion coefficient (obtained using diffusion weighted imaging) describing the 

rate of water self-diffusion in tissues, providing information on tissue cellularity, extracellular 

space tortuosity, and the integrity of cellular membranes. 

Since morphological changes are temporally downstream effects of complex vascular 

and cellular changes which may not be well summarized by a single physiological parameter 

our approach provides a valuable insight into drug action mechanism in vivo. 

 

This work was supported by internal grant funded by Maria Skğodowska ï Curie Memorial Cancer Center and 

Institute of Oncology, SN/GW22/2017.   
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The aim of this study: The purpose of the work is to use the method  Seed Corelation 

Analysis (SCA) in  Resting-state Functional MRI (rsFMRI) for cerebellum and optimalization 

in DPARSF toolbox ( ang. Data Processing Assistant for Resting-State fMRI). 

Data - BOLD fMRI was acquired with a Siemens Magnetom Skyra 3-Tesla scanner using a 

whole – brain, gradient-echo echo planar sequence with a 32-channel head coil.  We used data 

from 20 tinnitus patients. The functional images were obtained using an EPI sequence with 

the following parameters: TR/TE=2000/35ms, voxel resolution==3x3x3 mm, 30 axial slices, 

thickness = 3mm. In addition, a T1-weighted sagittal three-dimensional magnetization-

prepared rapid gradient echo(MPRAGE) sequence was acquired, covering the entire brain : 

192 slice, TR=2300 ms, TE= 2.11 ms, slice thickness = 0.94 mm and in-plane resolution 

0.9x0.9x0.9mm. Pre-processing -  The functional and anatomical image manual 

corregistration were performed using SPM8 (Statistical Parametric Mapping) [Penny et al., 

2000] toolbox under MATLAB R2014b software.  Next data were processed by using Data 

Processing Assistant for Resting-State fMRI (DPARSF) basic edition. Performed smoothing 

for all data with 3mm, 5mm and 8mm FWHM Gaussian kernel. The linear trend were 

removed and then temporally band-pass (0.01 Hz-0.08 Hz) filtering was used. In addition we 

used different value of frequencies : 0.01-0.04, 0.04-0.08, 0.08-0.12 and 0.1-0.2. 

Results:  We used 12 pair of ROIs in cerebellum.  Based on the connectivity matrix, 

maximum correlation values of 2 arbitrarily selected ROIs were found. For example, for pairs 

(ROIs) from ROI in lat. Cerebellum (coordinate: 21, -64, -22) and med. Cerebellum 

(coordinate: -16, -64, -21) for FWHM 5, ALFF 0.01-0.08 and sphere of radius 8 mm we 

obtained the higher correlation(0.6). Zaobserwowano, że zmiana jednego parametru w 

analizie DPASRF powoduje wyraźne zmiany w wartościach korelacji. It was observed that 

the change of one parameter in the DPASRF analysis causes a clear change in the correlation 

values. 

Conclusion: Analysis in DPARSF toolbox show that  highest correlation offunctional 

connectivity FC in  studies area cerebellum  can be found for ALFF 0.01-0.04, spherical 

interest areas (ROIs) with that  radius of 8mm and smoothing 8mm.  It should be noted that 

for pair of ROIs with r=3mm and r=4mm the same values of FC in the all performed analysis 

were obtained. 
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 7 ÏÂÅÃÎÙÃÈ ÃÚÁÓÁÃÈ ÉÓÔÎÉÅÊÅ ×ÉÅÌÅ ÍÅÔÏÄ ÐÏÚ×ÁÌÁÊäÃÙÃÈ ÎÁ ÄÉÁÇÎÏÚÏ×ÁÎÉÅ ÚÍÉÁÎ 

ÎÏ×ÏÔ×ÏÒÏ×ÙÃÈȢ ,ÅËÁÒÚÅ ÏÒÁÚ ÎÁÕËÏ×ÃÙ ÄÏÂÉÅÒÁÊä ÏÐÔÙÍÁÌÎä ÍÅÔÏÄö × ÚÁÌÅŀÎÏĢÃÉ ÏÄ 

ÒÏÄÚÁÊÕ ÄÉÁÇÎÏÚÏ×ÁÎÅÊ ÔËÁÎËÉȢ 7ÉöËÓÚÏĢç ÐÏ×ÓÚÅÃÈÎÉÅ ÓÔÏÓÏ×ÁÎÙÃÈ ÔÅÃÈÎÉË 

ÄÉÁÇÎÏÓÔÙÃÚÎÙÃÈ ÍÁ ÃÈÁÒÁËÔÅÒ ÉÎ×ÁÚÙÊÎÙȟ Ú ÔÅÇÏ ×ÚÇÌöÄÕ ĢÒÏÄÏ×ÉÓËÁ ÂÁÄÁ×ÃÚÅ ËčÁÄä 

ÄÕŀÙ ÎÁÃÉÓË ÎÁ ÐÏÓÚÕËÉ×ÁÎÉÅ ÎÉÅÉÎ×ÁÚÙÊÎÙÃÈ ÍÅÔÏÄ ×ÃÚÅÓÎÅÊ ÄÉÁÇÎÏÓÔÙËÉ ÎÏ×ÏÔ×ÏÒĕ×Ȣ 

0ÏÐÒÚÅÚ ÏĢ×ÉÅÔÌÅÎÉÅ ÂÁÄÁÎÅÊ ÔËÁÎËÉ ÏÄÐÏ×ÉÅÄÎÉÍ ÚÁËÒÅÓÅÍ Ģ×ÉÁÔčÁ ×ÉÄÚÉÁÌÎÅÇÏȟ 

ÍÏŀÌÉ×ÙÍ ÊÅÓÔ ÐÏÂÕÄÚÅÎÉÅ ÊÅÊ ÄÏ ÁÕÔÏÌÕÍÉÎÅÓÃÅÎÃÊÉȢ :ÊÁ×ÉÓËÏ ÔÏ ÂÁÚÕÊÅ ÎÁ ÐÏÂÕÄÚÅÎÉÕ 

ÎÁÔÕÒÁÌÎÉÅ ×ÙÓÔöÐÕÊäÃÙÃÈ ÆÏÔÏÕÃÚÕÌÁÃÚÙ × ÈÅÍÁÔÏËÒÙÃÉÅȟ ÍȢ ÉÎȢ ÐÏÃÈÏÄÎÙÃÈ 

hematoporfiryn (HpD). Poziomy HpD w tkankaÃÈ ÎÏ×ÏÔ×ÏÒÏ×ÙÃÈ Óä ×ÙŀÓÚÅ ÎÉŀ × 

ÔËÁÎËÁÃÈ ÚÄÒÏ×ÙÃÈȟ ÐÏÎÉÅ×Áŀ ÕÓÉÅÃÉÏ×ÉÅÎÉÅ ÎÁÃÚÙď ËÒ×ÉÏÎÏĢÎÙÃÈ × ÏÂÓÚÁÒÚÅ 

ÎÏ×ÏÔ×ÏÒÏ×ÙÍ ÓÉÌÎÉÅ ÒÏÚÂÕÄÏ×ÁÎÅȢ :×ÉöËÓÚÏÎÙ ÐÏÚÉÏÍ (Ð$ ×ÙÒÁľÎÉÅ ÒĕŀÎÉÃÕÊÅ 

ÔËÁÎËÉ ÎÏ×ÏÔ×ÏÒÏ×Å ÏÄ ÚÄÒÏ×ÙÃÈ ÔËÁÎÅËȟ ÚÅ ×ÚÇÌöÄÕ ÎÁ ÒĕŀÎÉÃÅ × ×ÉÄÍÁÃÈ 

luminÅÓÃÅÎÃÊÉȢ !ÎÁÌÉÚÁ ÓÐÅËÔÒÁÌÎÁ ×ÙËÁÚÕÊÅȟ ŀÅ ÔËÁÎËÁ ÇÕÚÁ ÐÒÚÙ ×ÚÂÕÄÚÅÎÉÕ Ģ×ÉÁÔčÅÍ 

56 ɉʇ Ѐ τπυ ÎÍɊȟ ÄÁÊÅ ÓÐÅÃÙÆÉÃÚÎÅ ÐÉËÉ ÅÍÉÔÏ×ÁÎÅÇÏ ×ÉÄÍÁ × ÉÎÎÙÍ ÚÁËÒÅÓÉÅ Ģ×ÉÁÔčÁ 

×ÉÄÚÉÁÌÎÅÇÏ ɉφςπ ÄÏ φψπ ÎÍɊ ÎÉŀ ÚÄÒÏ×Å ÔËÁÎËÉ ɉÏÄ υππ ÄÏ υυπ ÎÍɊȢ  

 W niniejszej pracy przedstawiono projekt optycznego systemu diagnostycznego 

ÄÏ ×ÙËÒÙ×ÁÎÉÁ ÚÍÉÁÎ ÎÏ×ÏÔ×ÏÒÏ×ÙÃÈ ÓËĕÒÙȢ 0ÏÐÒÚÅÚ ÚÁÓÔÏÓÏ×ÁÎÉÅ ÓÙÓÔÅÍÕ ÁË×ÉÚÙÃÊÉ 

ÄÁÎÙÃÈ × ÃÚÁÓÉÅ ÒÚÅÃÚÙ×ÉÓÔÙÍȟ Ú ×ÙËÏÒÚÙÓÔÁÎÉÅÍ ĢÒÏÄÏ×ÉÓËÁ ,ÁÂ6ÉÅ×ȟ ÍÏŀÌÉ×Å ÊÅÓÔ 

obrazowanie zmian nowotworowych w oparciu o anaÌÉÚö ÓÐÅËÔÒÏÓËÏÐÉÉ 

ÌÕÍÉÎÅÓÃÅÎÃÙÊÎÅÊ ÔËÁÎÅËȢ $ÚÉöËÉ ÁÎÁÌÉÚÉÅ ÐÏÒĕ×ÎÁ×ÃÚÅÊȟ ÍÏŀÎÁ Ú×ÉöËÓÚÙç 

×ÙËÒÙ×ÁÌÎÏĢç ÔËÁÎÅË ÎÏ×ÏÔ×ÏÒÏ×ÙÃÈȢ 0ÒÏÐÏÎÏ×ÁÎÁ ÍÅÔÏÄÁ É ÄÁÎÅ ×ÉÄÍÁ 

ÌÕÍÉÎÅÓÃÅÎÃÊÉ ÐÏËÁÚÕÊäȟ ŀÅ ÔÅÎ ÓÙÓÔÅÍ ÍÏŀÅ ÂÙç ÓÔÏÓÏ×ÁÎÙ ÊÁËÏ ÊÅÄÎÏ Ú ËÒÙÔÅÒÉĕ× 

diagnostyki nowotwoÒĕ× ÓËĕÒÙȢ 
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Wpływ stochastycznego przełączania genów na farmakodynamikę pewnych 

leków 

 
Krzysztof Puszyński
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SESJA 2 – Biologia molekularna 
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Ekspresja i wewnątrzkomórkowa lokalizacja białka opiekuńczego HSPA2 

w gwiaździakach 

 

Agnieszka Gogler-Pigłowska, Anita Strączyńska-Niemiec, Damian Sojka, Mykola Chekan, 

Urszula Bojko, Dorota Ścieglińska 

 

Centrum Badań Translacyjnych i Biologii Molekularnej Nowotworów, Centrum Onkologii-Instytut im. M. 

