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Piatek, 10.05.2019

12:30-13:30 Rejestracja
13:30-14:30 Obiad
Rzeszowska Politechnika
Joanna Slaska Otwarcie Konferencji
SESJA 1 — Procesy komorkowe czas
14:30-17:30  (min)
Kardio-Med  Kardio-Med Silesia - badania i nauka
Adam Konka Silesia 14:30-14:45 15
Analiza wariantéw gendw zwigzanych z
angiogenezg jako czynnikéw modulujacych
Agnieszka Instytut proces progresji i rokowanie w raku regionu
Gdowicz-Ktosok Onkologii glowy i szyi 14:45-15:00 15
Wykorzystanie techniki sekwencjonowania
nowej generacji w poszukiwaniu gendw
Magdalena Instytut opornosci na terapi¢ celowang w czerniaku
Olbryt Onkologii skory — wyniki i dos§wiadczenia wlasne 15:00-15:15 15
Sekwencjonowanie genéw BRCA1/2 w raku
piersi 1 raku jajnika z uzyciem systemu lon
Wojciech Instytut Torrent - wnioski po 2 latach dziatania
Pigtowski Onkologii pracowni NGS 15:15-15:30 15
Matgorzata Politechnika  Ferroptoza - $mier¢ komérkowa w liniach
Adamiec Slaska prawidlowych i nowotworowych 15:30-15:45 15
Politechnika  Badanie proceséw adhezji 1 migracji komorek
Patrycja Nieston  Slgska Me45 pod wptywem promieniowania UV i IR 15:45-16:00 15
Migracja komorek nowotworowych i
Politechnika  prawidlowych w warunkach stresu
Daniel Fochtman Siaska oksydacyjnego 16:00-16:15 15
Syntaza tlenku azotu - istotny element
Politechnika ~ Mechanizmu ograniczajacego stres
Patryk Bil Slaska oksydacyjny w komorkach 16:15-16:30 15
Slaski Immunolokalizcja visfatyny/Nampt w tkance
Uniwersytet guza oraz jej iloSciowa ocena W 0S0CZU
Rafal Butdak Medyczny pacjentow z nowotworami jelita grubego 16:30-16:45 15
Izabella Slezak-  pojitechnika  Analiza biogenezy miRNA w chtoniakach B-
Prochazka Slaska komorkowych 16:45-17:.00 15
Instytut
Piotr Widtak Onkologii Profil miRNA - jak interpretowa¢ wyniki? 17:00-17:15 15
Badania trankryptomiczne i genomiczne z
rozdzielczoscig pojedynczej komorki — analiza
Wojciech Perlan heterogennosci nowotworu z wykorzystaniem
Bieniek Technologies  platformy Chromium 17:15-17:30 15
Slaska Nauka w dobie reformy — Dyskusja 17:30-18:30
Kolacja — jurajskie pieczonki i grill 19:00 -



Sobota, 11.05.2019

Sniadanie
7:00-9:00
SESJA 2 — Komérkowa odpowiedz na stres
9:00 -12:00
Instytut Czy HSPAZ2 jest powigzane z regulacja
Vira Chumak Onkologii gospodarki wapniowej w keratynocytach 9:00-9:15 15
HSF1 pozytywnie wptywa na zdolnos¢
Instytut komoérek MCF7 do migracji pod wptywem
Patryk Janus Onkologii 17beta-estradiolu 9:15-9:30 15
Instytut Rola biatek opiekunczych z rodziny HSPA
Damian Matys$niak Onkologii (HSP70) w etiopatogenezie tuszczycy 9:30-9:45 15
Udzial czynnika transkrypcyjnego Spl w
Instytut regulacji ekspresji genow z rodziny HSPA
Damian Sojka Onkologii (HSP70) 9:45-10:00 15
W poszukiwaniu optimum; czy system
hodowli komorek glejaka wielopostaciowego
ma znaczenie w ujawnianiu si¢ zmian
Agnieszka Gogler- Instytut fenotypu zaleznego od biatka opiekunczego
Pigtowska Onkologii HSPA2? 10:00-10:15 15
Katarzyna Instytut Detekcja biatek oddziatujacych z mysim
Mrowiec Onkologii biatkiem LOC66598 10:15-10:30 15
Zwigkszona ekspresja PHLDA1 nie indukuje
Instytut apoptozy zaleznej od kaspazy-3 lecz prowadzi
Wiestawa Widtak  Onkologii do utraty kontaktu komorek z podtozem 10:30-10:45 15
Biatko P53 jako regulator warunkéw
Aleksandra Politechnika oksydoredukcyjnych w komoérkach ludzkiego
Poterata-Hejmo Slaska nowotworu jelita grubego 10:45-11:00 15
Miram e .
Dawidowicz Medyczny The impact of CMKLR1 on angiogenesis 11:00-11:15 15
Joanna Instytut
Jazowiecka-Rakus Onkologii Wirus myksomatozy w terapii czerniaka 11:15-11:30 15
Marcelina Politechnika Ocena potencjatu sorpcyjnego cytostatykow
Jureczko Slaska wybranych grzybow nadrzewnych 11:30-11:45 15
Dyskusja i przerwa kawowa 11:45-12:00



SESJA 3 - Diagnostyka i terapie eksperymentalne 12:15-15:30
Uni ot Novel Benzene-based Carbamates for
Andrzej Bak Slr;ISle(/iersy ¢ AChE/BChE Inhibition: Synthesis and 12:15-12:30
Ligand/Structure-oriented SAR study 15
Robert Gawecki ~ Jniwersytet  Nowe chelatory Zelaza z grupy o 12:30-12:45
Slaski tiosemikarbazonu w terapii fotodynamicznej 15
Violetta Kozik szlzgvll’frsytet Wybrane aspekty terapii fotodynamicznej 12:45-13:00 5
Uni ot Mechanizm dzialania pochodnych
Michat Kuczak Slr;ISvll/iersy ¢ styrylochinazoliny w indukcji stresu 13:00-13:15
oksydacyjnego. 15
Katarzyna Malarz Uniwersytet WleI(_)_ceIowe inhibitory k!naz tyrozynowych w 13:15-13:30
Slaski terapii antynowotworowej 15
Slaski : .
Daria Gendosz ~ Uniwersytet Wplyw manf:yllillny na nastepstwa KIwotoku 5.5 154
Medyczny podpajeczyndwkowego u szczuréw 15
Instviut Zwiazek wariantow c.444+1G>A 1 ¢.1100delC
Dorota Kula (;'Sk)gluog" genu CHEK?2 z rakiem brodawkowatym 13:45-14:00
tarczycy — badania wlasne i meta-analiza 15
Katarzvna Instviut Molecular background of lung cancer cells
Li sows?La g;lz)luog“ resistance against novel FGFR inhibitor: 14:00-14:15
aCGH and RNA-seq analysis 15
Agnieszka Instytut Analiza porownawcza raka gardta sSrodkowego 14:15-14:30
Mazurek Onkologii i raka odbytu — podobienstwa i roznice ' ' 15
Mateusz Smolarz Icr)lstytut ) Wykry\yame 1 charakj[eryzowanle €gZOSOMOW ) o0 14 e
nkologii W oparciu o cytometri¢ przeptywowa 15
Politechnik Metody identyfikacji obwiedni izotopowych w
Anna Glodek quglf,: W& danych z obrazowania molekularnego 14:45-15:00
MALDI-ToF" 15
Aleksander Instytut Nosniki polimerowe i komorkowe w 15:00-15:15
Sochanik Onkologii skojarzonej terapii nowotworow 15
Dyskusja - zakonczenie konferencji 15:15-15.30

Obiad 15.30



SESJA 1 — PROCESY KOMORKOWE



KARDIO-MED SILESIA - BADANIA | NAUKA

Adam Konka

Slaski Park Technologii Medycznych, Kardio-Med Silesia, Zabrze



ANALIZA WARIANTOW GENOW ZWIAZANYCH Z ANGIOGENEZA,
JAKO CZYNNIKOW MODULUJACYCH PROCES PROGRESJI 1
ROKOWANIE W RAKU REGIONU GLOWY I SZYI

Agnieszka Gdowicz-Klosok l, Matgorzata Krzes$niak ! Tomasz Rutkowski 2, Barbara Lasut-
Szyszka ', Iwona Domificzyk *, Iwona Matuszczyk *, Krzysztof Skladowski 2, Dorota
Butkiewicz *

! Centrum Badaf Translacyjnych i Biologii Molekularnej Nowotwordéw, | Klinika
Radioterapii i Onkologii Klinicznej, Centrum Onkologii- Instytut im. M. Sktodowskiej-Curie,
Oddziat w Gliwicach

Tworzenie nowych naczyn krwiono$nych jest niezbednym etapem we wzroscie i
progresji guzéw litych. Unaczynienie i stopien niedotlenienia guza maja réwniez podstawowe
znaczenie dla skuteczno$ci radio- (RT) i chemioterapii (CT), metod standardowo
wykorzystywanych w leczeniu m.in. raka regionu gltowy i szyi (HNC). Pomimo ciaglego
postgpu w diagnostyce 1 terapii, wyniki leczenia w HNC sa niezadowalajace, a uznane
czynniki kliniczne nie pozwalaja na ustalenie indywidualnego rokowania. Dlatego celem
naszego projektu jest zbadanie, czy dziedziczne czynniki genetyczne, takie jak polimorfizm
typu SNP, maja wptyw na przebieg choroby i skuteczno$¢ leczenia chorych na HNC. W tym
celu przeanalizowalismy zwiazek 22 funkcjonalnych SNP w genach kodujacych kluczowe
biatka zaangazowane w proces angiogenezy z ryzykiem wznowy, rozsiewu i z przezyciem
catkowitym w duzej grupie chorych na plaskonablonkowego, HNC w zaawansowaniu T1-
4N0-3MO, poddanych samodzielnej RT lub w skojarzeniu z CT.

Analiza wieloczynnikowa pojedynczych SNP wykazata statystycznie istotny wplyw
11 z nich na ryzyko wznowy, rozsiewu, nawrotu i/lub zgonu w badanej grupie. Poza cechami
klinicznymi, takimi jak stopien zaawansowania czy obecno$¢ wznowy, cztery SNP, tj.
VEGFR2 rs2071559, MMP2 rs243865, TIMP3 rs9619311 i VEGF rs2010963, stanowity
niezalezne czynniki prognostyczne. Model kumulatywny wykazal, ze ryzyko wznowy
lokoregionalnej jest 7-krotnie wyzsze w przypadku wspoétistnienia trzech niezaleznych
czynnikow rokowniczych, takich jak genotyp VEGFR2 CC, allel MMP2 T oraz wysokie
zaawansowanie kliniczne (HR 7,06, p=0,00002). Jednoczesne wystgpowanie genotypu
TIMP3 CC i wznowy podnosito 3-krotnie ryzyko rozsiewu do narzadéw odlegtych (HR 3,05,
p=0,00004). Trzykrotnie wzrastato takze ryzyko nawrotu choroby u nosicieli allelu MMP2 T
z wysokim stopniem zaawansowania i spozywajacych alkohol (HR 2,91, p=0,000001).
Genotyp VEGF CC, palenie tytoniu, wysoki stopien zaawansowania i wystgpienie wznowy
wplywaly istotnie na skrocenie czasu przezycia (HR 6.55, 95% CI 4.56-9.42).

Uzyskane wyniki sugeruja, ze czynniki genetyczne, takie jak niektore SNP w
obszarach regulatorowych genéw zwigzanych z angiogeneza, mogg umozliwi¢ w przysztosci
identyfikacj¢ podgrup chorych o wyjatkowo wysokim ryzyku niepowodzenia terapii, co moze
doprowadzi¢ do modyfikacji procedur leczniczych w wybranych przypadkach, a obecnie sta¢
si¢ wskazowka do szczegdtowego monitoringu. Powyzsze obserwacje wymagaja walidacji w
licznych, niezaleznych grupach chorych.

Praca finansowana przez Narodowe Centrum Nauki, grant nr 2016/23/B/NZ5/03470.



WYKORZYSTANIE TECHNIKI SEKWENCJONOWANIA NOWEJ
GENERACJI W POSZUKIWANIU GENOW OPORNOSCI NA TERAPIE
CELOWANA W CZERNIAKU SKORY - WYNIKI I DOSWIADCZENIA

WLASNE

Magdalena Olbryt, Wojciech Piglowski®*, Marcin Rajczykowski*, Aleksandra Pfeifer’, Anna
Fiszer-Kierzkowska?

'Centrum Badah Translacyjnych i Biologii Molekularnej Nowotwordw; 2Laboratorium
Diagnostyki Molekularnej °Zaktad Patologii Nowotworow; ‘Il Klinika Radioterapii i
Chemioterapii; °Zaklad Medycyny Nuklearnej i Endokrynologii Onkologicznej

Technika sekwencjonowania nowej generacji (NGS, Next Generation Sequencing;
inacze] glgbokiego sekwencjonowania) jest jedna z wysokoprzepustowych metod
wykorzystywanych mi¢dzy innymi do analizy genomu i transkryptomu komorek roéznego
typu. W onkologii jest coraz powszechniej stosowana w diagnostyce oraz badaniach
naukowych. Wysoka czuto§¢ oraz przepustowos$¢ pozwala w krotkim czasie zidentyfikowac
wiele zmian genetycznych w wielu probkach, dlatego technika ta jest chetnie
wykorzystywana w poszukiwaniu nowych, rzadszych wariantow genetycznych o potencjalny
znaczeniu klinicznym.

Takie tez zastosowanie ma NGS w naszym projekcie, ktorego celem jest identyfikacja
genetycznej sygnatury opornosci pierwotnej na terapi¢ celowang w zaawansowanym
czerniaku skory.

W projekcie wykorzystano platform¢ do glebokiego sekwencjonowania firmy lon
Torrent oraz program lon Reporter 5, 6 do wstepnej analizy danych. W dalszych analizach
korzystano z programu Alamut Visual, Varsome, OncoCNV 1 innych. Analiza dotyczyta
sekwencji kodujacych lub wybranych miejsc ,,hotspot” panelu 23 gendw 1 zostata wykonana
w 46 probkach DNA pochodzacych z czerniaka skory oraz 2 probek DNA kontrolnego (linia
komorkowa oraz obwodowa krew osoby zdrowej).

Sposrdd 46 analizowanych probek, 39 (82, 6%) spetniato zatozone kryteria techniczne
1 zostato wzigtych do dalszej analizy. We wszystkich probkach zidentyfikowano od 2 do 7
zmian genetycznych innych niz mutacja onkogenu BRAF, natomiast ponad potowa posiadata
warianty genetyczne o potencjalnym znaczeniu klinicznym w 16 sposrdd 23 gendéw panelu.
Najwigcej zmian bylo zlokalizowanych w genach: PTEN, CDKN2A, MITF i CDKA4.
Niewykluczone, Ze niektore z wykrytych wariantow sa powodem opornosci pierwotnej na
terapi¢ celowang u wybranych pacjentoéw. Wyniki sg nadal analizowane.

Podczas realizacji projektu, oprocz wynikdow, zyskaliSmy rowniez cenne
doswiadczenie w wykorzystaniu techniki NGS w badaniach naukowych, ktérym réwniez
chcielibysmy si¢ z Panstwem podzielic.

Projekt jest finansowany ze Srodkow NCN: grant nr 2018/02/X/NZ7/00606.



SEKWENCJONOWANIE GENOW BRCA1/2 W RAKU PIERSI I RAKU
JAJNIKA Z UZYCIEM SYSTEMU ION TORRENT - WNIOSKI PO
2 LATACH DZIALANIA PRACOWNI NGS

Woijciech Piglowski

Laboratorium Diagnostyki Molekularnej, Centrum Badan Translacyjnych i1 Biologii
Molekularnej Nowotwordow.



FERROPTOZA - SMIERC KOMORKOWA W LINIACH PRAWIDLOWYCH |
NOWOTWOROWYCH

Matgorzata Adamiec’?, Dorota Hudy“? Daria Gendosz de Carriello®*, Magdalena
Skonieczna®?

! Zaklad Inzynierii Systemow, Instytut Automatyki, Politechnika Slaska, ul. Akademicka 16,
44-100 Gliwice; 2 Centrum Biotechnologii, Politechnika Slaska, ul. Krzywoustego 8, 44-100
Gliwice; ® Zaktad Fizjologii, Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach; * Katedra i
Zaktad Histologii i Patologii Komorki w Zabrzu

Komorki, zarbwno nowotworowe jak i prawidlowe, ulega¢ moga réznym rodzajom
regulowanych $mierci (ang. Regulated Cell Death, RCD). RCD odgrywa znaczacg role w
homeostazie organizmu, zaréwno w stanach fizjologicznych, jak i patologicznych.
Niewystarczajaca lub nadmierna RCD moze powodowa¢ choroby, np. neurodegeneracyjne,
czy nowotworowe. Smieré¢ ta moze przybra¢ rézne formy, m.in. apoptozy, nekrozy czy
ferroptozy.

Cel: Rozne linie komérkowe badano in vitro pod katem wywotania w nich $mierci zwigzanej
z zelazem — ferroptozy, na skutek promieniowania jonizujacego i UV lub podania induktoréw
i inhibitorow ferroptozy. Z literatury wiadomo, ze niektore linie komorkowe sg bardziej lub
mniej wrazliwe na indukcje tego rodzaju smierci, co z kolei w potgczeniu z zastosowanymi
czynnikami fizyko-chemicznymi czyni je mniej lub bardziej podatnymi na stosowane terapie.

Materialy i metody: Badania prowadzone byly na liniach komoérkowych HCT116, Me45,
K562, HL60 oraz HaCaT. Komoérki poddawane byty promieniowaniu UVA w dawce 10
KJ/m?. Badano w jakim stopniu dodanie induktoréw (RSL3 lub erastyny) i inhibitora
(ferrostatyny-1) ma wptyw na uruchomienie lub zahamowanie $ciezki ferroptozy.

Wyniki: Z literatury wiadomo, ze HL60 (ostra biataczka) jest linig komorkowa wrazliwg na
indukcj¢ ferroptozy, co potwierdzity wykonane badania MTT po dodaniu do komorek
erastyny. Z kolei komoérki K562 (przewlekta biataczka) okazaty sie by¢ oporne na ten rodzaj
smierci. Podobnie linie komorkowe Me45 (czerniak) 1 HCT116 (nowotwor jelita grubego)
wykazaty takze opornos¢ na indukcje ferroptozy. Dopiero w potaczeniu z promieniowaniem
UV uruchomiona zostata w tych liniach ferroptoza. Promieniowanie UV, we wszystkich
liniach (poza HaCaT), wplyngto na zmniejszenie przezywalnosci komorek, zatem jedynie
keratynocyty nie byty podatne na indukcje¢ ferroptozy, zarowno po dodaniu erastyny, jak i po
zastosowaniu promieniowania.

Prace wykonano w ramach grantow nr 02/010/BK 18/0102 (Malgorzata Adamiec, Magdalena
Skonieczna) z Politechniki Slaskiej i UMO-2015/19/B/ST7/02984 (Dorota Hudy) z Narodowego Centrum
Nauki.



BADANIE PROCESOW ADHEZJI I MIGRACJI KOMOREK ME45 POD
WPLYWEM PROMIENIOWANIA UV I IR

Patrycia Nieston!, Malgorzata Adamiec?, Daniel Fochtman®, Patryk Bil?>, Magdalena
Skonieczna®®

! Studenckie Koto Naukowe Biotechnologéw, Politechnika Slaska, ul, Krzywoustego 8, 44-
100 Gliwice; ? Zaktad Inzynierii Systeméw, Instytut Automatyki, Politechnika Slaska, ul.
Akademicka 16, 44-100 Gliwice; ® Centrum Biotechnologii, Politechnika Sla,ska, ul.
Krzywoustego 8, 44-100 Gliwice

Komérki nowotworowe posiadaja trudne do opanowania cechy tj. oddziatywaja na
macierz zewnatrzkomorkowa, tworza przerzuty, prezentujac fenotyp inwazyjny nowotworu.
Radiowrazliwo$¢ okre$la si¢ na podstawie analizy marker6w proceséw przerzutowania oraz
ich ekspresji w roznych warunkach stresu. W raku jelita grubego najczesciej obserwuje si¢
przerzuty do watroby i weztow chtonnych zlokalizowanych w jamie brzusznej. Tylko
wybrane komorki posiadajg zdolno$¢ do migracji, a dzigki obecnosci powierzchniowych
enzymow proteolitycznych maja duzy stopien inwazyjnosci.

Obecnie problem nowotworéw 1 przerzutowania jest problemem cywilizacyjnym.
Identyfikacja markerow predykcyjnych inwazyjnosci i migracji w komoérkach Me45 jest
jednym z glownych celéw tego projektu. Btona podstawna ogranicza ruchliwo$é zdrowych
komorek zakotwiczajac je poprzez receptory roznych biatek. Komorki nowotworowe
rozktadajg skladniki ECM btony, co wyznacza potencjat przerzutowania. Embriogeneza,
angiogeneza, krzepnigcie 1 hemostaza czy gojenie ran, oparte s3 na procesach adhezji i
migracji komorek, co jest zwigzane z oddzialywaniem integryn powierzchniowych z biatkami
macierzy pozakomorkowej. Integryny poza tym biorg udziat w adhezji komorek do podtoza,
sg rowniez przekaznikami sygnaldéw do wnetrza. Kadheryny odpowiedzialne s3a za
prawidlowy kontakt i1 adhezje komrek epitelialnych. Wiele MT-MMP znajduje si¢ na
powierzchni bardzo ruchliwych komorek nowotworowych. W wyniku aktywacji receptorow
zwigzanych z biatkiem G (GPCR) uruchamiajg si¢ szlaki zwigzane z wewnatrzkomorkowymi
przekaznikami sygnalowymi. Nadmierna produkcja metaloproteinaz moglaby prowadzi¢ np.
do powstania nowotworu. Aktywne metaloproteinazy macierzowe moga by¢ inaktywowane
przez tkankowe inhibitory metaloproteinaz TIMP.

IR jest niebezpieczne dla tkanek szybko proliferujacych (komoérki nowotworowe tez moga
wykazywaé¢ radiowrazliwo$¢), moze zaburza¢ cykl komorkowego 1 prowadzi¢ do apoptozy.
Sporbujemy wykaza¢ zwigzek pomiedzy radioopornoscia a wzmocnieniem/ostabieniem
adhezji komorek i inwazyjnoscia w napromienianych komoérkach. Oznaczylismy zdolnos$ci
proliferacyjne komoérek (Cell Index, CI), co pomoglo okresli¢ toksyczny wptyw IR na
komorki prawidtowe NHDF i nowotworowe Me45. Analizy wykonano na podstawie
wynikow z przyzyciowego systemu pomiaru impedancji, gdzie opor przeptywu pradu przez
komorki wyznacza ich kondycje, ilos¢ i adhezje.

Prace wykonano w ramach grantéw nr 02/010/BK_18/0102 (Malgorzata Adamiec, Magdalena

Skonieczna) z Politechniki Slaskiej i UMO-2015/19/B/ST7/02984 (Patryk Bil) z Narodowego Centrum
Nauki.
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MIGRACJA KOMOREK NOWOTWOROWYCH I PRAWIDLOWYCH
W WARUNKACH STRESU OKSYDACYJNEGO

Daniel Fochtman®, Matgorzata Adamiec?, Patrycja Nieston', Dorota Hudy?, Patryk Bil?,
Magdalena Skonieczna®®

IStudenckie Kolo Naukowe Bitechnologdw, Politechnika Slaska, ul, Krzywoustego 8, 44-100
Gliwice; *Zaklad Inzynierii Systeméw, Instytut Automatyki, Politechnika Slaska, ul.
Akademicka 16, 44-100 Gliwice; >Centrum Biotechnologii, Politechnika Slqska, ul.
Krzywoustego 8, 44-100 Gliwice

Promieniowanie jonizujace to czynnik fizyczny wykorzystywany w radioterapii przy
leczeniu, lub coraz czg$ciej, w uzupetnianiu leczenia nowotwordow (terapie skojarzone).
Istotng cze$cig w opracowaniu takiej terapii dla danego pacjenta jest okreslenie dawki, jaka
powinna zostaé uzyta W skutecznym leczeniu tak, aby nie uszkadza¢ zdrowych tkanek
sasiadujacych z nowotworem.