Skłodowskiej-Curie, Oddział w Gliwicach 

 

Gwiaździaki to nowotwory neuroepitelialne ośrodkowego układu nerwowego 

wywodzące się z gleju gwiaździstego. Glejak wielopostaciowy (GBM, ang. glioblastoma 

multiforme) stanowi 10–18% guzów wewnątrzczaszkowych oraz 50–60% gwiaździaków. 

Przypisuje się mu najwyższy, IV stopień złośliwości według klasyfikacji Światowej 

Organizacji Zdrowia (WHO, World Health Organization). GBM cechuje się szczególnie 

wysoką inwazyjnością oraz zdolnością do szybkiej wznowy. Rokowanie w GBM jest skrajnie 

niepomyślne; niezależnie od stosowania optymalnego, zgodnego z aktualnym stanem wiedzy 

leczenia mediana przeżycia pacjentów wynosi 12 miesięcy.  

Białka szoku cieplnego (HSP, ang. Heat Shock Proteins) są nazywane molekularnymi 

opiekunkami. Ich podstawową funkcją w komórce jest regulowanie homeostazy białkowej 

(proteostazy) w warunkach fizjologicznych oraz stresowych. Uczestniczą w prawidłowym 

fałdowaniu białek, rozfałdowują nieprawidłowo zwinięte białka oraz kierują uszkodzone 

proteiny do degradacji.  W wielu typach ludzkich nowotworów geny HSP ulegają nadmiernej 

ekspresji co stanowi niekorzystny czynnik rokowniczy, gdyż białka kodowane przez te geny 

sprzyjają zjawisku progresji. Ekspresję i funkcje białka opiekuńczego HSPA2, najsłabiej 

scharakteryzowanego przedstawiciela rodziny HSPA (HSP70), przez lata wiązano z regulacją 

procesu spermatogenezy oraz płodnością mężczyzn. Badania in vitro nad rolą HSPA2 w 

komórkach nowotworów złośliwych pochodzenia nabłonkowego ujawniły jego rolę w 

utrzymywaniu fenotypu anaplastycznego i inwazyjnego. Rola HSPA2 w biologii 

gwiaździaków jest nieznana. W naszych badaniach prowadzonych z użyciem komercyjnie 

dostępnych macierzy tkankowych wykazaliśmy, że wraz ze wzrostem stopnia złośliwości 

histologicznej glejaków, zwiększeniu ulega poziom HSPA2 w guzie. Podwyższeniu poziomu 

HSPA2 towarzyszy zmiana lokalizacji komórkowej białka w odniesieniu do prawidłowej 

tkanki mózgowej. W prawidłowym mózgu białko HSPA2 jest obecne w dojrzałych 

oligodendrocytach. W gwiaździakach HSPA2 jest zlokalizowane w anaplastycznych 

astrocytach (GFAP+) oraz w komórkach okołośródbłonkowych nowotworowych naczyń 

krwionośnych (CD31-/αSMA+). Mając na uwadze fakt, iż rokowania pacjentów chorych na 

glejaka wielopostaciowego są skrajnie niekorzystne 

a główną przyczynę szybkiego wzrostu nowotworu oraz niepowodzeń w leczeniu upatruje się 

w wysokim potencjale proliferacyjnym i inwazyjnym komórek nowotworowych, nasze 

przyszłe badanie nakierowane będą na wyjaśnienie, czy i w jaki sposób białko HSPA2 

moduluje fenotyp oraz wpływa na wzrost i inwazyjność komórek glejaka wielopostaciowego. 

Znaczna śmiertelność wśród pacjentów chorujących na GBM powodowana jest 

szybką progresją nowotworu. Istnieje zatem realna potrzeba poszerzania wiedzy o 

mechanizmach molekularnych sterujących wzrostem oraz zdolnością komórek GBM do 
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naciekania odległych od ogniska pierwotnego struktur mózgowia. Badania nad wyjaśnieniem 

roli białka HSPA2 w patobiologii GBM wzbogacą wiedzę dotyczącą nowotworów 

neuroepitelialnych a ich wyniki  mogą umożliwić opracowanie w przyszłości nowych 

skutecznych strategii terapeutycznych. 

 

Praca powstağa w wyniku realizacji projekt·w badawczych o nr 2013/09/B/NZ5/01815 oraz 

2017/01/X/NZ3/01753 finansowanych ze Ŝrodk·w Narodowego Centrum Nauki  
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Analiza wpływu inhibicji proteasomu na ekspresję i agregację białek 

HSPA2 oraz p53 

 

Damian Sojka
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1
,
 
Agnieszka Gogler-Pigłowska
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, Zdzisław Krawczyk

1
, 

Krystyna Klyszcz
1
, Dorota Ścieglińska
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1
Centrum Badań Translacyjnych i Biologii Molekularnej Nowotworów, Centrum Onkologii – Instytut im. M. 

Skłodowskiej – Curie, Oddział w Gliwicach 

 

Białko p53, jeden z najważniejszych czynników supresorowych, kontroluje szlaki 

sygnałowe związane z proliferacją, starzeniem oraz indukcją apoptozy. Warianty zmutowane 

p53 (mut-p53) tracą aktywność supresorową, a nawet mogą promować proces nowotworowy. 

Występowanie mut-p53 w komórkach nowotworowych jest częste, gdyż jest znajdowane 

średnio w połowie przypadków różnych typów nowotworów. Uważa się, że funkcje 

zmutowanych wariantów p53 są podtrzymywane przez białka opiekuńcze, w tym przez białka 

szoku termicznego HSP (ang. Heat Shock Protein), które odpowiadają za utrzymanie 

proteostazy komórek w warunkach fizjologicznych oraz stresowych. Białko HSPA2 jest 

jednym ze słabiej poznanych przedstawicieli rodziny HSPA (HSP70), grupującej białka 

opiekuńcze o właściwościach cytoprotekcyjnych. Nasze wyniki wskazują, że HSPA2 jest 

występuje w wielu typach nowotworów. Jak wykazaliśmy obecność HSPA2 jest częsta w 

guzach niedrobnokomórkowego raka płuca (NDRP), a jego wysoki poziom koreluje 

negatywnie z czasem przeżycia pacjentów. Nieliczne doniesienia literaturowe sugerują, że ma 

ono wpływ na wzrost i proliferację różnych typów komórek nowotworowych.  

Sądzimy, że pomiędzy zmutowanymi formami białka p53, a białkiem HSPA2 istnieje 

pętla sprzężenia zwrotnego, która wpływa na poziom i aktywność obu białek w komórkach 

nowotworowych. Zakładamy, że onkogenne warianty mut-p53 są substratami białka HSPA2, 

a obecność zmutowanej formy p53 w komórkach nowotworowych gwarantuje odpowiedni 

poziom białka HSPA2. W celu weryfikacji naszych założeń zastosowaliśmy inhibitory 

proteasomu, których działanie może skutkować agregacją form mut-p53 lub ich degradacją. 

Białko HSPA2, jako białko uczestniczące w regulacji stabilności mut-p53 (np. tworząc razem 

z nim kompleks) powinno wykazywać podobną do form mut-p53 odpowiedź na stosowane 

inhibitory. 

Wykazaliśmy, że: (1) w komórkach NDRP, po zastosowaniu inhibitorów, następował 

jednoczesny spadek poziomów białek HSPA2 oraz mut-p53, co potwierdzałoby powyższe 

założenia o ich wzajemnej zależności i/lub tworzeniu się kompleksów mut-p53-HSPA2. 

Zmniejszenie poziomów białek mogło być spowodowane kierowaniem ich do agresomu lub 

ewentualną degradacją. Co istotne, (2) białko HSPA2 ze znacznikiem fluorescencyjnym 

wykazywało zmniejszoną tendencję do degradacji (lub agregacji, w przeciwieństwie do formy 

natywnej), co może świadczyć o kluczowym znaczeniu konformacji HSPA2 dla tego procesu. 

Ponadto zauważyliśmy, że (3) w komórkach somatycznych traktowanych inhibitorem 

proteasomu białko HSPA2 tworzy specyficzną inkluzję, prawdopobnie agresom. 

Podsumowując, uważamy, że białko HSPA2 może obniżać poziom mut-p53 np. 

tworząc z nim kompleks i gromadząc go w agresomie, jednak niezbędne są dalsze analizy 

tego procesu. 
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Praca powstağa w wyniku realizacji projektu badawczego o nr 2016/21/N/NZ5/01917 finansowanego  ze 

Ŝrodk·w Narodowego Centrum Nauki. 
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Supresor procesu nowotworowego białko p53, a procesy 

neurodegeneracyjne 

 

Barbara Łasut
1
, Agnieszka Gdowicz-Kłosok

1
 , Małgorzata Krześniak
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, Artur Zajkowicz

1
 i 

Marek Rusin
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1
Centrum Badań Translacyjnych i Biologii Molekularnej Nowotworów, Centrum Onkologii, Instytut im. Marii 

Skłodowskiej-Curie, Oddział Gliwice, 44-101 Gliwice, ul. Wybrzeże Armii Krajowej 15, Polska 

Białko p53 kontroluje wiele podstawowych procesów przebiegających zarówno w 

zdrowej jak i zmienionej patologicznie komórce. W ostatnich latach p53 zostało 

scharakteryzowane również pod kątem wpływu na choroby neurodegeneracyjne oraz 

plastyczność synaptyczną, natomiast nie został w pełni poznany dokładny mechanizm 

wpływu p53 na skłonność do poszczególnych chorób związanych z układem nerwowym. W 

przypadku najczęściej występującej choroby w tej grupie - choroby Alzheimera, jedną z teorii 

tłumaczących patogenezę są zaburzenia układu immunologicznego.  

Zaobserwowaliśmy, że zastosowanie dwóch substancji aktynomycyny D i nutliny 3-a, 

powoduje stymulacje p53, a w konsekwencji prowadzi do synergistycznego wzrostu ekspresji 

wielu genów zależnych od p53 w różnych liniach komórek nowotworowych. Wśród 

uzyskanych danych z analizy sekwencjonowania transkryptomu (RNA-seq) otrzymaliśmy 

znaczącą aktywację takich genów jak TREM-2 i NR4A, związanych z funkcjonowaniem 

mikrogleju oraz wpływających m.in. na rozwój chorób neurodegeneracyjnych. 

TREM-2 jest klasyfikowany jako receptor powierzchniowy, którego ekspresje 

obserwuje się głównie na komórkach układu immunologicznego, natomiast NR4A to jądrowy 

receptor o nieznanym ligandzie wykazujący działanie neuroprotekcyjne. 

W przeprowadzonym eksperymencie nowotworowe linie komórkowe były 

traktowane aktynomycyną D oraz nutliną-3a. Ilość białek kodowanych przez szlak TREM-2 

została analizowana  z wykorzystaniem elektroforezy z immunodetekcją na błonie (ang. 

Western-blotting), natomiast zmiany ekspresji genów zidentyfikowano metodą ilościowej  

reakcji RT-PCR. W celu potwierdzenia hipotezy został sklonowany region regulujący geny 

szlaku TREM-2 z potencjalnym miejscem wiązania p53  w wektorze pGL3-Basic. Dodatkowo 

zmutowaliśmy przypuszczalne miejsce wiązania p53 stosując ukierunkowany miejscowo 

system mutagenezy in vitro. Posiadamy również wstępne wyniki dotyczące regulacji genu 

NR4A przez białko p53. 

Potwierdziliśmy naszą hipotezę zgodnie z którą p53 wpływa na indukcję TREM-2 i 

innych elementów tego szlaku po ekspozycji na działanie aktynomycyny D i nutliny-3a. 

Nasze badania definiują nowy związek pomiędzy szlakiem p53 oraz chorobami 

neurodegeneracyjnymi, wymagający dalszych analiz, mogących rzucić światło na genezę 

choroby Alzheimera. 

 

Praca powstağa w wyniku grant·w nr. 2013/11/B/NZ5/03190 MR i 2014/15/D/NZ5/03410 AG-K finansowanych 

przez Narodowe Centrum Nauki, Polska (NCN). 
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Identyfikacja metodami genomiki integracyjnej nowych genów potencjalnie 

współregulowanych przez NF-κB i p53 
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Odpowiedź komórkowa na promieniowanie jonizujące obejmuje aktywację szlaków 

zależnych od p53 oraz aktywację atypowego szlaku NF-κB. Mechanizmy komunikacji 

między tymi dwiema ścieżkami transkrypcyjnymi obejmują (współ)regulację „wspólnych”  

genów. Celem pracy była identyfikacja nowych genów potencjalnie (współ)regulowanych 

przez p53 i NF-κB przy użyciu wysokoprzepustowych badań genomicznych w ludzkich 

komórkach kostniakomięsaka (osteosarcoma) U2-OS napromienionych wysoką dawką  

(4 i 10 Gy).  

Ekspresję wywołaną promieniowaniem w komórkach z wyciszonym TP53 lub RELA 

(kodującym podjednostki p65 NF-κB) analizowano za pomocą RNA-Seq, podczas gdy 

indukowane przez promieniowanie wiązanie p53 i RelA (p65) w przypuszczalnych regionach 

regulatorowych analizowano za pomocą ChIP-Seq, następnie wybrani geny weryfikowano 

metodą qPCR.  

Zidentyfikowaliśmy podgrupę genów modulowanych promieniowaniem, na których 

ekspresję wpłynęło wyciszanie zarówno TP53, jak i RELA, oraz podgrupę genów, w których 

stymulacja promieniowaniem powodowała wiązanie się zarówno p53, jak i RelA. 

Rywalizacja o te same koaktywatory transkrypcyjne p53 i NF-κB była najbardziej 

prawdopodobnym mechanizmem często występującego antagonistycznego efektu wyciszania 

TP53 i RELA. Jednakże ten typ regulacji odnotowano dla 3 genów, w których 

zaobserwowano indukowane przez promieniowanie wiązanie zarówno p53, jak i RelA, są to: 

IL4I1, SERPINE1 i CDKN1A. Sugerowało to możliwość bezpośredniej antagonistycznej 

(współ)regulacji przez oba czynniki: aktywację przez NF-κB i hamowanie przez p53 IL4I1 

oraz aktywację przez p53 i hamowanie przez NF-κB CDKN1A i SERPINE1. Z drugiej strony, 

indukowane przez promieniowanie wiązanie zarówno p53 jak i RelA obserwowano w 

domniemanym regionie regulatorowym genu RRAD, którego ekspresja była obniżona 

zarówno przez wyciszanie TP53, jak i RELA, co sugerowało możliwość bezpośredniej 

(ko)aktywacji przez oba czynniki. 
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Udział ścieżki sygnałowej ERK1/2 w aktywacji czynnika transkrypcyjnego 
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Czynnik transkrypcyjny HSF1 (ang. Heat Shock Factor 1) jest głównym regulatorem 

ekspresji genów HSP (ang.heat shock proteins) w odpowiedzi na działanie podwyższonej 

temperatury. Poza tym wykazano, że HSF1 może wspierać transformację nowotworową, 

a także ułatwiać przetrwanie zmienionych nowotworowo komórek modulując ścieżki 

sygnałowe związane ze wzrostem i proliferacją komórek, apoptozą, metabolizmem oraz 

ruchliwością komórek. Mechanizm aktywacji i regulacji HSF1 w komórkach 

nowotworowych wciąż jest nie do końca wyjaśniony. 

Celem naszych badań jest poznanie mechanizmów molekularnych prowadzących do 

aktywacji HSF1 w komórkach nowotworowych piersi. Wykazaliśmy, że HSF1 jest 

aktywowany (fosforylacja w pozycji Ser326) przez estrogen (17β-estradiol, E2) w komórkach 

MCF7 charakteryzujących się ekspresją ERα (ang. estrogen receptor α), ale nie w liniach 

komórkowych nie wykazujących ekspresji ERα. Fosforylacja HSF1 w pozycji Ser326 

zachodzi również w komórkach MCF7 traktowanych agonistami ERα (PPT lub BPA), 

natomiast obniżenie ekspresji ERα za pomocą swoistych siRNA skutkuje zahamowaniem 

aktywacji HSF1 po traktowaniu E2. Stosując swoiste inhibitory ERK1/2 (U0126), PI3K (3-

metyloadenina i LY294002) i mTOR (rapamycyna) wykazaliśmy, że w fosforylację HSF1 

w wyniku działania E2 zaangażowane są ścieżki sygnałowe zależne od ERK oraz mTOR. 

HSF1 aktywowany przez E2 wiąże się z sekwencjami regulatorowymi niektórych genów 

indukując ich ekspresję (co potwierdziliśmy za pomocą immunoprecypitacji chromatyny oraz 

RT-qPCR). 

Podsumowując, E2 wpływa na wzrost fosforylacji HSF1 w  pozycji Ser326 w 

komórkach z ekspresją ERa poprzez aktywację ścieżki sygnałowej zależnej od ERK1/2, co 

skutkuje zmianami w ekspresji genów zależnych od HSF1. 

 

Praca finansowana ze Ŝrodk·w Narodowego Centrum Nauki, nr grant·w 2014/13/B/NZ7/02341, 

2015/17/B/NZ3/03760. 
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Czynnik transkrypcyjny HSF1 wspiera przejście nabłonkowo-

mezenchymalne komórek MCF10a 
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Czynnik transkrypcyjny HSF1 jest znany przede wszystkim z funkcji cytoprotekcyjnej. 

Regulując ekspresję białek HSP w odpowiedzi na stres proteotoksyczny ma wpływ na 

fałdowanie innych białek i chroni komórki przed apoptozą wywołaną działaniem stresu. Poza 

aktywacją ekspresji genów HSP, HSF1 może wpływać na ekspresję innych genów oraz 

poprzez oddziaływania z innymi białkami uczestniczyć w różnych procesach komórkowych, 

np. remodelowaniu chromatyny, poliadenylacji, transporcie mRNA do cytoplazmy. Nie do 

końca poznane mechanizmy zależne od HSF1 mogą mieć również wpływ na powstanie 

fenotypu nowotworowego, wzrost i przeżywalność komórek nowotworowych.  

Zaobserwowaliśmy, że nienowotworowe lub wywodzące się z nowotworów piersi linie 

komórkowe (MCF10a, MCF12a, MCF7, SKBR3, MDA-MB 468 i BT549) charakteryzują się 

zróżnicowanym poziomem ekspresji HSF1. Komórki te różnią się również zdolnością do 

wzrostu w hodowlach trójwymiarowych w matriżelu oraz ekspresją białek związanych 

z przejściem nabłonkowo-mezenchymalnym (E-kadheryna, wimentyna). Celem naszej pracy 

było sprawdzenie, czy HSF1 może przyczyniać się do nabywania cech komórek 

mezenchymalnych. Wykorzystaliśmy nietumorogenną linię komórkową MCF10a, 

wywodzącą się od pacjentki chorej na mastopatię. Komórki te wykazują ekspresję  E-

kadheryny (markera komórek epitelialnych) oraz ekspresję markerów charakterystycznych 

dla komórek  nabłonka gruczołowego o fenotypie bazalnym  (CD10, CK14) i luminalnym 

(CK8). Komórki te zmodyfikowaliśmy stabilnie obniżając (za pomocą shRNA) bądź 

zwiększając poziom ekspresji HSF1 (za pomocą systemu lentiwirusowego). Badając 

ekspresję białek związanych z przejściem nabłonkowo-mezenchymalnym zaobserwowaliśmy, 

że nadekspresja HSF1 koreluje z obniżeniem ekspresji E-kadheryny, oraz zwiększeniem 

ekspresji wimentyny i Slug (białek markerowych komórek mezenchymalnych). Zmniejszenie 

ekspresji  HSF1 obniżało zdolność komórek MCF10a do tworzenia struktur przestrzennych 

w warunkach 3D. Natomiast komórki ze zwiększoną ekspresją HSF1 tworzyły mniej 

zróżnicowane struktury pęcherzykowe w matriżelu, złożone z kilku warstw komórkowych 

i zmniejszoną boczną lokalizacją E-kadheryny. Obserwując ruch komórek w mikroskopie 

przyżyciowym stwierdziliśmy, że w odróżnieniu od komórek typu dzikiego, które dążą do 

agregacji i pozostają w kontakcie, komórki ze zwiększoną ekspresją HSF1 nie utrzymują 

trwałych oddziaływań komórka-komórka.  