Celem pracy bylo okre$lenie dawek promieniowania jonizujacego (IR), ktore
oddziatujg stymulujaco oraz wyciszajaco na ruchliwo$¢ komoérek normalnych (NHDF -
fibroblasty) i nowotworowych skory (Me45 - czerniak). W tym celu wykonano
dlugoterminowy i przyzyciowy test zdrapaniowy (Wound Healing Assay) dla komorek, ktore
wystawione byly na promieniowanie jonizujace w dawkach 0,2-12 Gy. Wound Healing Assay
to prosta, tania i bardzo bezposrednia metoda badania ruchliwosci komorek in vitro, co
pozwala na oszacowanie zdolnosci danej linii nowotworowej do wzmozonej inwazyjnosci |
ewentualnie tworzenia przerzutoéw. Im wigksza ruchliwo$é, tym wigksza szansa, iz dane
komorki przedostang si¢ poza obszar, w ktorym znajdowaly si¢ pierwotnie 1 utworza
przerzuty w innych tkankach czy organach.

Wyniki, ktére uzyskano wskazuja na fakt, iz dzialanie promieniowaniem na komorki
powoduje zmiang ich ruchliwo$ci. Dawki dziatajace stymulujaco 1 wyciszajaco nie pokrywaty
si¢ jednak pomiedzy dwoma typami komorek. O ile NHDF osiaggnely ogdlna wyzsza
konfluencj¢ w porownaniu do Me45 w trakcie trwania eksperymentu, to byly bardziej
wrazliwe na dzialanie promieniowania w stosunku do swojej kontroli (wyciszenie dla NHDF
~8Gy; dla Me45 ~12Gy). Zebrane zdjecia mikroskopowe pozwolily na znalezienie rdznic
tkankowych dla danych linii komorkowych: o ile NHDF wykazywaty si¢ wigksza
ruchliwo$cia przy nizszej proliferacji, to Me45 — zmniejszonag ruchliwoscia przy wyzszej
proliferacji.

W potaczeniu z innymi metodami (np. badaniem proliferacji w trakcie trwania testu),
Wound Healing Assay moze mieé¢ szczegdlne znaczenie w wielu dziedzinach m.in. w
medycynie do okreslania skutecznych dawek promieniowania w leczeniu nowotwordw; jako
technika wymagajaca jedynie podstawowego sprzgtu laboratoryjnego moze zosta¢ w tatwy
sposob zautomatyzowana, a w potgczeniu z narzedziami stosowanymi w informatyce — moze
umozliwi¢ przewidywanie zachowania komorek traktowanych ro6znymi czynnikami
(chemicznymi, fizycznymi, czy mechanicznymi); w biochemii lekdéw 1 biologii molekularnej
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moze pozwala¢ na okreslanie toksycznosci roznych zwigzkéw chemicznych, itp. Z kolei
zastosowanie obserwacji przyzyciowych pozwala na $ledzenie pojedynczych komorek i
zmian behawioralnych w catych populacjach.

Prace wykonano w ramach grantéw nr 02/010/BK 18/0102 (Malgorzata Adamiec, Magdalena
Skonieczna) z Politechniki Slaskiej i UMO-2015/19/B/ST7/02984 (Dorota Hudy, Patryk Bil) z Narodowego
Centrum Nauki.
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SYNTAZA TLENKU AZOTU - ISTOTNY ELEMENT MECHANIZMU
OGRANICZAJACEGO STRES OKSYDACYJNY W KOMORKACH

1,2
|

Patryk Bil"?, Sylwia Ciesielska'?, Joanna Rzeszowska-Wolny?

! Zaklad Inzynierii Systemow, Instytut Automatyki, Politechnika Slaska, ul. Akademicka 16,
44-100 Gliwice; ? Centrum Biotechnologii, Politechnika Slaska, ul. Krzywoustego 8, 44-100
Gliwice;

Syntazy tlenku azotu pelnia wazng rolg¢ w ograniczaniu stresu Oksydacyjnego w
ludzkich komorkach. Tetrahydrobiopteryna (BH4) jest kofaktorem wszystkich trzech izoform
NOS wystepujacych u ludzi (nNOS, iNOS i eNOS), zwigzanie si¢ jej z NOS warunkuje
produkcje tlenku azotu. Tetrahydrobiopteryna konkuruje o miejsce wigzania ze swoj3
utleniong forma dihydrobiopteryng (BH2), ktéra po zwigzaniu z syntaza tlenku azotu,
prowadzi do przetaczenia si¢ NOS na produkcje anionorodnika ponadtlenkowego. Kiedy
dochodzi w komorkach do wystgpienia stresu oksydacyjnego, przektada si¢ to na przyrost
ilosci dihydrobiopteryny wzgledem catkowitej puli komoérkowej biopteryny. Zwigkszona
biodostgpnos¢  anionorodnika  ponadtlenkowego  dla  dysmutaz = anionorodnika
ponadtlenkowego (SOD), przektada si¢ na zwigkszong produkcje nadtlenku wodoru, ktory z
Kolei indukuje cyklohydrolaz¢ GTP, przeksztalcajaca GTP w BH4. Wzrastajaca ilos¢ BH4
wzgledem BH2 ogranicza dziatanie stresu oksydacyjnego i ulatwia odzyskanie roéwnowagi
oksydoredukcyjnej w komorce.

Prowadzone badania maja na celu znalezienie wszystkich istotnych elementow tego
procesu metodami eksperymentalnymi i opierajac si¢ na danych literaturowych, a takze
stworzenie modelu procesOw zachodzacych w  obrgbie pojedynczej komorki,
uwzgledniajacego cykl komorkowy. Identyfikacja kluczowych elementéw mechanizmu
zwigzanego z syntazami tlenku azotu w odpowiedzi na stres oksydacyjny, powinna pozwoli¢
na podstawie pomiaru poziomu tlenku azotu i anionorodnika ponadtlenkowego dokonaé
predykcji modelem, czy komoérka ma szansg¢ odzyska¢ rownowage oksydoredukcyjna, czy tez
stres oksydacyjny doprowadzi do jej Smierci.

Prace wykonano w ramach grantu nr 02/010/BK_18/0102 (Patryk Bil) z Politechniki Slaskiej.
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IMMUNOLOKALIZCJA VISFATYNY/NAMPT W TKANCE GUZA
ORAZ JEJ ILOSCIOWA OCENA W OSOCZU PACJENTOW
ZNOWOTWORAMI JELITA GRUBEGO

Rafat Buldak

Katedra 1 Zaklad Biochemii, Wydzial Lekarski z Oddziatem Lekarsko-Dentystycznym w
Zabrzu, Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach
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ANALIZA BIOGENEZY MIRNA W CHEONIAKACH
B-KOMORKOWYCH

Izabella Slezak-Prochazka

Centrum Biotechnologii, Politechnika Slaska, ul. Krzywoustego 8, 44-100 Gliwice;

MikroRNA to male (~22nt) jednoniciowe niekodujace RNA, ktore hamujag ekspresje
genow poprzez represje translacji i/lub destabilizacje transkryptow docelowych. MiRNA
moga by¢ zlokalizowane w intronach lub eksonach genéw kodujacych i niekodujacych biatka,
jak rowniez w regionach miedzygenowych. Kanoniczna biogeneza miRNA sklada si¢ z
dwoch etapow. Transkrypcja genéw kodujacych miRNA skutkuje powstaniem dhugich
pierwotnych transkryptow (pri-miRNA) ulegajacych obrobce przez kompleks Drosha-
DGCRS8 do prekursorowego miRNA (pre-miRNA), ktore sa eksportowane do cytoplazmy i
ulegaja dalszej obrobee przez endonukleaze Dicer do dojrzatych miRNA. Biogeneza miRNA
podlega Scistej kontroli, co powoduje, ze profil ekspresji miRNA jest specyficzny dla tkanek i
komorek na roznym stadium rozwoju.

Celem badan byla analiza biogenezy miRNA poprzez pordéwnanie poziomoOw pri-
miRNA do dojrzatego miRNA. W badaniach okresliliSmy poziom pri-miRNA i miRNA w
prawidlowych limfocytach B oraz 3 liniach komérkowych chtoniaka Burkitta (CA46, Ramos
1 ST486) oraz 3 liniach komérkowych chioniaka Hodgkina (L1236, L428 i SupHD1). Poziom
miRNA zostal zbadany przy pomocy macierzy miRNA. By okresli¢ poziom pri-miRNA,
zaprojektowano macierz ekspresji genow, ktora zawierata 3421 sondy dla 662 pri-miRNA,
dla ktorych posiadaliSmy dane dotyczace poziomu dojrzatego miRNA w badanych prébkach.
Sondy dla pri-miRNA pokrywaty region ,wsuwki do wloséw’ i region bezposrednio
sgsiadujacy. Dla kazdej struktury ,,wsuwki do wlosow” zostalo zaprojektowanych
maksymalnie 6 sond.

Sposrod 662 badanych pri-miRNA, 334 bylo ekspresjonowanych przynajmniej w 1
probee (przynajmniej 2 z 6 sond), ale tylko dla 190 wykryto mierzalny poziom dojrzatego
miIRNA w przynajmniej jednej probce. Pozostate 144 pri-miRNA nie byto
ekspresjonowanych na poziomie miRNA. Co wazne, poziom tych 144 pri-miRNA nie réznit
si¢ znaczaco od poziomu pri-miRNA, dla ktérych wykryto dojrzale miRNA. Zatem brak
mierzalnej ekspresji mMiRNA nie wynika z niskiego poziomu pri-miRNA w komorkach, lecz
wskazuje na mozliwy brak dojrzewania tych pri-miRNA w badanych komorkach.
Dodatkowo, pokazaliSmy, iz wsérod pri-miRNA niepodlegajacych obrobce 68 (43%) jest
wspolnych dla wszystkich badanych komorek, a kolejne 40 (25%) jest wspolnych dla 6 linii
chtoniakow Burkitta 1 Hodgkina, ale nie dla limfocytow B. Te wyniki sugeruja, iz czgs¢
pierwotnych transkryptow jest ekspresjonowana, ale nie podlega obrdbce to dojrzalych
miRNA w limfocytach B czy chloniakach B-komorkowych.

Nastepnie wyciszyliSmy kluczowe dla biogenezy biatko DGCR8 w komoérkach L1236
za pomocg shRNA, co spowodowalo 2,4—krotny spadek jego ekspresji w porownaniu do
komorek transdukowanych wektorem kontrolnym. Wyciszenie DGCRS8 doprowadzito do
przynajmniej 2-krotnego wzrostu poziomu pri-miRNA jedynie dla 177 sond dla 63 pri-
miRNA. Natomiast poziom ogromnej wigkszosci pri-miRNA nie zmienit si¢. Najsilniejszy,
10 do 90-krotny, wzrost intensywnosci sygnatu wykazaty 34 sondy nalezagce do 6 miRNA z
klastra miR-17~92a. Zatem, wyciszenie DGCRS8 powoduje akumulacje tylko czesci pri-

miRNA, ktore sg bardziej wrazliwe na zmiany poziomu DGCRS.
Badania realizowane w ramach grantu nr 2015/19/D/NZ1/03443 finansowanego ze Srodkéw Narodowego
Centrum Nauki.
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PROFIL MIRNA - JAK INTERPRETOWAC WYNIKI?

Piotr Widlak

Centrum Badan Translacyjnych i Biologii Molekularnej Nowotwordéw, Centrum Onkologii-
Instytut im. M. Sktodowskiej-Curie, Oddziat w Gliwicach, ul. Wybrzeze AK 15, Gliwice

Mamy informacj¢ o poziomie miRNA zmierzonych w do$wiadczeniu biologicznym. Co
dalej? Jak zdecydowac¢ o progu szumu? Jak zdecydowac¢ o progu obserwowanej zmiany? Jak
bioinformatycznie powigza¢ zaobserwowane zmiany w poziomie miRNA z funkcjami
biologicznymi?

Prezentacja odpowiada na te i inne pytania na podstawie doswiadczenia badajacego
profil mMiIRNA w egzosomach uwalnianych przez napromienione komorki.
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BADANIA TRANKRYPTOMICZNE | GENOMICZNE Z
ROZDZIELCZOSCIA POJEDYNCZEJ KOMORKI — ANALIZA
HETEROGENNOSCI NOWOTWORU Z WYKORZYSTANIEM

PLATFORMY CHROMIUM

Wojciech Bieniek

Perlan Technologies Polska Sp. z 0.0.

Ztozone struktury biologiczne, takie jak guzy nowotworowe, skladaja si¢ z populacji
komorek cechujgcych si¢ réoznymi profilami ekspresji gendéw, czy réznym poziomem
ploidalnosci. Standardowe techniki analiz transkryptomicznych i genomicznych oparte na
materiale genetycznym pochodzacym z réznych typoéw komorek daja wyniki stanowiace
usredniong informacj¢, ktoéra nie oddaje rzeczywistej zlozonosci proceséw biologicznych
zachodzacych w badanych strukturach.

System Chromium firmy 10x Genomics stuzy do analizy ekspresji genow, zmian liczby
kopii, czy dostgpnosci chromatyny z rozdzielczosciag pojedynczej komodrki w tysigcach
komorek, co otwiera mozliwosci szybkiej 1 wiarygodniej analizy heterogenno$ci nowotworu.
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SESJA 2 — KOMORKOWA ODPOWIEDZ NA STRES
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CZY HSPA2 JEST POWIAZANE Z REGULACJA GOSPODARKI
WAPNIOWEJ W KERATYNOCYTACH?

Vira Chumak, Damian Matys$niak, Agnieszka Gogler-Pigtowska, Zdistaw Krawczyk,
Krystyna Klyszcz, Dorota Scieglinska

Centrum Onkologii-Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie, Oddziat w Gliwicach, Centrum
Badan Translacyjnych i Biologii Molekularnej Nowotworow

HSPA2 (Heat Shock Protein A2) nalezy do biatek opiekunczych z rodziny HSPA
(HSP70). Funkcje tego bialka zostaly najszerzej poznane w Kontekscie spermatogenezy u
gryzoni 1 czlowieka, natomiast rola HSPA2 w innych tkankach jest zbadana stabo.
Scieglinska i wsp. wykazali obecno$é HSPA2 w orzesionym nabtonku drog oddechowych,
wielowarstwowym nabtonku przelyku i skory cztowieka. Ciekawym jest to, ze HSPA2
znajduje si¢ gtownie w komorkach warstwy podstawnej tych nabtonkow, ktore jak wiadomo,
jedyne zachowuja zdolno$¢ do proliferacji. Wezedniejsze nasze badania pokazaty, ze HSPA2
moze uczestniczy¢ w regulacji podejmowania przez keratynocyty warstwy postawnej
naskorka decyzji o rozpoczeciu terminalnego réznicowania.

Jednym z czynnikdéw regulujacych roznicowanie keratynocytow sg jony wapnia.
Poniewaz w naskérku wystepuje gradient jonoOw wapnia, ktéry wzrasta w kierunku warstw
coraz bardziej zrdéznicowanych keratynocytow, celem tego badania bylo pokazanie, czy
poziom HSPA2 w keratynocytach jest uzalezniony od stg¢zenia jonéw wapnia w srodowisku
komorek. Ludzkie spontanicznie immortalizowane keratynocyty linii HaCaT byly hodowane
w warunkach niskiego (> 0,06 mM) i wysokiego (1,8 mM) stezenia jonow wapnia.
Wykazano, ze nagla zmiana st¢zenia zewnatrzkomérkowego wapnia, zarOwno z niskiego na
wysokie, jak tez odwrotnie dochodzi do wzrostu ilosci biatka HSPA2 w komorkach. Dla
potwierdzenia hipotezy, ze HSPA2 moze mie¢ zwigzek z gospodarka wapniowa w
keratynocytach, przeprowadziliSmy porownawcza analize sygnalizacji wapniowej. W tym
celu wykorzystali$my immortalizowane ludzkie keratynocyty linii KerCT z normalnym
poziomem HSPA2 oraz ze stabilnie zahamowang ekspresja genu HSPA2 na drodze
mechanizmu RNAi. Stosujagc komercyjng sonde FURA-2AM wykazaliSmy, Ze keratynocyty z
obnizong iloscia HSPAZ2 cechuje nizszy wewnatrzkomorkowy poziom jonéw wapnia niz
komorki kontrolne.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze biatko HSPA2 moze by¢ jednym z elementow lancucha
przekazywania sygnalu wapniowego w keratynocytach. Poniewaz wapn jest waznym
czynnikiem regulujacym réznicowanie keratynocytéw i utrzymujacym homeostaze naskorka,
zbadanie roli HSPA2 w kontekscie sygnalizacji wapniowej poszerzy¢ rozumienie procesow
fizjologicznych 1 patofizjologicznych zachodzacych w skorze.

Praca powstala w wyniku realizacji projektu badawczego o numerze 2017/25/B/NZ4/01550 finansowanego
ze Srodkow Narodowego Centrum Nauki, Polska.
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HSF1 POZYTYWNIE WPLYWA NA ZDOLNOSC KOMOREK MCF7 DO MIGRACJI
POD WPLYWEM 17BETA-ESTRADIOLU

Patryk Janus', Agnieszka Toma-Jonik*, Tomasz Stokowy?, Wieslawa Widlak', Natalia
Vydra

! Centrum Badan Translacyjnych i Biologii Molekularnej Nowotworow, Centrum Onkologii-
Instytut im. M. Sktodowskiej-Curie, Oddziat w Gliwicach, ul. Wybrzeze AK 15, Gliwice;
2 Department of Clinical Science, University of Bergen, Bergen, Norway

Czynnik transkrypcyjny HSF1 jest znany, jako gtéwny regulator ekspresji genow HSP
(ang. heat shock protein) w odpowiedzi na dziatanie podwyzszonej temperatury. Poza
aktywacja ekspresji genow HSP, HSF1 moze wplywa¢ na ekspresje innych gendéw oraz
poprzez oddziatywania z innymi biatkami uczestniczy¢ w réznych procesach komorkowych,
np. remodelowaniu chromatyny, poliadenylacji, transporcie mRNA do cytoplazmy. Nie do
konca poznane mechanizmy zalezne od HSF1 moga mie¢ rowniez wpltyw na powstanie
fenotypu nowotworowego, wzrost i przezywalno$¢ komorek nowotworowych.

Celem naszych badan jest poznanie mechanizmow molekularnych prowadzacych do
aktywacji HSF1 w komoérkach nowotworowych piersi i jej biologicznego znaczenia.
Wykazalismy, ze HSF1 jest aktywowany (fosforylacja w pozycji Ser326) przez estrogen (17-
estradiol, E2) za posrednictwem ER (ang. estrogen receptor), ale nie ER lub GPER1
Traktowanie estrogenem ER-pozytywnych komorek MCF7 zwigksza ich tempo proliferacji
oraz migracji w komorze Boydena. Obnizenie ekspresji HSF1 za pomocg swoistych shRNA
lub systemu edycji genomu CRISPR/Cas9 nie wptywato na tempo proliferacji pod wplywem
E2, ale hamowato migracj¢ w komorze Boydena. W poszukiwaniu zmian ekspresji genow
indukowanych przez E2 wykonali$my RNA-Seq w komarkach z obnizong ekspresja HSF1.
Wsrod procesow biologicznych, na ktére wptywa estrogen, najbardziej zalezne od HSF1 sa
procesy zwigzane z adhezjg komorek 1 angiogeneza. Uzyskane wyniki wskazujg na udziat
aktywowanego przez E2 HSF1 w nabywaniu fenotypu ulatwiajacego tworzenie przerzutéw
nowotworowych.

Praca finansowana ze S$rodkow Narodowego Centrum Nauki, nr grantéw 2014/13/B/NZ7/02341,
2015/17/B/NZ3/03760.
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ROLA BIALEK OPIEKUNCZYCH Z RODZINY HSPA (HSP70) W
ETIOPATOGENEZIE LUSZCZYCY

Damian Matyéniak’, Vira Chumak®, Agnieszka Gogler-Pigtowska®, Damian Sojka', Marek
Michalski?, Urszula Bojko®, Dorota Scieglinska®

'Centrum Badan Translacyjnych i Biologii Molekularnej Nowotwordow, Centrum Onkologii-
Instytut im. Marii Sklodowskiej-Curie, Oddziat w Gliwicach, Gliwice, Polska; 2 Katedra i
Zaktad Histologii 1 Patologii Komorki, Slaski Uniwersytet Medyczny w Zabrzu, Zabrze,
Polska

Luszczyca to zapalna choroba skéry o stabo poznanej etiopatogenezie. Keratynocyty
luszczycowe charakteryzujga si¢ nadmierng proliferacja stymulowang przez interleukiny
prozapalne, wytworzone przez komoérki Thl i Thl17. W efekcie prowadzi to do zmian w
stratyfikacji naskorka i powstania blaszki luszczycowe;.

Wyniki dotychczasowych badan wskazuja na mozliwy wplyw biatek opiekunczych z
rodziny HSPA (HSP70) na regulacj¢ odpowiedzi prozapalnej w skorze tuszczycowej. Biatka
te po wydzieleniu do przestrzeni zewnatrzkomérkowej moga, jako sygnaly ostrzegawcze
wplywa¢ na uklad odpornosciowy informujac o zaburzeniu stanu homeostazy lub
uszkodzeniu komorki. W zmienionych przez chorobe¢ warstwach skoéry obserwowano
zmieniong lokalizacj¢ biatek rodziny HSPA, takich jak: HSPA5 (GRP78) i HSPAL. Co
istotne, keratynocyty tuszczycowe cechuje zwigkszona zdolno$¢ do wydzielania biatka
HSPA1 do otoczenia zewnatrzkomorkowego oraz jego internalizacji, co moze sugerowac
udzial tych bialek w komunikacji miedzykomodrkowej oraz transdukcji sygnatoéw
prozapalnych.

Wykazalismy, ze w skorze luszczycowej dochodzi takze do silnej nadprodukcji
jednego ze stabiej poznanych przedstawicieli rodziny HSPA, a mianowicie biatka HSPA2. W
prawidtowej skorze HSPA2 lokalizuje si¢ selektywnie w warstwie podstawnej naskorka,
natomiast w zmianach tuszczycowych bialko to pojawia si¢ tez w komorkach otaczajacych
naczynia krwionosne oraz hiperproliferujgcych keratynocytach. Obserwowali§my tez, ze
zahamowaniu ekspresji genu HSPA2 w spontanicznie unie$miertelnionych keratynocytach
linii HaCaT towarzyszyt wzrost ekspresji genow S100A8 i S100A9, uznanych markeréw
tuszczycowych. Wyniki te sugeruja, ze funkcje biatka HSPA2 moga by¢ powigzane z
etiopatogenezg tuszczycy.

W celu zbadania roli HSPA2 w powstawaniu zmian tuszczycowych wykorzystamy
ludzkie prawidtowe uniesmiertelnione keratynocyty naskorkowe (HaCaT, KerCT) oraz
keratynocyty pierwotne z normalnym, endogennym poziomem ekspresji genu HSPA2 oraz
warianty ze stabilnie obnizong i/lub podwyzszong ekspresjg. Do indukcji fenotypu
huszczycowego zastosujemy standardowo stosowane metody:

- stymulacja mieszaning rekombinowanych interleukin i cytokin (IL-1a, IL-17A, IL-22,
Oncostatin M, TNFa, INF-y);

- stymulacja kondycjonowana pozywka znad komoérek jednojadrzastych z krwi obwodowej
aktywowanych lipopolisacharydem.

Zamierzamy zbada¢ wptyw indukcji stanu zapalnego towarzyszacego tuszczycy na
zmiany ekspresji genu HSPA2, zmiany wewnatrzkomoérkowe;j lokalizacji biatka oraz poziom
jego sekrecji z keratynocytow, a takze potencjalny wpltyw HSPA2 na profil cytokin
wydzielanych przez stymulowane keratynocyty. Przeprowadzone badania pomoga nam lepiej
zrozumie¢ role biatka HSPA2 w etiopatogenezie tuszczycy. Wiedza ta moze wptywac na
powstanie nowatorskich terapii opartych na inhibitorach biatek z rodziny HSPA.

21



UDZIAL CZYNNIKA TRANSKRYPCYJNEGO SP1 W REGULACJI
EKSPRESJI GENOW Z RODZINY HSPA (HSP70)

Damian Sojka', Sylwia Hasterok'? Agnieszka Gogler-Piglowska', Anna Wieczorek’,
Krystyna Klyszcz®, Dorota Scieglinska®

! Centrum Badan Translacyjnych i Biologii Molekularnej Nowotwordéw, Centrum Onkologii-
Instytut im. Marii Sklodowskiej-Curie, Oddziat w Gliwicach, Gliwice, Polska; 2 Katedra
Biochemii, Wydzial Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet Slaski w Katowicach,
Katowice, Polska; ® Zaktad Biologii Komorki i Mikroskopii Elektronowej, Uniwersytet Jana
Kochanowskiego w Kielcach, Kielce, Polska

Rodzina biatek szoku cieplnego HSPA/HSP70 (ang. heat shock protein, HSPA) grupuje
biatka opiekuncze o masie okoto 70 kilodaltonéw charakteryzujace si¢ wysokim poziomem
podobienstwa sekwencji aminokwasowej. Biatka HSPA ulegaja nadprodukcji w wielu typach
nowotworow 1 sg czesto uwazane ze niekorzystny czynnik rokowniczy. Dane literaturowe
sugeruja, ze HSPA moga podtrzymywaé agresywny fenotyp komorek nowotworowych oraz
uczestniczy¢ w odpowiedzi na chemioterapi¢ zwickszajac opornos¢ komorek. W zwigzku z
powyzszym, biatka te zaczety by¢ traktowane, jako potencjalny punkt uchwytu dla nowych
lekow przeciwnowotworowych.