Uzyskane wyniki sugerują, że HSF1 może wspierać przejście komórek nabłonkowych 

piersi do fenotypu mezenchymalnego ułatwiającego tworzenie przerzutów w nowotworach.   

 

Praca finansowana ze Ŝrodk·w Narodowego Centrum Nauki, nr grant·w 2014/13/B/NZ7/02341, 

2015/17/B/NZ3/03760. 
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Infection with human papilloma virus (HPV) is an important pathological factor in of 

head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC). Two categories of HNSCC can be 

distinguished in terms of HPV status: HPV(+) and HPV(-) HNSCCs differ from each other in 

respect to their biology and response to therapy. Exosomes are produced by all living cells 

and mediated intercellular communication. Their protein profiles resemble those of parental 

cells. Exosomes interact with and reprogram functions of human immune cells. The aim of 

this study was to examine protein profiles of tumor cell-derived exosomes by mass 

spectrometry for the presence of proteins which could interact with immune cells and 

modulate their functions. 

We studied the protein profiles of exosomes released by cells of three HNSCC 

HPV(+) cell lines: SCC-2, SCC-47, SCC-90 and two HNSCC HPV(-) cell lines: PCI-13 and 

PCI-30. Exosomes were isolated from tumor cell supernatants by min-size exclusion 

chromatography (mini-SEC). The isolated exosomes were assessed for: (i) morphology and 

size by transmission electron microscopy (TEM); (ii) number of vesicles by q-Nano; and (iii) 

the protein content. Molecular profiles were determined using the high-resolution tandem 

mass spectrometry  

(LC-MS/MS) technique. The results were confirmed using the on-bead flow cytometry 

technique. 

Exosomes originating from HPV(+) and HPV(-) cancer cells had the same size (30-

150nm) and morphology. However, only HPV(+) exosomes contained the following proteins: 

E6/E7, Rb and survivin, while HPV(-) exosomes were negative for cyclin D1 and had low 

levels of p53. Application of high-resolution mass spectrometry enabled the detection of 

CD47 and CD276 receptor proteins detected only in exosomes originating from HPV(+) cells. 

As both these proteins play key roles in exosome interactions with immune cells, the 

data suggest that HPV(+) cancers modulate the host immune system differently than  

HPV(-) cancers. 

 

The research was financed in part by the Polish National Science Centre project no. 2013/11/B/NZ7/01512. 
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Wstęp. Właściwości biologiczne egzosomów w kontekście rozwoju i progresji raka są 

przedmiotem licznych badań naukowych. Egzosomy można izolować z różnego rodzaju 

materiału biologicznego, np. krew i jej pochodne, mocz, ślina, płyn mózgowo-rdzeniowy, a 

także z pożywki hodowlanej różnych linii komórkowych. Ważną kwestią w prowadzeniu 

badań nad egzosomami jest ich izolacja z materiału badawczego. Techniki izolacji i 

oczyszczania egosomów są podstawą dobrego przygotowania próbki do analiz spektrometrii 

mas. Technika Mini-SEC oddziela składniki roztworu pod względem ich masy. Dlatego 

egzosomy zostają oczyszczone z białek pochodzących z materiału, z którego są izolowane. 

Metody. Zastosowaliśmy cztery warianty izolacji i dwa rodzaje materiału badawczego: (I) 

surowicę zdrowego dawcy i (II) pożywkę z hodowli komórkowej (linia komórkowa FaDu). 

Ponadto, jako kontrolę negatywną, użyto komercyjną wolną od egzosomów surowicę bydlęcą. 

Przygotowany materiał (surowica lub zatężone medium) został nałożony na kolumny i 

rozdzielony pod względem wielkości od składników o wysokiej i niskiej masie. Obecność 

egzosomów oceniano za pomocą analizy Western blot.  

Wyniki. W frakcjonowanych preparatach mini-SEC wykryliśmy obecność egzosomów przy 

użyciu powszechnych markerów egzosomalnych (CD63 CD81). Jednocześnie wykazaliśmy, 

że nie wszystkie markery egzosomalne (CD9, TSG101) sprawdzają się w ocenie obecności 

egzosomów oczyszczonych techniką mini-SEC. Ustaliliśmy także, że niektóre białka obecne 

w bazach danych (np. ExoCarta) pochodzenia egzosomalnego pochodzą w rzeczywistości z 

materiału, z którego wyizolowano egzosomy. 

Podsumowanie. Zastosowanie techniki mini-SEC usunęło kontaminację wysokimi ilościami 

białek obecnych w próbce (surowicy, osocza lub pożywce do hodowli komórek), a także 

zwiększyło liczbę identyfikacji białek egzosomalnych w próbce.  

 

 

Praca ta byğa wspierana przez Narodowe Centrum Nauki, w ramach realizacji projektu. NCN 

2013/11/B/NZ7/01512 oraz 2016/22/M/NZ5/00667. 
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System CRISPR/Cas9 służy do wprowadzania zmian w sekwencji nukleotydowej 

DNA. Wykorzystuje się go głównie do wyłączania funkcji badanego genu przez jego 

usunięcie lub zmutowanie. Można również wprowadzać nowe sekwencje do genomu. Istnieje 

szereg produktów do pracy w systemie CRISPR/Cas9 dostępnych komercyjnie. Oferują one 

uzyskiwanie zmodyfikowanych linii metodą selekcji klonów po transfekcji komórek, bądź 

umożliwiają zachowanie heterogenności nowo uzyskanej linii komórkowej poprzez 

wprowadzanie cząsteczek modyfikujących DNA (sgRNA, nukleaza Cas9) w genomie 

lentiwirusowym. Istnieje szeroki wybór sgRNA dedykowanych do prawie każdego egzonu 

niemal wszystkich genów. Natomiast do modyfikacji sekwencji pozaegzonowych badacz 

musi zaprojektować sgRNA na własny użytek. 

W naszych pracach zastosowaliśmy produkty CRISPR/Cas9 do edycji genomu trzech 

różnych firm. Celem było uzyskanie modelu badawczego z usuniętym genem HSF1 (ang. 

Heat Shock Factor 1) w liniach MCF10a, MCF12a i MCF7 oraz usunięcie proapoptotycznego 

genu Pmaip1 w linii HECa10. Naszym celem były również intronowe sekwencje 

regulatorowe genu Pmaip1 w liniach HECa10, 1205Lu i HCT116. Ze względu na niską 

wydajność transfekcji linii MCF10 i MCF12 nie uzyskaliśmy nokautu HSF1. Natomiast 

wydajność w linii MCF7 wynosiła 2,5% (2 klony na 80 pozyskanych z pojedynczych 

komórek; częściowe obniżenie ekspresji – w 6 klonach = 7,5%). Funkcja genu Pmaip1 w linii 

HECa10 została usunięta w 24% uzyskanych klonów (24 na 100 klonów). Natomiast próby 

usunięcia sekwencji regulatorowej HSE w intronie genu Pmaip1 w linii HECa10 pozwoliły 

na uzyskanie hemidelecji (tylko jeden z alleli był uszkodzony) w 5 klonach na 30 uzyskanych 

(16%).  

Ponad trzyletnie doświadczenie w pracy systemem CRISPR/Cas9 pozwala nam 

stwierdzić, iż tylko produkty jednej z trzech firm pozwoliły nam na skuteczne uzyskanie 

komórek z usuniętą funkcją wybranego genu. Dodatkowo system działa wydajniej 

w komórkach prawidłowych (posiadających zazwyczaj tylko 2 allele), niż w komórkach 

nowotworowych. Prawdopodobieństwo trwałego usunięcia funkcji genu jest tym większe, im 

więcej różnych cząsteczek sgRNA zastosujemy jednocześnie. Różne jest również spektrum 

powstałych zmian. Są to przeważnie mutacje punktowe lub niewielkie indele w miejscu 

nacięcia przez Cas9, delecje lub inwersje całych sekwencji pomiędzy dwoma punktami 

nacięcia przez Cas9. 

Jako podsumowanie chcielibyśmy przekazać kilka ogólnych zaleceń zwiększających 

prawdopodobieństwo sukcesu w uzyskiwaniu nokautów genowych metodą CRISPR/Cas9. 

Wydajność można zwiększyć przez użycie większej liczby sgRNA oraz wyizolowanie jak 

największej liczby potencjalnych klonów. Należy również brać pod uwagę ograniczenia 

wynikające z próby uzyskania linii komórkowej z pojedynczej komórki, co wiąże się z utratą 

heterogenności. Linie takie mogą nie nadawać do dalszych badań funkcjonalnych. 
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W ostatnich latach nastąpił wzrost zużycia leków przeciwnowotworowych, co 

spowodowało, że cytostatyki stały się jednym z największych potencjalnych zagrożeń 

środowiska. Występują one w wodach powierzchniowych, gruntowych, a nawet pitnych. 

Przejawiają działanie rakotwórcze, mutagenne, teratogenne, genotoksyczne 

i embriotoksyczne. Badania nad skutecznym eliminowaniem tych związków 

farmaceutycznych ze środowiska są więc koniecznością. Grzyby, które produkują nisko 

specyficzne enzymy, pozwalające na rozkład złożonych mieszanin zanieczyszczeń, wydają 

się być obiecującym narzędziem. Ponadto ich wcześniejszy kontakt z danym rodzajem 

ksenobiotyku, nie jest konieczny aby wytworzyć odpowiedni mechanizm enzymatyczny. 

Celem pracy było ustalenie tolerancji trzech szczepów grzybów na wybrane leki: 

bleomycynę i winkrystynę, w zależności od zawartości substancji odżywczych w pożywce. 