Celem niniejszej pracy byla  scharakteryzowanie  odpowiedzi  komorek
niedrobnokomorkowego raka ptuca (NDRP) na zastosowanie Manumycyny A, antybiotyku
produkowanego przez Streptomyces parvulus. Zwigzek ten wykazuje dziatanie
przeciwnowotworowe i jest znany, jako inhibitor transferazy farnezylowej RAS oraz czynnika
transkrypcyjnego Spl (ang. specificity protein 1).

W niniejszej pracy wykazaliSmy, ze (1) traktowanie komorek NDRP Manumycyna A
skutkuje obnizeniem poziomu czynnika transkrypcyjnego Spl, czemu towarzyszyly
zrdznicowane zmiany w poziomie biatek z rodziny HSPA, a mianowicie zmniejszenie
produkcji kilku przedstawicieli tej rodziny 1 silna nadprodukcja pozostaltych: m.in. HSPA1
oraz HSPA6. Manumycyna A (2) ma silne dzialanie cytotoksyczne i antyproliferacyjne w
NDRP, co moze mie¢ zwigzek z hamowaniem ekspresji gendw z rodziny HSPA waznych dla
przezycia komorki. Co wigcej (3), skojarzenie Manumycyny A ze swoistym chemicznym
inhibitorem biatek HSPA VER 155008 ma dzialanie synergistyczne. Dziatanie to wyraza si¢
m.in. poprzez zahamowanie cyklu komérkowego oraz aktywacje apoptozy.

W celu weryfikacji hipotezy jakoby Spl byt czynnikiem waznym w regulacji ekspresji
gendw z rodziny HSPA zastosowany zostat kolejny inhibitor tego czynnika, a mianowicie
antybiotyk mitramycyna A. Zaobserwowano, ze (4) mitramycyna hamuje produkcje wielu
biatek rodziny HSPA, czemu towarzyszy obnizenie poziomu czynnika transkrypcyjnego Spl
we wszystkich analizowanych liniach komorkowych NDRP. Mitramycyna, podobnie jak
Manumycyna A, wykazuje dziatanie toksyczne dla komérek NDRP.

Podsumowujac, uwazamy, ze czynnik transkrypcyjny Spl jest zaangazowany w regulacje

ekspresji wielu genow/biatek z rodziny HSPA, a zahamowanie jego aktywnos$ci skutkuje
drastycznym spadkiem Zywotno$ci komorek niedrobnokomdrkowego raka ptuca.

Praca powstala w wyniku realizacji projektu badawczego o nr 2016/21/N/NZ5/01917 finansowanego ze
srodkow Narodowego Centrum Nauki.
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W POSZUKIWANIU OPTIMUM; CZY SYSTEM HODOWLI
KOMOREK GLEJAKA WIELOPOSTACIOWEGO MA ZNACZENIE W
UJAWNIANIU SIE ZMIAN FENOTYPU ZALEZNEGO OD BIALKA
OPIEKUNCZEGO HSPA2?

Agnieszka Gogler-Pigtowska, Anita Straczynska-Niemiec, Damian Sojka, Mykola Chekan,
Urszula Bojko, Dorota Scieglinska

Centrum Onkologii-Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie, oddzial w Gliwicach

Glejak wielopostaciowy (tac. glioblastoma multiforme, GBM) jest pierwotnym
nowotworem wewnatrzczaszkowym klasyfikowanym, jako najbardziej ztosliwa posta¢ zmian
wywodzacych si¢ z gleju gwiazdzistego. GBM jest nowotworem o skrajnie niekorzystnym
rokowaniu; czas przezycia pacjentow od rozpoznania wynosi zwykle kilkanascie miesiecy.
Powodowane jest to zarowno lokalizacja nowotworu (wazne fizjologicznie struktury mézgowia),
jak 1 jego niezwykle dynamicznym wzrostem. Ponadto, komdrki nowotworowe cechuje wysoka
inwazyjnos¢, co jest glbwng przyczyna niepowodzen w leczeniu chorych na GBM.

Dane literaturowe wskazuja na udziat bialek opiekunczych rodziny HSPA (HSP70) w
modulowaniu wzrostu 1 ruchliwosci komoérek nowotworowych. Do wspomnianej rodziny nalezy
biatko HSPA2, ktorego ekspresje i funkcje przez lata wigzano z regulacja procesu spermatogenezy
oraz z ptodnoscig mezczyzn. Obecnie wiadomo, rowniez dzigki naszym badaniom, ze gen HSPA2
jest aktywny w niektorych populacjach komoérek somatycznych. Ponadto badania in vitro nad rola
HSPA2 w komoérkach nowotworowych pochodzenia nabtonkowego wskazuja na jego istotng role
w utrzymywaniu ztosliwego fenotypu. Natomiast rola biatka HSPA2 w biologii nowotworéw
osrodkowego uktadu nerwowego jest nieznana.

W prezentowanych badaniach podj¢liSmy si¢ opisania udzialu bialka opiekunczego
HSPA2 w modulacji fenotypu komorek glejaka wielopostaciowego. Wyniki badan
immunohistochemicznych pokazaly zmieniong lokalizacj¢ biatka HSPA2 w ludzkich glejakach in
vivo w odniesieniu do prawidlowe]j tkanki moézgowej — wzrost poziomu biatka towarzyszyt
zwigkszeniu zlosliwosci histologicznej guza, co moze sugerowa¢ udzial biatka HSPA2 w
modulowaniu fenotypu komorek glejaka wielopostaciowego. Przeprowadzilismy analizy
funkcjonalne in vitro, ktore objety manipulacje poziomem HSPA2 i okreslenie, czy i w jaki
sposob niedobor biatka wptywa na wzrost i ruchliwos¢ komorek glejaka wielopostaciowego in
vitro. Obnizenie poziomu biatka HSPA2 w komoérkach GBM utrzymywanych w standardowe;j
dwuwymiarowej hodowli in vitro nie skutkowalo zmiang tempa namnazania oraz ruchliwosci
komorek, w odpowiedzi na obecne w otoczeniu chemokiny. PrzeprowadziliSmy ponadto badania
w uktadzie tréjwymiarowym (3D) symulujacym stan guza in vivo i obserwowalismy zalezne od
poziomu HSPA2 zmiany morfologii komérek GBM oraz zmiany rozleglosci obszaru
inwazyjnego, ktére nie byly zauwazalne w doswiadczeniach prowadzonych na komoérkach
hodowanych w monowarstwie (2D). Powyzsze obserwacje pokazuja, ze zmiany fenotypu
komorek glejaka wielopostaciowego Spowodowane deficytem biatka HSPA2 moga by¢ zalezne
od organizacji przestrzennej komorek.

W $wietle powyzszych danych, zasadnym wydaje si¢ by¢ prowadzenie przysztych badan,
majacych na celu wyjasnienie roli biatka HSPA2 w biologii GBM na tr6jwymiarowych modelach
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in vitro oraz na zwierzecych modelach in vivo. Wskazanie roli biatka opiekunczego HSPA2 np. w
modulowaniu ruchliwo$ci komoérek glejaka wielopostaciowego wzbogaci wiedz¢ o biologii tego
najbardziej agresywnego nowotworu osrodkowego uktadu nerwowego i pozwoli na poszukiwane
w przysztosci nowych przeciwnowotworowych strategii terapeutycznych.

Praca powstala w wyniku realizacji zadania badawczego 2017/01/X/NZ3/01753 finansowanego ze Srodkéw
Narodowego Centrum Nauki.
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DETEKCJA BIALEK ODDZIALUJACYCH Z MYSIM BIALKIEM LOC66598

Katarzyna Mrowiec, Marek Chadalski, Monika Pietrowska, Anna Paszek, Agnieszka Toma-
Jonik, Patryk Janus, Natalia Vydra, Wiestawa Widtak

Centrum Badan Translacyjnych i Biologii Molekularnej Nowotwordéw, Centrum Onkologii-
Instytut im. M. Sktodowskiej-Curie, Oddziat w Gliwicach, ul. Wybrzeze AK 15, Gliwice

Mysi gen 3110001122Rik kodujacy biatko LOC66598 znajduje si¢ w pierwszym
intronie genu Bfar (bifunkcyjny regulator apoptozy). Myszy z nokautem genu 3110001122Rik
nie wykazujg zadnych znaczacych zmian fenotypowych, a funkcja tego genu jest nieznana.
OdkrylisSmy, ze biatko LOC66598 lokalizuj¢ si¢ glownie w jadrze komorkowym, a jego
nadekspresja moze indukowaé apoptozg. Aby uzyskaé¢ umiarkowany poziom ekspresji biatka
fuzyjnego LOC66598/EGFP w komorkach NIH3T3, zastosowalismy lentiwirusowy system
ekspresji indukowany doksycykling.

Poszukujac biatek oddziatujacych z LOC66598 wykonalismy koimmunoprecypitacje
(GFP-trap, Chromotek), a nastepnie analize bialek na spektrometrze Orbitrap. Wstgpna
analiza wskazuje na oddziatywania LOC66598 z biatkami rybosomalnymi 40S (S25, S27,
S14, S19, S3), histonami (H1.2, H1.4, H3.3C), bialkami zaangazowanymi w splicing (SFPQ,
SNRPA1, HNRNPA3, NONO, KHDRBS3) oraz w sygnalizacj¢ wapniowa (HPCALI,
PTK2B). Co ciekawe, wiadomo, ze biatka SFPQ 1 NONO nalezace do rodziny DBHS biatek
wigzacych RNA dzialajg jako heteromer 1 sg zaangazowane w rozwijanie 1 napraw¢ DNA
przez laczenie niechomologicznych koncow (NHEJ) oraz moga odgrywaé rol¢ w retencji
jadrowej wadliwych czasteczek RNA. Nasze wyniki sugeruja, ze LOC66598 moze byc¢
dodatkowym sktadnikiem tego kompleksu. Zaobserwowane oddzialywania LOC66598 z
histonami mogtyby zachodzi¢ przez jego domen¢ LGE (wiadomo, ze domena tego typu moze
by¢ zaangazowana w ubikwitynacj¢ histonow).

Praca finansowana ze Srodkw Narodowego Centrum Nauki, nr grantu 2014/13/B/NZ3/04650.
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ZWIEKSZONA EKSPRESJA PHLDAJL NIE INDUKUJE APOPTOZY ZALEZNEJ OD
KASPAZY-3 LECZ PROWADZI DO UTRATY KONTAKTU KOMOREK Z PODLOZEM

Katarzyna Mrowiec, Patryk Janus, Agnieszka Toma-Jonik, Natalia Vydra, Wiestawa Widtak

Centrum Onkologii-Instytut im. M. Sktodowskiej-Curie, Oddziat w Gliwicach, Wybrzeze AK
15, Gliwice

PHLDAL (pleckstrin-homology-like domain family A, memberl, znany réwniez jako
TDAG51, T-cell death-associated gene 51 protein) jest ewolucyjnie konserwowanym
biatkiem bogatym w proling-histydyne i proling-glutaming. PHLDA1 moze dziata¢ zar6wno
pro- jak i antyapoptotycznie, a jego doktadna rola w apoptotycznej Smierci komorki pozostaje
kontrowersyjna. Miedzy innymi postulowano, ze PHLDAI jest aktywowany przez czynnik
transkrypcyjny HSF1 i moze by¢ odpowiedzialny za $mier¢ komoérek indukowang szokiem
termicznym w komoérkach termo-wrazliwych. Badajac korelacje pomiedzy aktywacja genu
Phldal przez szok termiczny a wrazliwoscig komorek na stres (oceniang testem Tunel) w
narzadach myszy nie zaobserwowalismy jednak takiej zaleznosci. W spermatocytach i
okraglych spermatydach, ktére sa najbardziej wrazliwe na stres termiczny, biatko PHLDA1
nie ulega ekspresji. Co wigcej, mimo aktywacji transkrypcji, poziom biatka PHLDA1 obniza
si¢ po szoku termicznym we wrazliwych na stres komorkach HECal0.

W celu zbadania zdolnosci do indukcji apoptozy przez PHLDAT1 sprawdzilismy poziom
aktywnej kaspazy-3 i kaspazy-7 po przejsciowej transfekcji wektoréow kodujacych biatka
fuzyjne EGFP/PHLDAl i PHLDA1/EGFP w poroéwnaniu do proapoptotycznego
PMAIP1/NOXA, rowniez indukowanego przez HSFI. Jedynie nadekspresja PMAIPI
prowadzita do aktywacji kaspaz 3 i1 7, natomiast nadekspresja PHLDA1 wywotuje aktywacje
kaspazy 7, ktora jest odpowiedzialna za utrate kontaktu z podlozem. Dodatkowo
obserwowalismy komorki NIH3T3 po przejsciowej transfekcji wektorow kodujacych biatka
fuzyjne z EGFP przy uzyciu mikroskopii przyzyciowej. Nadekspresja PMAIP1/EGFP
wywotuje apoptozg 1 zielone komodrki znikaja z pola widzenia wkrétce po typowym
fragmentowaniu komorki trwajacym 40-60 minut. Biatka fuzyjne PHLDAI z EGFP
prowadzity do oderwania komorek od podtoza 1 prawie wszystkie zielone komoérki nadal byty
obecne do konca obserwacji przez 48 godzin.

PHLDAT1 nie jest wiec odpowiedzialne za inicjacje zaleznej od HSF1 apoptozy
indukowanej szokiem termicznym, a moze by¢ odpowiedzialne za indukcj¢ anoikis.

Praca finansowana ze Srodkéw Narodowego Centrum Nauki, nr grantu 2014/13/B/NZ3/04650.
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B1AL.KO P53 JAKO REGULATOR WARUNKOW OKSYDOREDUKCYJNYCH W
KOMORKACH LUDZKIEGO NOWOTWORU JELITA GRUBEGO

Aleksandra Poterala-Hejmo®, Sebastian Wolkowicz', Dorota Hudy', Tomasz Hejmo?, Sylwia
Ciesielska', Joanna Rzeszowska®

! Zaklad Inzynierii Systemoéw, Instytut Automatyki, Wydzial Automatyki, Elektroniki i
Informatyki, Politechnika Slaska, Gliwice; ? Katedra i Zaktad Biochemii, Wydziat Lekarski z
Oddziatem Lekarsko-Dentystycznym w Zabrzu, Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach

Warunki oksydoredukcyjne to ogét proceséw utleniania i redukcji zachodzgcych w
komorce. Kluczowa dla prawidtowego funkcjonowania komorki réwnowaga pomiedzy
produkcja reaktywnych form tlenu (RFT) i aktywnoscig neutralizujacych je systemow
antyoksydacyjnych okre$lana jest jako rownowaga oksydoredukcyjna. Zaburzenia rownowagi
oksydoredukcyjnej prowadzg do uszkodzen biatek, lipidow 1| kwasow nukleinowych, mutacji i
apoptozy (w przypadku nadprodukcji RFT) lub zaburzenia cyklu komoérkowego i funkcji
odporno$ciowych (niedobor RFT).

Brak pelnej izoformy biatka p53 w komaorkach nowotworu jelita grubego linii HCT116
p53-/- oraz RKO E6 wiaze si¢ z zaburzeniem réwnowagi oksydoredukcyjnej i wzrostem
poziomu reaktywnych form tlenu (w warunkach kontrolnych, przy braku zewnetrznych zrodet
indukujacych stres oksydacyjny). W komorkach tych zaobserwowano deregulacje Sciezki
FOXO, w tym istotne statystycznie obnizenie ekspresji genu FOXO1 kodujacego czynnik
transkrypcyjny regulujacy ekspresje wielu genow zwigzanych z regulacja warunkow
oksydoredukcyjnych: dysmutazy ponadtlenkowej 1 i 2 (SOD1, SOD2), tioredoksyny 2
(TXN2), peroksyredoksyny 3 i 5 (PRDX3, PRDX5), oraz selenoproteiny P (SEPP1). Ekspresja
tych genow jest rowniez wyraznie obnizona w komorkach pozbawionych petnej izoformy
biatka p53, co moze wplywa¢ na zmniejszenie zdolnosci komorki do neutralizacji
reaktywnych form tlenu.

Co ciekawe, mimo wzrostu catkowitego poziomu reaktywnych form tlenu,
zaobserwowano spadek poziomu anionorodnika ponadtlenkowego i aktywno$ci enzymow
odpowiedzialnych za jego dysmutacj¢. Towarzyszy temu obnizenie aktywnosci oddechowej,
produkcji ATP oraz poziomu kardiolipiny w btonie komoérkowej mitochondriéw. Sugeruje to,
ze brak biatka p53 wptywa na proces fosforylacji oksydacyjnej i zmniejszenie wycieku
elektronéow z tancucha oddechowego, ktory prowadzi do powstania anionorodnika
ponadtlenkowego.

Podsumowujac, uzyskane rezultaty wskazuja, ze biatko p53 pelni istotng rolg w regulacji
funkcjonowania mitochondriow, oddychania wewnatrzkomorkowego oraz aktywnosci
antyoksydacyjnej. W warunkach kontrolnych biatko p53 peini funkcje antyoksydacyjne, a
obnizenie jego poziomu moze powodowaé wzrost liczby uszkodzen oksydacyjnych w
komorkach nowotworu jelita grubego.

Praca finansowana z projektow 2015/19/D/NZ1/03443 (A.P-H), DEC-2016/21/B/ST7/02241 (S.W),
2015/19/B/ST7/02984 (J.R)
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THE IMPACT OF CMKLR1 ON ANGIOGENESIS

Miriam Dawidowicz, Pawet Kiczmer, Alicja Prawdzic Senkowska, Agnieszka Kula, Elzbieta
Swietochowska

Department of Medical and Molecular Biology, Medical University of Silesia, Zabrze

Introduction: Colorectal cancer is the third most common type of tumor all over the
world. Large percentage of patients presents with metastasis at the time of diagnosis or
relapse after a few months, which does not allow for radical treatment. Chemotherapy is
regarded as standard treatment for patients with colorectal cancer; however, it has some
limitations: low selectivity, insufficient concentrations in tumor tissues, and systemic toxicity.
Therefore, we should pin our hopes on biological therapy.

According to current knowledge, chemerin mediates angiogenesis and formation of
tumour microenvironment via activation of its receptor, CMKLR1. However, this topic has
never been investigated before with regard to colorectal cancer.

Aim of the study: To assess the CMKLR1 level with concentrations of two markers of
angiogenesis: MMP-9 and VCAM-1, in tumor and margin tissue of colorectal cancer in
relation to histological grade and TNM classification.

Material and methods: The study comprised 49 samples of tumor and margin tissue
derived from colorectal cancer patients. To determine the concentration of CMKLR, MMP-9
and VCAM we used commercially available ELISA test Kit.

Results: Significantly higher concentration of CMKLR1 and MMP-9 in tumor tissue
was noted. CMKLR1 level in tumor tissue correlated with tumor MMP-9 and margin
CMKLR1 concentrations. Regarding the concentrations in the margin tissue, CMKLR was
found to be associated with both MMP-9 and VCAM-1 levels. VCAM-1 concentration
correlated with MMP-9 level in the margin. CMKLR1 and MMP-9 levels in tumor tissue
correlated significantly with T parameter value. VCAM-1 concentration in margin tissue was
significantly higher among patients with distant metastases.

Conclusions: Our results indicate that the process of angiogenesis in tumor
environment of colorectal cancer is associated with CMKLR-1 concentration. Further
research may verify whether chemerin/CMKLR1 axis could be a suitable target in novel
molecular therapies.
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WIRUS MYKSOMATOZY W TERAPII CZERNIAKA

Joanna Jazowiecka-Rakus

Centrum Onkologii-Instytut im. M. Sktodowskiej-Curie, Oddziat w Gliwicach, Wybrzeze AK
15, Gliwice
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OCENA POTENCJALU SORPCYJNEGO CYTOSTATYKOW WYBRANYCH GRZYBOW
NADRZEWNYCH

Marcelina Jureczko, Wioletta Przystas

Katedra Biotechnologii Srodowiskowej, Wydziat Inzynierii Srodowiska i Energetyki,
Politechnika Slgska, ul. Akademicka 2A, 44-100 Gliwice

Konsumpcja farmaceutykw stale rosnie i obecnie oscyluje wokot tysiecy ton rocznie.
Bardzo duza ich ilo$¢ nie ulega degradacji na oczyszczalni $ciekow, ze wzgledu na swoja
niskg biodegradowalnos¢. Do takich zwigzkow nalezg cytostatyki, ktore obecnie wykrywane
sa nie tylko w wodach powierzchniowych i1 gruntowych, ale réwniez pitnych. Stanowia,
zatem powazne zagrozenie dla $rodowiska 1 ludzi. Z tego powodu konieczne jest
poszukiwanie alternatywnych dla tradycyjnego biologicznego rozktadu sposobéw usuwania
lekow przeciwnowotworowych. Z pomocg moga przyjs¢ grzyby wielkoowocnikowe, ktore
sprawdzajg si¢ w procesie sorpcji.

Celem pracy bylo okreslenie zdolnosci sorpcyjnej wybranych szczepow biatej zgnilizny
drewna: Trametes versicolor i Pleurotus ostreatus do usuwaniu dwoch lekow
przeciwnowotworowych: bleomycyny i winkrystyny. Test przeprowadzono na martwej
(autoklawowanej) biomasie. Ubytek lekow mierzono przez 4 godziny w regularnych
interwatach czasowych z wykorzystaniem spektrofotometru UV-Vis, a poczatkowym
stezeniem leku byto 10 mg/L.

Wyniki wykazatly, ze usunigcie cytostatykow rozni si¢ i zalezy zaréwno od leku, jak i
gatunku grzyba. Ma to zwigzek ze specyficznymi interakcjami pomiedzy danym zwigzkiem
chemicznym, a powierzchnia konkretnego szczepu. Najwigksza eliminacj¢ (ok. 50%)
osiggnieto dla bleomycyny w probkach ze strzepkami T. versicolor. Drugi badany szczep
zdotat zasorbowac¢ okoto 35% poczatkowej zawartosci leku w probkach. Rezultaty te
potwierdzaja liczne doniesienia literaturowe, ktore podkreslaja duzy potencjat Trametes sp.
do usuwania farmaceutykéw na drodze fizycznej. Ubytek winkrystyny byt mniejszy i po 4
godz. wynosit maksymalnie 20%.
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NoVEL BENZENE-BASED CARBAMATES FOR ACHE/BCHE INHIBITION:
SYNTHESIS AND LIGAND/STRUCTURE-ORIENTED SAR STUDY.

(POTENCJALNE INHIBITORY CHOLIESTERAZY - SYNTEZA | BADANIA QSAR)

Bak Andrzej

Institute of Chemistry, University of Silesia, Szkolna 9, 40 007 Katowice, Poland

A series of new Dbenzene-based derivatives was designed, synthesised and
comprehensively characterised. All of the tested compounds were evaluated for their in vitro
ability to potentially inhibit the acetyl- and butyrylcholinesterase enzymes. The selectivity
index of individual molecules to cholinesterases was also determined. Generally, the
inhibitory potency was stronger against butyryl- compared to acetylcholinesterase; however,
some of the compounds showed a promising inhibition of both enzymes. In fact, two
compounds  benzyl ethyl(1-oxo-1-phenylpropan-2-yl)carbamate and benzyl (1-(3-
chlorophenyl)-1-oxopropan-2-yl)(methyl)carbamate had a very high selectivity index, while
the second one reached the lowest IC50 value, which corresponds quite well with
galanthamine. Moreover, comparative receptor-independent and receptor-dependent structure-
activity studies were conducted to explain the observed variations in inhibiting the potential
of the investigated carbamate series.