Wyselekcjonowano mikroorganizmy, wyizolowano czyste kultury i namnożono szczepy 

wielkoowocnikowych grzybów nadrzewnych: Deadaloepsis confragosa, Trametes versicolor 

i Phellinus igniarius. Ocena zdolności ich wzrostu w towarzystwie wybranych cytostatyków, 

była prowadzona poprzez umieszczenie 8 mm krążka grzybki na podłożach stałych: MEA 

(ang. Malt Extract Agar) i MSB (Mineral Salt Broth), które zawierały różne stężenia 

wybranych leków antynowotworowych. Próbki inkubowano przez 6 dni w temperaturze 

26°C. Tolerancja została wyrażona przez EC50 (połowa maksymalnego stężenia efektywnego; 

ang. half maximal effective concentration). 

Wyniki pokazały, że w przypadku bleomycyny wpływ składu pożywki jest 

niewielki i na obu podłożach EC50 wszystkich grzybów mieściło się w przedziale 1-10 mg/L. 

Znaczną rozpiętość wyników odnotowano natomiast dla podłoży z dodatkiem winkrystyny, 

gdzie EC50 Deadaloepsis confragosa na podłożu MEA wynosi >100 mg/L, a na MSB < 0,01 

mg/L. U pozostałych grzybów również zaobserwowano podobne różnice w tolerancji tego 

leku, co sugeruje znaczący wpływ substancji odżywczych wchodzących w skład podłoża na 

zdolność do wzrostu badanych szczepów w towarzystwie winkrystyny. 

 

Badania byğy prowadzone w ramach BKM-556/RIE8/2017. 
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SESJA 3 – Komórkowa odpowiedź na stres 
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Skóra jest narządem, który chroni organizm przed środowiskiem zewnętrznym, oraz 

zapewnia niezmienne warunki środowiska wewnętrznego. Naskórek, wierzchnia warstwa 

skóry, jest zbudowany z keratynocytów, komórek o wysokiej zdolności do proliferacji oraz 

różnicowania. Zachowanie równowagi pomiędzy proliferacją, a terminalnym różnicowaniem 

keratynocytów zapewnia utrzymanie integralności naskórka. Homeostazę naskórka utrzymuje 

aktywność wielu genów. Nasze wyniki wskazują, że jednym z nich jest gen HSPA2, kodujący 

słabo zbadane białko szoku termicznego należące do rodziny HSPA/HSP70, która grupuje 

białka opiekuńcze o właściwościach cytoprotekcyjnych. Ze względu na wysoką ekspresję 

genu HSPA2 w jądrach oraz różnego rodzaju nowotworach, badania nad białkiem HSPA2 

koncentrowały się dotychczas na wyjaśnianiu jego znaczenia dla płodności mężczyzn, oraz 

nabywaniu fenotypu złośliwego przez komórki nowotworowe. 

Wykrycie przez nas znacznych ilości białka HSPA2 w różnych nabłonkach 

wielowarstwowych dało początek nowemu kierunkowi badań. Szczególnie intrygującą 

lokalizację HSPA2 ujawniliśmy w skórze, w której białko obecne jest jedynie w 

keratynocytach warstwy podstawnej naskórka. Odmienne rozmieszczenie HSPA2 

obserwowaliśmy w zmianach skórnych pacjentów chorych na łuszczycę. W odróżnieniu od 

innych genów HSPA, ekspresja genu HSPA2 nie jest pobudzana przez wysoką temperaturę, 

natomiast wykazaliśmy, że jego aktywność jest kontrolowana przez czynnik transkrypcyjny 

indukowany hipoksją 1 (ang. Hypoxia-Inducible Factor 1; HIF-1). Czynnik HIF-1 odgrywa 

wielorakie role w skórze, jest ważny także dla funkcji naskórka. Wyniki naszych badaniach 

sugerują, że HSPA2 może kontrolować inicjację różnicowania keratynocytów. Sądzimy, że 

wpływ HSPA2 na komórki naskórka może wyrażać się poprzez jego zdolność, jako białka 

opiekuńczego, do modulowana aktywności innych białek o kluczowym znaczeniu dla 

proliferacji i różnicowania. Nasze wyniki wstępne sugerują, że HSPA2 może regulować 

stabilność i aktywność czynnika HIF-1. Zakładamy zatem, że wzajemne oddziaływania 

pomiędzy HSPA2 i HIF-1 są istotne dla utrzymania homeostazy naskórka.  

Głównym celem naszych dalszych badań jest uzyskanie wiedzy o roli HSPA2 w 

fizjologii oraz patofizjologii naskórka. Cel ten zamierzamy osiągnąć poprzez zbadanie 

wpływu HSPA2 na zdolność keratynocytów do różnicowania w modelu rekonstruowanego 

ludzkiego naskórka (RHE) in vitro, zidentyfikowanie białek oddziałujących z HSPA2 w 

keratynocytach oraz analizę ekspresji HSPA2 w skórze łuszczycowej i zbadanie wpływu 

stanu zapalnego na ekspresję HSPA2 w keratynocytach. Badania te przyczynią się do 

pogłębienia wiedzy o mechanizmach regulujących funkcjonowanie naskórka oraz lepszego 

zrozumienia przyczyn wielu chorób skóry, które stanowią poważny problem społeczny, gdyż 

obecnie w Polsce żyje około 5 mln osób z różnymi problemami dermatologicznymi.  
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Reaktywne formy tlenu (RFT) to cząsteczki, charakteryzujące się wysoką 

reaktywnością. W komórkach produkowane są w mitochondriach i uczestniczą w wielu 

procesach takich jak: wydzielanie hormonów, usuwanie leków z organizmu czy w 

funkcjonowaniu systemu obronnego. Zwiększenie produkcji RFT spowodowane jest stresem 

oksydacyjnym. Jednym z czynników wspomagających utrzymanie optymalnego poziom 

rodników są antyoksydanty, które wstrzymują lub opóźniają procesy utleniania w komórce. 

Glutation należy do najważniejszych przeciwutleniaczy, bierze on udział w procesie S-

glutationylacji, w wyniku której ochrania on resztę tiolową białek przed nieodwracalnym 

utlenieniem. W zdrowej komórce powinno znajdować się > 90% zredukowanej formy 

glutationu (GSH). 

Cel: zbadanie wpływu promieniowania UV na komórki nowotworowe (HCT116), czy 

wpływa ono poziom reaktywnych form tlenu (H2O2, O-2·) i azotu (NO) oraz glutationu 

całkowitego w komórce. Dodatkowo zbadano wpływ UV na ekspresję genów: syntazy tlenku 

azotu (NOS), oksydazy NADPH (NOX), Tioredoksyny (TRX), reduktazy tioredoksyny 

(TrxR), Peroksyredoksyny (PRX), peroksydazy glutationowej (GPX4) i reduktazy 

glutationowej (GSR). Kolejnym etapem było sprawdzenie korelacji pomiędzy poziomami 

reaktywnych form tlenu a ekspresją danych genów. 

Materiały i metody: komórki HCT116 poddawane były promieniowaniu UV o trzech 

różnych długościach (UVA, UVB i UVC) i mocach (10 kJ/m2, 5 kJ/m2 and 100 J/m2). 

Profile badane były w różnych punktach czasowych po napromienianiu (1, 3, 6, 12 i 24 

godziny). Do zmierzenia poziomów RFT użyto metody cytometrii przepływowej, natomiast 

do zbadania poziomu ekspresji metoda real-time PCR. W celu określenia poziomu glutationu 

zmierzona została fluorescencja, oraz przeprowadzono reakcję SDS-Page Western Blot z 

analogiem glutationu BioGEE.  

Wyniki: po 24h od napromieniowania UVA poziom ekspresji GSR wzrasta, natomiast w 

przydatku tioredoksyny i peroksydazy glutationowej (GPX4) po 24h wzrasta jej poziom 

ponad dwukrotnie po promieniowaniu UVB. Uzyskane wyniki ukazują że poza 24h UV 

inhibuje ekspresję tych genów, co sprzyja powstawaniu stresu oksydacyjnego. 
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Ekspozycja żywych organizmów na wysokie dawki promieniowania ultrafioletowego 

jest uważana za szkodliwą i jest jednym ze znanych mechanizmów indukcji reaktywnych 

form tlenu, które mogą uszkadzać komórki. Zbadaliśmy wpływ promieniowania UVA 

na proliferację oraz poziom reaktywnych form tlenu i azotu w komórkach HCT116 (Human 

colorectal carcinoma) oraz Me45 (Human melanoma). 

Komórki zostały napromieniowane różnymi dawkami promieniowania UVA z zakresu 

0- 30kJ/m
2
. Potencjał proliferacyjny komórek został zbadany za pomocą testu klonogenności, 

natomiast reaktywne formy tlenu i azotu zostały oznaczone w różnych punktach czasowych, 

cytometrycznie, za pomocą barwników: 2',7'-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA), 

MitoSox and 4-amino-5-methylamino-2',7'-difluorescein diacetate (DAF-FM), odpowiednio 

dla ogólnych reaktywnych form tlenu, anionorodnika ponadtlenkowego i tlenku azotu.  

Najwyższe dawki promieniowania UVA powodowały obniżenie potencjału 

klonogennego w obu typach komórek, jednak ekspozycja na niektóre niższe dawki, była 

specyficzna dla linii komórkowej oraz powodowała stymulację proliferacji. Po analizie zmian 

reaktywnych form tlenu w czasie okazało się, że w przypadku obu linii komórkowych 

poziomy te fluktuują, a ekspozycja na wysokie dawki promieniowania UVA powodowała 

hamowanie proliferacji oraz zmianę dynamiki wolnych rodników. Niskie dawki 

promieniowania nie powodowały takich zmian. Obie linie komórkowe wykazują znamienne 

różnice w ekspresji genów zaangażowanych w systemy antyoksydacyjne sugerując, że różnią 

się ich mechanizmy regulacji reaktywnych form tlenu i azotu. 

Indukcja dodatkowych reaktywnych form tlenu przez niskie dawki promieniowania 

UVA może stymulować proliferację, a specyficzność efektu zależy od mechanizmu regulacji 

używanego przez dane komórki.  