The principal objective of the ligand-based study was to comparatively analyse the
molecular surface in order to gain insight into the electronic and/or steric factors that govern
the ability to inhibit enzyme activities. The spatial distribution of potentially important steric
and electrostatic factors was determined using the probability-guided pharmacophore
mapping procedure, which is based on the iterative variable elimination method. Additionally,
planar and spatial maps of the host-target interactions were created for all of the active
compounds and compared with the drug molecules using the docking methodology.
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NOWE CHELATORY ZELAZA Z GRUPY TIOSEMIKARBAZONU W
TERAPII FOTODYNAMICZNEJ

Robert Gawecki', Katarzyna Malarz', Jarostaw Polanski®, Anna Mrozek-Wilczkiewicz*

"Uniwersytet Slaski w Katowicach, Instytut Fizyki im. Augusta Chelkowskiego i Slaskie
Miedzyuczelnianie Centrum Edukacji 1 Badan Interdyscyplinarnych, ul. 75 Putku Piechoty 1,
Chorzéw 41-500, Polska; 2 Uniwersytet Slaski w Katowicach, Instytut Chemii, ul. Szkolna 9,
Katowice 40-006, Polska

Zwalczanie chorob nowotworowych stanowi jedno z najwigkszych wezwan dla
wspotczesnej nauki. Obecne metody leczenia oparte na chemo- czy/i radioterapii sg
obarczone wieloma skutkami ubocznymi, jak i niska efektywnos$cia. Jedng z alternatyw dla
tradycyjnych metod jest terapia fotodynamiczna (PDT) charakteryzujaca si¢ niska
inwazyjnos$cig oraz wysoka selektywnos$cia w stosunku do komorek niezmienionych
nowotworowo, co czyni tg metode atrakcyjng forma leczenia w porownaniu do obecnie
stosowanych. PDT opiera si¢ na wykorzystaniu substancji fotouczulajacych, ktére oswietlone
odpowiednig dtugo$cig fali $wiatta widzialnego, przy obecnosci tlenu, generuja reaktywne
formy tlenu. Odmiang PDT jest terapia z wykorzystaniem kwasu 5-aminolewulinowego
(ALA-PDT), w ktorej zamiast egzogennego fotouczulacza podaje si¢ prolek — kwas 5-
aminolewulinowy (5-ALA), begdacy prekursorem protoporfiryny IX (PplX) — naturalnego
endogennego fotouczulacza [1,2].

Mimo ze komorki nowotworowe maja podwyzszony poziom PplX, jej biosynteza jest
czesto niewystarczajaca do osiaggnigcia stezen terapeutycznych. Wobec tego jednym z podej$¢
jest wigczenie do terapii zwigzkow kompleksujacych jony zelaza. Zastosowanie chelatorow
ma na celu zwigzanie zelaza, hamujac tym samym syntez¢ hemu, przez co zwigksza si¢ ilo$¢
PpIX w komorkach nowotworowych. Innym powodem niskiej efektywnosci PDT moze by¢
fakt aktywnego usuwania PpIX z komorek przez szereg transporterow z rodziny ABC (ang.
ATP-binding cassette transporter) [3, 4].

Badania prowadzone w naszym zespole skupione sg na wykorzystaniu nietoksycznych
nowych pochodnych tiosemikarbazonu (TSC) w terapii ALA-PDT. W przeprowadzonych
badaniach oceniono cytotoksycznos$¢, jak 1 zdolno$¢ do chelatacji pochodnych TSC na
wybranych liniach komoérkowych. Zbadano wptyw 5-ALA w kombinacji z nowymi
pochodnymi TSC na akumulacje¢ protoporfiryny IX. W dalszych badaniach sprawdzono
ekspresje genow enzymow uczestniczacych w biosyntezie hemu, jak i transporterow ABC po
aplikacji 5-ALA oraz w kombinacji z pochodnymi TSC. Otrzymane wyniki wykazaty istotny
wzrost akumulacji PpIX po traktowaniu kwasem 5-aminolewulinowym, jak i w kombinacji z
niektorymi pochodnymi TSC. Natomiast analiza ekspresji genéw szlaku biosyntezy hemu
oraz transporterow ABC wykazala zmiany w profilu ekspresji ferrochelatazy, oksygenzay
hemowej oraz transportera ABCG2, co moze tlumaczy¢ otrzymane wyniki dla akumulacji
PpIX oraz wyniki z naswietlania (efekt PDT).

[1] Gomaa I, et al., Photodiagn Photodyn. 2012, 9, 362—-68

[2] Mrozek-Wilczkiewicz A, et al., ACS Med. Chem. Lett. 2014, 5, 336
[3] Mrozek-Wilczkiewicz A, et al., , J. Cancer. 2017, 8, 1979

[4] Casas A, et al., Curr Med Chem. 2011, 18(16), 2486-2515
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MECHANIZM DZIALANIA POCHODNYCH
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Zrozumienie mechanizméw molekularnych lezacych u podtoza progresji nowotworu
sktania naukowcow do projektowania nowych zwigzkéw wykazujacych dziatanie
antyproliferacyjne wzgledem komoérek nowotworowych. Ze wzgledu na ztozone procesy i
sciezki sygnatowe wiele zsyntezowanych lekow przeciwnowotworowych skierowanych jest
na konkretny cel molekularny hamujac jego dziatanie. W efekcie stosowane terapie
przeciwnowotworowe nie s3 w pelni skuteczne, dlatego niezbedne jest wprowadzania
nowoczesnych metod wykorzystywanych do  efektywnego zwalczania  chordb
nowotworowych. W ostatnich latach podejscie polifarmakologiczne stato si¢ istotng strategia
wykorzystywana w chemii medycznej prowadzaca do odkrywania nowych lekow. Przede
wszystkim zatozeniem polifarmakologii jest poszukiwanie lekow wielocelowych,
oddziatujacych jednoczesnie na kilka enzymow czy receptorow szlakow metabolicznych [1].
Dzigki temu podejsciu otrzymujemy skuteczniejsze zwigzki o cytotoksycznym dziataniu na
komorki nowotworowe poprzez blokade lub spowolnienie wielu celow lub $ciezek przy
jednoczesnej niewrazliwosci na zjawisko lekoopornosci [2].

W warunkach in vitro przeprowadzono ocene aktywnosci antyproliferacyjnej nowych,
pochodnych opartych na fragmencie styrylochinazoliny. Testy wykonano wzgledem linii
ludzkich komoérek nowotworowych m.in. glejaka linii U-251, biataczki szpikowej linii K562
oraz komorek prawidtowych (fibroblastow linii NHDF). Po zbadaniu cytotoksycznosci
badanej grupy zwigzkéw, jak rowniez okreSlenia ich profilu selektywnosci wzgledem
komorek prawidlowych dokonano analizy mechanizmu dziatania wybranej pochodnej w
komorce. W tym celu zostaly okreslone zmiany ekspresji poszczegdlnych gendéw i biatek
uczestniczacych w regulacji cyklu komorkowego a takze zaangazowanych w indukcje $§mierci
komorkowej. Szczegolnie interesujace okazaty si¢ zmiany poziomoéw celow molekularnych
zwigzanych ze stresem oksydacyjnym. Na podstawie uzyskanych wynikoéw przeprowadzono
badania okreslajgce zmiany poziomu reaktywnych form tlenu (RFT) w komorkach
nowotworowych po inkubacji z badanym zwigzkiem oraz poziom ekspresji gendw
kodujacych antyoksydacyjne biatka enzymatyczne.

[1] A.S. Reddy, S. Zhang. Clin. Pharmacol. 6 (2013) 41-47.
[2] A.D.W. Boran, R. lyengar. Curr. Opin. Drug Discov. Devel. 13 (2010) 297-309.
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WIELOCELOWE INHIBITORY KINAZ TYROZYNOWYCH W
TERAPII ANTYNOWOTWOROWEJ

Katarzyna Malarz®, Jacek Mularski®, Michal Kuczak'?, Marcin Pacholczyk®, Robert Musiot?,
Anna Mrozek-Wilczkiewicz

! Uniwersytet Slaski w Katowicach, Instytut Fizyki im. Augusta Chetkowskiego, ul. 75 Putku
Piechoty 1, Chorzow 41-500, Polska; ? Uniwersytet Slaski w Katowicach, Instytut Chemii, ul.
Szkolna 9, Katowice 40-006, Polska; ® Politechnika Slaska, Instytut Automatyki, ul.
Akademicka 16, Gliwice 44-100, Polska

email: katarzyna.malarz@us.edu.pl

Rozwo6j chemii medycznej oraz racjonalnego projektowania lekdéw jest podstawa
nowoczesnych metod leczenia. Obecnie wiele badan w tej dziedzinie skupia si¢ na
mechanizmach nowotworzenia, wskazujac szczegolng role czasteczek zaangazowanych w
progresje cyklu komorkowego oraz $ciezek transdukcji sygnatow'. Istotng role w tym
zakresie pelnig kinazy tyrozynowe, ktore dzigki swojej nadmiernej aktywnosci i kluczowe;j
roli w przekazywaniu sygnaldow wewnatrzkomérkowych, stanowia atrakcyjne cele dla lekow
w leczeniu niektérych typdw nowotwordéw. Jednakze, opracowanie skutecznych inhibitoréw
kinaz tyrozynowych stanowi wyzwanie, ze wzgledu na wysoka konserwatywno$¢ regionu w
miejscu  wigzacym ATP, glownego miejsca docelowego kinaz. Kolejnym istotnym
problemem jest opornos¢ na lek, ktora jest gtldwnym czynnikiem ograniczajacym skutecznosé
stosowanych jednocelowych terapii przeciwnowotworowych?.

W naszym zespole od lat, prowadzone s3a badania skoncentrowane na poszukiwaniu
nowych, aktywnych bioefektoréw. W wyniku tych prac, syntezowane sg nowe pochodne
chinazoliny, ktore charakteryzuja si¢ dobrymi wiasciwosciami antyproliferacyjnymi oraz
wykazuja zdolnos¢ do hamowania niereceptorowych kinaz tyrozynowych3'4. Ostatnie prace
skupity si¢ na zaprojektowaniu oraz zsyntezowaniu duzej grupy nowych pochodnych
styrylochinazoliny oraz ich siarkowych odpowiednikéw. Do stworzenia nowych ukladow
wykorzystano molekularne fragmenty znajdujace si¢ w kilku zwigzkach znajdujacych si¢ w
badaniach przedklinicznych, m.in. CP-31398, ktory jest reaktywatorem biatka p53. Dla
wszystkich otrzymanych pochodnych okreslono aktywnos$¢ antyproliferacyjna na panelu
nowotworowych linii komérkowych (m.in. nowotwory piersi - MCF7, jelita - HCT 116,
mozgu - U251, biataczka - K562, ptuc - A549). Ponadto, dla aktywnych pochodnych
wykazano selektywno$¢ wobec komoérek prawidtowych. Rownolegle okreslono wpltyw
zwigzkow na aktywno$¢ niereceptorowych kinaz tyrozynowych in vitro. Uzyskane wyniki
potwierdzity szczegdlnie wysoka aktywnos$¢ wzgledem kinaz tyrozynowych: Abll, Btk oraz
kinaz z rodziny Src. W dalszym kroku podjeto si¢ proby wyjasnienia molekularnego
mechanizmu dzialania nowych pochodnych na poziomie komoérkowych. Badania ujawnity
wieloptaszczyznowy mechanizm dzialania styrylochinazolin, nie tylko oparty na inhibicji
kinaz, ale réwniez inhibicji cyklu komorkowego oraz indukcji $mierci komérkowej na drodze
apoptozy i autofagii.

(1) Levitzki, A.; Klein, S. Mol. Aspects Med. 2010, 31 (4), 287-329.

(2) Alexander, P. B.; Wang, X.-F. Front. Med. 2015, 9 (2), 134-138.

(3) Mrozek-Wilczkiewicz, A., et al. Bioorganic Med. Chem. 2010, 18 (7), 2664-2671.

(4) Mularski, J.; Malarz, K.; Pacholczyk, M.; Musiol, R. Eur. J. Med. Chem. 2019, 163, 610-625.

Badania sa objete finansowaniem z Narodowego Centrum Nauki (NCN, grant 2016/23/N/NZ7/00351).
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FoLic AcID MODIFIES DNA METHYLATION MACHINERY AND REMODELS
PROMOTER METHYLATION PROFILE OF SELECTED TUMOR SUPPRESSOR GENES
INHUMAN CML CELLS

Katarzyna Lubecka, Jagoda Jakubik, Agnieszka Kaufman-Szymczyk

Department of Biomedical Chemistry, Faculty of Health Sciences, Medical University of
Lodz, Lodz, Poland

Folate, one of the most studied dietary compounds, has been still the main topic of
debate on food fortification. Although low folate levels may be associated with increased risk
of cancer development, simultaneously several reports indicate detrimental effects mediated
by high folate concentrations. Folate is a water-soluble form of vitamin B9, which is
important for DNA synthesis, repair, and methylation. Folate as a crucial nutrient involved in
one-carbon metabolism has a direct effect on the level of a methyl donor, S-adenosyl-L-
methionine. Our previous in vitro studies in human breast cancer cells demonstrated that the
increasing concentrations of folic acid lead to a dose-dependent down-regulation of the
selected tumor suppressor genes, which may be linked to the increased DNA methylation
detected within their promoter regions. The effects of folic acid exposure were more
remarkable in non-invasive MCF7 cells, where we also observed robust DNMT1 up-
regulation.