 

Praca finansowana ze Ŝrodk·w: BKM/508/Rau1/2017 (SK). 
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Popromienny efekt sąsiedztwa (ang. radiation induced bystander effect, RIBE) jest 

zjawiskiem, które polega na indukowaniu zmian biologicznych w komórkach sąsiadujących, 

nienapromieniowanych (komórkach „bystander”) w odpowiedzi na sygnały wysyłane przez 

komórki  bezpośrednio napromieniowane.  Komórki bezpośrednio napromieniowane 

przesyłają sygnały molekularne  do komórek „bystander” poprzez międzykomórkowe 

połączenia szczelinowe lub poprzez podłoże hodowlane powodując w nich różne zmiany, 

najczęściej o charakterze destrukcyjnym, podobne do zmian obserwowanych w komórkach 

bezpośrednio napromieniowanych (aberracje chromosowe, mikrojadra, apoptozę, zmiany 

ekspresji genów, obniżenie przeżywalności).  Komórki „bystander” w odpowiedzi na te  

sygnały mogą zmieniać bezpośrednie działanie promieniowania w komórkach 

napromieniowanych, wzmacniać (odwrotny, destrukcyjny  efekt sąsiedztwa) lub  osłabiać 

(odwrotny, ochronny efekt sąsiedztwa). Celem badań było sprawdzenie wpływu komórek 

„bystander” na napromieniowane promieniowaniem UVA komórki prawidłowe (NHDF- 

fibroblasty) i nowotworowe (Me45- komórki czerniaka). 

 

 

Projekt finansowany z BKM/508/RAU1/2017 
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Funkcjonowanie komórki silnie zależy od jej prawidłowego stanu 

oksydoredukcyjnego rozumianego jako równowaga pomiędzy produkcją reaktywnych form 

tlenu (w procesie oddychania tlenowego, oraz w odpowiedzi na obecność cytokin, 

ksenobiotyków lub promieniowania) i zdolnością komórki do ich eliminacji poprzez 

mechanizmy antyoksydacyjne. 

Białko p53 wpływa na równowagę oksydoredukcyjną komórek, między innymi 

poprzez regulację ekspresji i aktywności dysmutazy ponadtlenkowej MnSOD, jednak inne 

mechanizmy regulacji pozostają słabo zbadane. 

Przeprowadziliśmy badania poziomów reaktywnych form tlenu i wybranych enzymów 

zaangażowanych w odpowiedź antyoksydacyjną w komórkach ludzkiego nowotworu jelita 

grubego HCT116 z funkcjonalnym białkiem p53 oraz pozbawionych tego białka.  

W komórkach pozbawionych białka p53 zaobserwowaliśmy wzrost całkowitego 

poziomu reaktywnych form tlenu i masy mitochondrialnej, oraz obniżenie poziomu 

anionorodnika ponadtlenkowego (w porównaniu do komórek posiadających białko p53) 

zarówno w warunkach kontrolnych jak i pod wpływem stresu oksydacyjnego indukowanego 

promieniowaniem jonizującym. Komórki pozbawione p53 charakteryzują się obniżonym 

poziomem glutationu oraz ekspresją genów związanych z jego syntezą i procesem 

glutationylacji (GCLC, GSS, GSTP1, GSTO1 i GPX4). Uzyskana w wyniku analiz 

mikromacierzowych lista genów związanych z produkcją reaktywnych form tlenu 

i aktywnością antyoksydacyjną, które różnicują komórki p53+/+ i p53-/- zawiera geny znane 

z literatury jako p53-zależne oraz takie dla których regulacja przez p53 nie była dotąd 

opisywana.  

 

Praca finansowana z projekt·w BKM-508/Rau1/2017 t.5, 2015/19/D/NZ1/03443 (A.P-H), 2015/19/B/ST7/02984 

(J.R) 
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Anionorodnik ponadtlenkowy (O2
•−
) może być traktowany jako podstawowa 

reaktywna forma tlenu, z której powstają wszystkie pozostałe. Głównym biologicznym 

źródłem anionorodnika ponadtlenkowego są mitochondria, gdzie powstaje w wyniku wycieku 

elektronów z łańcucha oddechowego. Drugim ważnym rodnikiem jest tlenek azotu (NO), 

który odpowiada za wiele istotnych procesów zachodzących w organizmach żywych. 

Komórkowym źródłem tlenku azotu są syntazy tlenku azotu (NOS), produkujące tlenek azotu 

z L-argininy. Miejsce produkcji NO w komórce jest zależne od izoformy syntazy tlenku azotu 

(wyróżnia się iNOS, eNOS i nNOS). 

Trzy linie komórkowe były obiektem badań – HCT116, Me45 i NHDF. Znajdujący się 

w komórkach anionorodnik ponadtlenkowy był znakowany barwnikiem fluorescencyjnym 

MitoSOX (czerwona fluorescencja), a tlenek azotu barwnikiem DAF-FM (zielona 

fluorescencja). Wykonano zdjęcia tak przygotowanych komórek za pomocą mikroskopu 

fluorescencyjnego . Następnie bazując na uzyskanych zdjęciach sprawdzono korelację 

poziomów anionorodnika ponadtlenkowego z poziomami tlenku azotu w badanych liniach 

komórkowych, aby otrzymać informację na temat rozmieszczenia tych wolnych rodników w 

komórkach. 

Uzyskane wyniki sugerują, że u różnych linii komórkowych miejsca produkcji 

badanych reaktywnych form tlenu mogą być blisko siebie lub być od siebie oddalone na 

obszarze komórki. Dodatkową przyczyną różnic rozmieszczenia anionorodnika względem 

tlenku azotu w różnych liniach komórkowych może być różnica w sposobie utylizacji 

anionorodnika ponadtlenkowego – u jednych może dominować przekształcanie 

anionorodnika ponadtlenkowego w nadtlenek wodoru, u innych dominującym procesem może 

być reakcja anionorodnika z tlenkiem azotu. 

 

Badania finansowane byğy z grantu NCN, 2015/19/B/ST7/02984, a takŨe z Ŝrodk·w BKM- 508 /RAU1/2017/t.3 
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Rak płaskonabłonkowy regionu głowy i szyi jest szóstym najczęściej występującym 

nowotworem złośliwym na świecie. Szczegółowa charakterystyka mechanizmów obronnych 

aktywowanych przez komórki nowotworowe w odpowiedzi na radioterapię może przyczynić 

się do zwiększenia wyleczalności pacjentów z tym typem nowotworu. Uważamy, że 

egzosomy postrzegane obecnie jako kluczowy element w komunikacji międzykomórkowej 

mogą pełnić istotną rolę w odpowiedzi komórkowej na działanie genotoksycznych czynników 

terapeutycznych. 

Komórki z ustalonej linii płaskonabłonkowego raka regionu głowy i szyi UM-SCC6 

zostały poddane działaniu promieniowania jonizującego w dawkach 2, 4 oraz 8 Gy. Pożywka 

hodowlana zawierająca uwolnione egzosomy została pobrana po 24h od momentu 

napromienienia. Zebrany materiał poddano wieloetapowej procedurze oczyszczania 

obejmującej między innymi wirowanie różnicowe i filtrację z użyciem filtra o średnicy porów 

0.22 µm. Po zredukowaniu objętości wyjściowej przy pomocy koncentratorów wirówkowych 

VIVACELL100 zawiesinę poddawano rozdziałowi metodą filtracji żelowej. Egzosomy 

scharakteryzowane metodami Western blot, DLS i mikroskopii elektronowej zostały 

przygotowane do analizy spektrometrycznej zgodnie z procedurą FASP. Do analizy 

bioinformatycznej uzyskanych wyników wykorzystano program FunRich oraz platformę 

Galaxy. 

Analiza spektrometryczna pozwoliła na zidentyfikowanie 801 białek wspólnych dla 

wszystkich badanych wariantów eksperymentalnych i 56 białek identyfikowanych tylko w 

niektórych próbkach. 54 białka były specyficzne dla egzosomów uwalnianych z komórek 

poddanych działaniu promieniowania jonizującego. Analiza ilościowa wykazała, że pośród 

białek silnie indukowanych napromienianiem znajdowały się między innymi białka 

bezpośrednio związane z naprawą DNA jak Ku70, Hu80 oraz ligaza ubikwitynowa HUWE1.  

Jakościowa i ilościowa analiza białek identyfikowanych w egzosomach pochodzących z 

komórek poddanych i nie poddanych działaniu promieniowania jonizującego wskazuje na 

istotny wpływ czynnika genotoksycznego na skład białkowy egzosomów. Wśród białek, 

których liczba jest znacznie zwiększona przez promieniowanie jonizujące, były białka 

związane z komórkową odpowiedzią na stres, naprawą DNA i interakcjami 

międzykomórkowymi. 

 

Badania byğy realizowane w ramach grantu NCN 2013/11/B/NZ7/01512. 
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The purpose of this work is to present the results of the studies focused on the heat 

transfer phenomena during selective hypothermia therapy. The sensitivity analysis was 

performed. Moreover the calculations were expanded by metabolic heat production and 

effects of perfusion. 

Hypoxic-ischemic encephalopathy (HIE) is a relatively frequent reason of long-term 

neurological disabilities, such as cerebral palsy and can even cause the death of the newborns 

in extreme cases.  

For the last few years, patients suffering from HIE are treated with the therapy based 

on mild hypothermia. There are two available methods: the whole-body cooling and the 

selective-brain cooling method, which is considered in following paper.  

Therapy includes the temperature reduction to the level of 34 to 35°C that last for 72 

hours. The selective-brain cooling can be performed using the Cool-Cap System® which has 

direct contact with the skin on the neonate’s head while the rest of the body is kept in the 

temperature of 36-37°C. Although, according to the neonatologists the subsequent stage of the 

therapy – rewarming – is the most dangerous. It is  known that the proper rate of temperature 

rise is 0.5 K/h. The medical procedures need to be developed to prevent from mistakes and 

improve the effectiveness of the treatment. [1] 

 Knowledge about the temperature distribution in the brain during the hypothermia is 

insufficient. Regarding to the fact, that this kind of information are necessary and difficult to 

obtain from the measurements, the numerical methods need to be implemented.  

In order to broadening of knowledge in the scope of thermal processes in neonate’s body the 

experimental and substantial cooperation with neonatologists was established. The data are 

collected during therapies carried out in the Department of Children Intensive Care of the 

University Hospital Clinic in Opole. 

At the same time the complex numerical model is being built based on the Penne’s bioheat 

equation [2]. Metabolic properties of each considered tissue are obtained from the medical 

literature and included in the model using User Defined Function capability of Ansys Fluent® 

software.  

In the following paper the methodology of performing the bioheat simulations and 

experiments are described. Moreover the results of the sensitivity analysis of the overall heat 

transfer between the brain and Cool-Cap device are presented. Those results are also 

compared to the previous, simplified calculations of the heat transfer between the skin and the 

Cool-Cap. However the previous work did not include the metabolic phenomena.  
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Aktualnie systemy mikroprzepływów są jedną z najszybciej rozwijających się 

technologii w medycynie, biotechnologii i innych pokrewnych dziedzinach. Systemy 

mikroprzepływowe “Lab-on-chip” znajdują coraz szersze zastosowanie w biomedycynie. 