In the present study, using methylation-sensitive restriction analysis (MSRA) and gPCR,
we tested the impact of folic acid on promoter methylation and expression of PTEN and
RARB tumor suppressor genes in human chronic myeloid leukemia (CML) cells. The K-562
cell line was used as an experimental in vitro model of human CML cells. The results show
that folic acid exposure modifies DNA methylation machinery (DNMT1 and CDKN1A
expression) and remodels DNA methylation profile of selected tumor suppressor genes in K-
562 cells. Moreover, bioinformatic analysis of publicly available data from the GEO DataSets
was carried out in order to evaluate the effects of folic acid supplementation on PTEN and
RARB methylation in human blood DNA.

Our findings show that caution needs to be used when introducing folic acid
supplementation, and designing in vitro and in vivo studies on folic acid exposure.

The Medical University of Lodz financed the studies, grants #503/6-099-01/503-61-001 and #502-03/6-099-
01/502-64-133-18.
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CLOFARABINE INHIBITS DNA METHYLATION MACHINERY, UPREGULATES
TUMOR SUPPRESSOR GENES AND INDUCES APOPTOSIS OF ALL CELLS

Agnieszka Kaufman-SzymczykBlad! Nie zdefiniowano zakladki., Katarzyna Lubecka’

Department of Biomedical Chemistry, Medical University of Lodz, Lodz, Poland

Clofarabine (2-chloro-2-fluoro-2-deoxyarabinosyladenine, CIF), a second-generation 2-
deoxyadenosine analogue, possesses manifold anti-cancer activities. Our previous reports and
some others demonstrate potential capacity of CIF to regulate epigenetic machinery. Our
present study is the first to investigate the influence of CIF on the modulators of DNA
methylation machinery, including DNMT1 and CDKN1A in acute lymphoblastic leukemia
(ALL) cells. CIF effects on promoter methylation and transcriptional activity of
hypermethylated and silenced tumor suppressor genes (TSGSs), including APC, CDKNZ2A,
PTEN and RARB, have been tested as well. Methylation level of proximal promoter region of
APC, CDKN2A, PTEN and RARB as well as expression of those TSGs, DNMT1 and
CDKN1A, were estimated using methylation-sensitive restriction analysis and QPCR,
respectively. The NALMG6 cell line was used as an experimental in vitro model of ALL cells.
We observed CIF-mediated inhibition of cellular viability and apoptosis induction of NALMG6
cells with increased percentage of cells positive for active Caspase-3. Interestingly, exposure
of NALMG6 cells to CIF at 20 nM concentration for 3 days led to significant DNMT1
downregulation accompanied by robust CDKN1A upregulation. CIF caused hypomethylation
of APC, CDKN2A, PTEN and RARB with concomitant increase in their transcript levels.
Taken together, our results demonstrate the ability of CIF to reactivate DNA methylation-
silenced TSG in ALL cells. It may implicate translational significance of our findings and
support CIF application as a new epigenetic modulator in anti-leukemic therapy.

The Medical University of Lodz financed the study, grant no. 503/6-099-01/503-61-001.
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ZWIAZEK WARIANTOW C.444+1G>A1.1100DELC GENU CHEK?2 Z RAKIEM
BRODAWKOWATYM TARCZYCY — BADANIA WEASNE I META-ANALIZA

Dorota Kula, Michat Kalemba, Zbigniew Puch, Matgorzata Kowalska, Michat Jarzab,
Dominika Sznajder, Beata Hejduk, Katarzyna Steinhof-Radwanska, Monika Halczok, Tomasz
Tyszkiewicz, Renata Cyplinska, Barbara Jarzab, Daria Handkiewicz-Junak

Centrum Onkologii - Instytut im. M. Sktodowskiej-Curie, Oddziat Gliwice

Predyspozycja do raka brodawkowatego tarczycy (ang. Papillary Thyroid Carcinoma,
PTC) ma charakter wielogenowy i wieloczynnikowy uwarunkowana jest wsptdziataniem
indywidualnego podtoza genetycznego i czynnikéw Srodowiskowych, jednakze, jak dotad,
geny odpowiedzialne za rozwdj PTC nie sg dobrze poznane. Wykazano zwigzek wielu genow
z PTC, jednym z badanych byt gen CHEK?2.

Celem pracy byta analiza zwigzku wariantu c¢.444+1GA (dawniej IVS2+1GA) 1
¢.1100delC genu CHEK?2 z PTC w badaniach wtasnych oraz meta-analiza opublikowanych
badan dotyczacych populacji polskie;j.

Materiat do badan wlasnych stanowito DNA wyizolowane z limfocytow krwi
obwodowej pochodzace od 2279 osob chorych na PTC i 1217 0séb zdrowych, stanowigcych
grupe kontrolng. Oznaczenia wariantu c.444+1GA wykonano technika HRM (ang. High
Resolution Melting), natomiast wariantu ¢.1100delC technika dyskryminacji alleli. Wyniki
pozytywne potwierdzono sekwencjonowaniem metoda Sangera. Meta-analize wykonano dla
tacznej grupy 2920 chorych z PTC oraz 5686 osb zdrowych.

Wykazano zwigzek wariantu c¢.444+1GA z PTC zaobserwowano rdzne czestosci
genotypow dla grupy 0séb chorych i zdrowych oraz znamiennie podwyzszong wartos¢ OR
(ang. odds ratio), ktora wynosita 4,49. W przypadku wariantu c.1100delC zaobserwowano
nieznamienne réznice w czestosci wystgpowania genotypow w badanych grupach. Meta-
analiza wykazata zwiagzek wariantu ¢.444+1GA z PTC (OR=5, 89) oraz nieznamienne réznice
dla wariantu c.1100delC.

Potwierdzono zwigzek wariantu ¢.444+1GA genu CHEK2 z rakiem brodawkowatym
tarczycy w populacji polskiej, natomiast badania wariantu c.1100delC nie wykazaty
znamiennych roznic.

Praca finansowana 2z projektu Nowe narzedzia diagnostyki molekularnej i obrazowania w
indywidualizowanej terapii raka piersi, tarczycy i gruczolu krokowego [MILESTONE]:
STRATEGMED?2/267398 /4/INCBR/2015 oraz grantu Narodowego Centrum Nauki nr N N402 193740.
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MOLECULAR BACKGROUND OF LUNG CANCER CELLS RESISTANCE AGAINST
NOVEL FGFR INHIBITOR: ACGH AND RNA-SEQ ANALYSIS
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Background. Nearly 20% of lung cancers have aberrant Fibroblast growth factor
receptor (FGFR) signaling. Inhibition of this pathway may be beneficial for selected patients.
Our project concerns CPL-304-110, a novel selective FGFR inhibitor developed by Polish
pharmaceutical company CelonPharma.

Objective. Our aim was to identify potential new biomarkers indicative of tumor
sensitivity/resistance toward CPL-304-110. Using array-based Comparative Genomic
Hybridization (aCGH) and RNA sequencing (RNA-seq) we assessed which genes and
signaling pathways may be affected in lung cancer cells resistant to CPL-304-110.

Methods. DNA was isolated from wild type H1703 lung cancer cells which are
sensitive to CPL-304-110 inhibitor (H1703_wt) and from its variant (H1703_R) which is
resistant to the inhibitor. aCGH was performed using Agilent Technologies (60K) arrays.
RNA was isolated from H1703_R and H1703 wt cells. RNAseq was performed using
HiSeg4000 (lllumina). For identification of affected signaling pathways data was analyzed
using Gene Set Enrichment Analysis (GSA).

Results. We compared both variants of H1703 cell line according to the copy number
variation of their genomes. The results of aCGH indicate that genomic regions affected by
copy number changes (amplifications and deletions) contribute to signaling pathways
involved in cell proliferation, survival, apoptosis, differentiation, cell cycle, cellular motility
and metabolism. Sequencing of cellular transcriptome (RNAseq) revealed that resistant cell
line H1703-R showed significantly changed expression of many genes engaged in signaling
pathways related with structure and function of extracellular matrix. Interestingly, among
affected pathways were also those related with signaling through FGFR, ERBB, GRB2 and
PTEN.

Conclusions. This study allowed to preselect genome rearrangements and gene
expression changes potentially engaged in development of resistance of H1703 lung cancer
cells toward CPL-304-110. Among differentially expressed genes we have found some
candidate molecular markers for identification of patients that could respond to therapy with
this novel FGFR inhibitor.

The research was co-financed by the Polish National Center of Research and Development and
pharmaceutical company CelonPharma S.A, project CELONKO
(STRATEGMED2/266776/17/NCBR/2015).
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ANALIZA POROWNAWCZA RAKA GARDEA SRODKOWEGO | RAKA ODBYTU —
PODOBIENSTWA I ROZNICE

Agnieszka Mazurek

Centrum Badan Translacyjnych i Biologii Molekularnej Nowotworéw, Centrum Onkologii-
Instytut im. Marii Sklodowskiej-Curie, Oddzial w Gliwicach

Dane literaturowe wskazuja, ze wigkszos¢ przypadkow raka odbytu to zachorowania, w
ktorych czynnikiem etiologicznym jest wirus brodawczaka ludzkiego (HPV), wystepujacy w
okoto 80%. Natomiast w grupie chorych na raka gardta $rodkowego (RGS) odsetki
zachorowan na raka zaleznego od HPV to okolo 25%. W ostatnich latach zaobserwowano na
swiecie wzrost liczby zachorowan na raka zaleznego od HPV. Zatem, badanie HPV w
grupach wysokiego ryzyka wydaje si¢ by¢ waznym badaniem molekularnym, a innowacyjne
zastosowanie krwi, jako materialu wyj$ciowego do diagnostyki jest szybkim i tatwym
badaniem choroby nowotworowej zaleznej od HPV, majacym zastosowanie w onkologii.

W latach 2013-2015 liczba zachorowan na raka odbytu w Polsce wynosita odpowiednio
266, 304, 330. Natomiast liczba zachorowan na RGS w latach 2013-2015 wynosita
odpowiednio 2056, 2136, 2163. Z poréwnania tych danych wynika, ze wystgpuje wzrostowa
dynamika zachorowan, oszacowana na poziomie ok 3%. W grupie chorych na RGS kobiety
stanowig okoto 27%, tymczasem w grupie pacjentow chorych na raka odbytu odsetek kobiet
to 67%.

Najczgstszym typem wirusa wystepujacym w obu tych grupach jest genotyp HPV16.
Badania na krwi wskazuja, ze czesto§¢ wystepowania DNA HPV16 we krwi chorych na RGS
wynosi 38%, przy czym 42% to kobiety, a 58% to mezczyzni. Tymczasem, w grupie chorych
na raka odbytu potowa chorych posiada DNA HPV16 we krwi 1 s3 to prawie wylacznie
kobiety (92%). Analiza poréwnawcza wiremii DNA HPV16 w osoczu chorych na raka
odbytu i RGS wskazuje, Ze poziom wiremii we krwi jest porownywalny w tych nowotworach.
Czynnikiem istotnie modulujacym poziom wiremii zarowno w raku gardta srodkowego jak i
raku odbytu jest palenie papieroséw. Wyraznie wyzszy poziom wiremii DNA HPV16 jest u
chorych, ktorzy nie pala. Jednakze, najwyzsza wiremi¢ posiadaja niepalace kobiety.
Prawdopodobne jest, zatem, ze istnieje dodatkowy, nieznany czynnik specyficzny dla ptci
zenskiej, ktoéry powoduje silniejsza replikacje wirusa podczas nowotworzenia.

Program TANGO 2, dofinansowanie realizowane w ramach Wsplnego Przedsigwzigcia Narodowego
Centrum Nauki i Narodowego Centrum Badan i Rozwoju, TANGO2/340829/NCBR/2017
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PODPAJECZYNOWKOWEGO U SZCZUROW

Daria Gendosz de Carriello™?

! Zaklad Fizjologii, Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach;
2 Katedra i Zaklad Histologii i Patologii Komorki w Zabrzu, Uniwersytet Medyczny w
Katowicach
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CENTRUM ONKOLOGII — INSTYTUT
o IM. MARIl SKLODOWSKIEJ-CURIE
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