Coraz częściej tego typu urządzenia wykorzystuje się do hodowli komórkowych, a także 

przeprowadzania eksperymentów biologicznych w ściśle określonych warunkach. Systemy 

mikroprzepływowe pozwalają na obserwację mikroskopową komórek w czasie rzeczywistym, 

ich interakcji oraz wpływu badanych czynników zewnętrznych w warunkach kontrolowanego 

ciągłego dostarczania medium. Tego typu prowadzenie hodowli komórkowej, to nie tylko 

oszczędność medium, ale również możliwość precyzyjnego kontrolowania warunków 

eksperymentu. Zbudowane stanowisko zapewnia precyzyjne sterowanie składem i prędkością 

przepływu medium oraz warunkami otoczenia, w szczególności stabilizacją temperatury i 

składu powietrza. Dzięki precyzyjnemu grawitacyjnemu wymuszeniu przepływu w systemie 

minimalizowane są niekontrolowane zmiany przepływu. Pomiar temperatury jest realizowany 

bezpośrednio w mikroukładzie co zapewnia stabilne i dokładne nastawy. Często hodowlę 

komórek w systemie mikroprzepływów przeprowadza się w komorach przez które przepływa 

medium. Tego typu hodowle znacznie odbiegają od warunków rzeczywistych, gdzie na 

poziomie komórkowym wymiana substancji odżywczych odbywa się tylko poprzez dyfuzję. 

Nasz zaprojektowany mikroukład pozwala na przeprowadzenie hodowli komórkowej z ciągłą 

wymianą medium, wykorzystując jedynie zjawisko dyfuzji. Poprzez dodatkowy port możliwa 

jest ocena wpływu doprowadzonej substancji (leku) bezpośrednio na badane komórki.  

Dzięki interdyscyplinarnemu zespołowi z Katedry Optoelektroniki, Instytutu Techniki 

Cieplnej, Katedry Chemii Organicznej, Bioorganicznej i Biotechnologii, oraz Instytutu 

Automatyki możliwe jest projektowanie, prototypowanie, testowanie i produkcja 

zaawansowanych mikroukładów wytwarzanych z polimeru polidimetylosiloksanu (PDMS), 

jak również prowadzenie pracy doświadczalnej. 

  

Podziňkowania: Badania naukowe sŃ realizowane w ramach grantu Narodowego Centrum BadaŒ: DEC-

2017/01/X/ST7/01525 
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Proponujemy nową metodę modelowania zmian w interakcji komórek 

nowotworowych wynikających z poddania ich oddziaływaniu zewnętrznych interwencji, np. 

w postaci terapii, wykorzystującą teorię gier ewolucyjnych. Idea tej metody polega na 

wzbogaceniu gry o zasoby, do których dostęp powoduje zmiany w mierze przystosowania 

uwzględnione w macierzy wypłat (zmienne w czasie). Na prostych przykładach ilustrujemy 

możliwości wykorzystania tej metody zarówno w przypadku gier nieprzestrzennych, jak i 

dyskretnych gier przestrzennych, w tym również, wprowadzonych w naszych poprzednich 

pracach, gier wielowarstwowych umożliwiajacych uwzględnienie heterogeniczności komórek 

nowowtoworowych. W tym przypadku wprowadzenie zasobów oznacza uwzględnienie 

dodatkowej warstwy ilustrującej rozkład tych zasobów. W referacie przedstawimy działanie 

metody dla klasycznej gry jastrzębie-gołębie, gier angiogennych oraz czterofenotypowego 

modelu interakcji komórek z uwzględnieniem 2 typów zasobów. 
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Analiza wrażliwości (czułości) ma szerokie zastosowanie w wielu dziedzinach nauki. 

Pozwala wyznaczyć jak zmiany argumentów (parametrów lub sygnałów) modelu wpływają 

na zmiany określonych wielkości wyjściowych. W analizie czułości wielkości wyjściowe 

często definiuje się tak, aby charakteryzowały rozwiązanie danego modelu matematycznego. 

Dzięki czemu analiza ta może posłużyć do lepszego poznania układu reprezentowanego przez 

dany model. Można ją również użyć do optymalizacji sposobu oddziaływania na ten układ w 

celu uzyskania jego określonego zachowania. 

Najbardziej znanym podejściem w analizie wrażliwości modeli biomedycznych jest 

tzw. podejście parametryczne w którym badana jest wrażliwość modelu na skokową zmianę 

określonych argumentów. Podejście takie może nastręczać problemów w przypadku gdy 

analizowany model ma jakieś niestacjonarne (zmienne w czasie) parametry lub sygnały. W 

takim przypadku bardziej informatywnym podejściem jest badanie wrażliwości na impulsową 

zmianę argumentów. Dla modeli opisanych za pomocą równań różniczkowych taką 

wrażliwość impulsową można wyznaczyć za pomocą tzw. funkcji Greena [1]. 

Niniejsza praca przedstawia wyniki analizy wrażliwości dla przykładowego modelu 

kombinowanej terapii przeciwnowotworowej (chemio- i radioterapii) przy użyciu koncepcji 

funkcji Greena. Wyniki pokazują jak dla zadanego protokołu chemioterapii zmiana w różnym 

czasie sygnału promieniowania wpływa na rozwój guza. 
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Finding a balance between desired drug potency and its physicochemical properties 

called ‘sweet spot’, important for creating a molecule’s pharmacokinetic or 

pharmacodynamics profile is still a challenging issue in rational drug discovery. The a priori 

calculation of the molecular descriptors, crucial for the compound bioavailability and hence 

critical for the prospective drug candidate is necessary to make predictions of chosen property 

profiles. The ADMET–tailored properties are essentially estimated, based on the molecular 

structure, as ‘intuitive roadmaps’ even before the synthesis of the molecule has been 

rationalized.  Molecular descriptors quantifying drug-like properties (DP) are easily calculated 

on the basis of molecular formulae, however the reliability of the resulting DP values is still 

questionable. 

 The accurate and efficient measurement of lipophilicity is an important requirement in 

drug design as the created database can be used for logP estimation for millions of 

hypothetical molecules under design. It is possible that some methods for theoretical 

calculation of lipophilicity might be more or less suitable for specific/heterogeneous series of 

compounds analyzed, thus a variety of approaches should be employed in namely consensus 

methodology and subsequently compared with the existing empirical data as well. The poor 

predictive performance of the software packages for theoretical lipophilicity determination 

can be partially explained by the insufficient coverage of the chemical space by measured 

compounds – models are as good as the data they are based on. 

 The primary objective of the performed study was to investigate a range of various 

software logP predictors for estimation of the numerical lipophilic values for the ensemble of 

N-alkoxyphenylhydroxynaphthalenecarboxamide derivatives and subsequent crossed-

comparison with the experimental parameter. Thus, the empirical lipophilicity (logk) was 

compared with the corresponding logP characteristics calculated using alternative methods for 

deducing the lipophilic features. The mean values of the selected molecular descriptors that 

average over the chosen calculation methods were subsequently correlated with the logk 

parameter in consensus clogP. To scrutinize the (dis)similarities between derivatives PCA 

procedure was applied to visualize the major differences in the performance of molecules with 

respect to their lipophilic profile, molecular weight and Ro5 violations. 
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 Pochodne tiosemikarbazonu należą do grupy związków o bardzo szerokim spektrum 

aktywności. Jednak z punktu widzenia terapii antynowotworowej istotne znaczenie ma ich 

aktywność w hamowaniu proliferacji komórek nowotworowych
1
. W przypadku tych 

pochodnych efekt ten jest możliwy do osiągnięcia już przy niskich stężeniach (IC50 rzędu 

kilku nM). Dodatkowo wyselekcjonowane pochodne oprócz wysokiej aktywności na 

komórkach patogennych nie wykazują toksycznego działania w stosunku do komórek 

prawidłowych (IC50 > 25μM)
2
. Inspiracją do stworzenia nowych pochodnych  były związki 

znajdujące się obecnie w badaniach klinicznych. Triapina oraz Dp44mT są obiecującymi 

związkami mającymi dużą szansę na wprowadzenie na rynek leków przeciwnowotworowych. 

Nasze pochodne, będące ich analogami wnoszą swój wkład w poznanie szczegółowego 

mechanizmu działania, który opiera się na generowaniu reaktywnych form tlenu
3
. Wywołany 

w ten sposób stres oksydacyjny prowadzi do śmierci komórkowej na skutek zahamowania 

cyklu komórkowego oraz uruchomienia szlaków prowadzących w konsekwencji do apoptozy. 

Ciekawym, niezbadanym dotąd aspektem jest jonoforyczne działanie tiosemikarbazonów
4
. 

Związki te od lat są znane z kompleksowania  jonów metali (jak Fe, Zn, Cu), jednak 

dotychczas sądzono iż ma to wpływ m.in. na zubożenie komórki w niezbędne mikroelementy. 

Transport jonów przez badane pochodne ma jednak kluczowe znaczenie na ich stężenie w 

komórce, a co tym idzie interakcje z molekułami odpowiedzialnymi za uruchomienie szlaków 

sygnałowych prowadzących do śmierci komórkowej. 
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Obecnie leczenie chorób nowotworowych opiera się na chirurgicznym usunięciu zmiany 

nowotworowej i/lub zastosowaniu chemo- czy radioterapii, które mają wiele działań 

niepożądanych. Terapia fotodynamiczna (PDT) charakteryzuje się niską inwazyjnością oraz 

wysoką selektywnością w stosunku do komórek niezmienionych nowotworowo, co czyni tą 

metodę atrakcyjną formą leczenia w porównaniu do chemo- i radioterapii. Istotą tej terapii 

jest wytworzenie tlenu singletowego i wolnych rodników w reakcji fotouczulacza ze światłem 

o odpowiedniej długości fali. Odmianą PDT jest tak zwana terapia ALA-PDT, w której 

zamiast egzogennego fotouczulacza podaje się prolek – kwas 5-aminolewulinowy (5-ALA), 

który jest prekursorem protoporfiryny IX (PpIX) – naturalnego endogennego fotouczulacza 

[1,2,3]. Mimo że komórki nowotworowe mają podwyższony poziom PpIX, jej biosynteza jest 

często niewystarczająca do osiągnięcia stężeń terapeutycznych. Wobec tego próbuje się 

włączyć do terapii związki kompleksujące jony żelaza. Zastosowanie chelatorów ma na celu 

związanie żelaza, hamując tym samym syntezę hemu, przez co zwiększa się ilość PpIX  

w komórkach nowotworowych [4]. 

Badania prowadzone w naszym zespole skupione były dotychczas na aktywnych 

biologicznie pochodnych tiosemicarbazonów (TSC) w kombinacji z egzogennymi jak  

i endogennymi fotouczulaczami. Obecnie badania skupione są na nieaktywnych biologicznie 

pochodnych TSC (IC50 powyżej 25 μM) w terapii ALA-PDT, które charakteryzują się 

dobrymi właściwościami kompleksującymi jony żelaza. Zbadano wpływ nowych pochodnych 

TSC na akumulację protoporfiryny IX na wybranych liniach komórkowych (nowotwory 

piersi, płuc, jelita grubego i mózgu). Ze względu na fakt, że akumulacja PpIX jest zależna od 

aktywności enzymów uczestniczących w biosyntezie hemu zbadano także wzór ekspresji 

genów szlaku biosyntezy hemu przed traktowaniem jak i po aplikacji ALA i TSC. Otrzymane 

wyniki wykazały istotny wzrost akumulacji PpIX po traktowaniu kwasem 

aminolewulinowym jak i w kombinacji z niektórymi pochodnymi TSC. Ekspresja genów 

szlaku biosyntezy hemu koreluje z wynikami dotyczącymi akumulacji PpIX. 

 

[1] Gomaa I, et al., Photodiagn Photodyn., 9, 2012, 362–68  
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Ze względu na powszechny problem dotyczący wysokiego poziomu występowania 

chorób nowotworowych w społeczeństwie oraz związaną z tym wysoką umieralnością, 

niezbędne jest poszukiwanie nowych związków chemicznych wykazujących na komórkach 

nowotworowych działanie antyproliferacyjne. W chemii medycznej do projektowania 

potencjalnych leków wykorzystuje się struktury uprzywilejowane o wielu właściwościach 

biologicznych [1]. Jedną z lepiej poznanych struktur wiodących wśród heterocyklicznych 

związków organicznych jest chinolina. Pochodne oparte na szkielecie 8-hydroksychinoliny 

zawierające podstawnik styrylowy wykazują szerokie spektrum aktywności biologicznych: 

antybakteryjnych, przeciwgrzybicznych [2], działają również jako inhibitory integrazy wirusa 

HIV-1 [3]. Ponadto w ostatnich latach niektóre styrylochinoliny zostały opisane jako 

nowatorskie środki przeciwnowotworowe [4].    

Dla grupy nowo zsyntezowanych pochodnych styrylochinoliny przeprowadzono ocenę 

ich działania antyproliferacyjnego na komórki nowotworowe w warunkach in vitro.  Jako 

model do badań wykorzystano linię komórkową ludzkiego nowotworu okrężnicy jelita 

grubego HCT116 z typem dzikim białka p53 (p53+/+) a także delecją genu TP53 (p53-/-), 

dwie linie komórkowe nowotworów trzustki PANC-1 i AsPC-1 oraz linię glejaka U-251. 

Najbardziej aktywne związki zostały również przetestowane na komórkach prawidłowych 

typu fibroblastów (linia komórkowa NHDF).  Dla każdej z badanych linii komórkowych 

dodatkowo określono status białka p53 metodą Real-Time PCR. Następnie oceniono wpływ 

wyselekcjonowanych związków na przebieg cyklu komórkowego oraz rodzaj generowanej 

śmierci komórkowej z wykorzystaniem cytometrii przepływowej.  
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Rozwój chemii medycznej oraz racjonalnego projektowania leków jest podstawą 

nowoczesnych metod leczenia. Obecnie wiele badań w tej dziedzinie skupia się na 

mechanizmach nowotworzenia, wskazując szczególną rolę cząsteczek zaangażowanych w 

progresję cyklu komórkowego oraz ścieżek transdukcji sygnałów
1
. Istotną rolę w tym 

zakresie pełnią kinazy tyrozynowe, które dzięki swojej nadmiernej aktywności i kluczowej 

roli w przekazywaniu sygnałów wewnątrzkomórkowych, stanowią atrakcyjne cele dla leków 

w leczeniu niektórych typów nowotworów. Jednakże, opracowanie skutecznych inhibitorów 

kinaz tyrozynowych (TKI) stanowi wyzwanie, ze względu na wysoką konserwatywność 

regionu w miejscu wiążącym ATP, głównego miejsca docelowego kinaz. Kolejnym istotnym 

problemem jest oporność na lek, która jest głównym czynnikiem ograniczającym skuteczność 

stosowanych jednocelowych terapii przeciwnowotworowych
2
. 

W naszym zespole od lat, prowadzone są badania skoncentrowane na poszukiwaniu 

nowych, aktywnych bioefektorów. W wyniku tych prac, syntezowane są nowe pochodne 

chinazoliny, które charakteryzują się dobrymi właściwościami antyproliferacyjnymi
3
. 

Ponadto, struktury te wykazują analogie do handlowo dostępnych TKI, które są zatwierdzone 

przez FDA do stosowania, a ich działanie opiera się na inhibicji EGFR. 

W ostatnich badaniach skupiliśmy się na nowej grupie pochodnych styrylochinazoliny 

zawierających ugrupowanie metylenodioksy lub atom siarki pomiędzy pierścieniem 

aromatycznym, a układem chinazoliny. W pierwszym etapie, dla otrzymanych pochodnych 

określono aktywność antyproliferacyjną na panelu nowotworowych linii komórkowych (m.in. 

nowotwory piersi, jelita, mózgu, białaczka). Ponadto, dla aktywnych pochodnych wykazano 

selektywność wobec komórek prawidłowych. Równolegle określono wpływ związków na 

aktywność kinaz tyrozynowych in vitro. Uzyskane wyniki potwierdziły szczególnie wysoką 

aktywność względem kinaz tyrozynowych: Abl1, Btk oraz kinaz z rodziny Src. 
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Niniejsze badania skupiają się na syntezie i ocenie biologicznie aktywnych nowych 

pochodnych tlenku grafenu (GO), potencjalnych nanonośników leków 

przeciwnowotworowych.  

Grafen, tlenek grafenu (GO) oraz ich pochodne, a także  nanometryczne odmiany 

alotropowe węgla stają się bardzo atrakcyjne dla onkologów oraz naukowców zajmujących 

się chorobami nowotworowymi, ponieważ mają duży potencjał teranostyczny. W związku z 

poszukiwaniem nowych nośników, przeprowadzono wstępne badania dwóch, nowych 

pochodnych GO. Pochodne te otrzymano wykorzystując reakcję substytucji nukleofilowej 

modyfikowanych nanocząstek GO z glicyną (Gly) oraz kwasem iminodioctowym (IDA)  

Zdolność uzyskanych pochodnych do transportu substancji biologicznie czynnych 

pozwoliła na zbadanie przydatności zarówno GO-IDA, jak i GO-Gly jako nośników 

zaawansowanego chemioterapeutyku dedykowanego dla terapii w leczeniu czerniaka. 

Ponieważ liczne badania sugerują, że chemoterapeutyki użyteczne w leczeniu czerniaka 

wymagają dostosowania, przetestowaliśmy tutaj nanopochodne GO z WP760, jednym z 

pierwszych kandydatów chemioterapeutycznych swoistych dla czerniaka, z wcześniej 

wykazaną aktywnością przeciwczerniakową in vitro. Jest to bis-antracyklina wykorzystująca 

daunomycinone i adriamycinone jako cząstki interkalujące, dwa cukry wiążące rowek, 

związane z daunosaminą i 4-amino-2,3,6-trideoksy-alfa-L-leksoksekseksranranozą, a także 

wyposażone w wybrane linkery. Doksorubicynę stosowano jako substancję referencyjną. 
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Oncolytic virotherapy is an anticancer strategy approach based on the use of 

replication-competent benevolent viruses capable of selectively infecting and killing cancer 

cells and eliciting anti-tumor immune responses. Successful clinical implementation based on 

intravenous delivery of such oncolytic viral constructs requires, however, use of protective 

carriers shielding viruses from mononuclear phagocytic system (MPS)-mediated elimination 

in liver and spleen, as well as neutralization by serum factors. Such “Trojan horse” systems 

also need to be capable of  tumor homing in order to efficiently release their cargo. 

Subsequent replication of the virus in host cancer cells would then lead to enhanced lysis of 

the tumor (oncolysis) and trigger anticancer immune response.  

We investigated mesenchymal stem cell (MSCs)-mediated transfer of various oncolytic 

myxoma virus (MYXV) constructs to melanoma cells in vitro, mindful that MSCs are capable 

of homing to diverse tumor beds in vivo. MSCs isolated from healthy human bone marrow 

donors were first infected with vMyx-EGFP or vMyx-EGFP/tdTr myxoma constructs 

encoding fluorescent reporter genes and then used for subsequent virus transfer (via cell-cell 

contact) to co-cultured murine (B16-F10) or human (451Lu, WM35, WM793B, 1205Lu) 

melanoma cells. 

Our data show that both MSCs and human/murine melanoma cells tested are permissive for 

MYXV infection. However, MSCs remained viable (~90%) for at least 2 days post-infection, 

whereas therapy-targeted melanoma cells were rapidly killed by the virus infection. We 

demonstrated that MSCs infected with MYXV constructs were indeed capable to successfully 

transfer virus to murine (B16-F10) and human (WM793B) melanoma cells after in vitro co-

culture. In order to determine whether transfer of MYXV to melanoma cells involves input 

viral particles (via passive transfer) and/or their progeny (via active transfer) we used cytosine 

arabinoside (Ara-C). Exposure of MSC to vMyx-EGFP/tdTr and then to Ara-C led to 

inhibition of late viral gene expression for tdTr, whereas EGFP expression in melanoma cells 

infected by MYXV-carrying MSC was diminished but not abrogated by Ara-C. This 

demonstrates that both input virus particles adsorbed to the surface of MSC (i.e. Ara-C 

unaffected) and progeny virus synthesized within MSC (i.e. Ara-C inhibited) are each capable 

of being transmitted by MSC to melanoma cells.  

Human BM-MSCs thus appear as suitable cell carriers (i.e. “Trojan horses”) to ferry more 

advanced therapeutic MYXV constructs (eg. encoding additional diagnostic or therapeutic 

genes) to sites of disseminated cancer such as metastatic melanoma. Animal studies involving 

elimination of murine lung melanoma metastases are underway.  
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