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Abstract

Introduction: Head and neck squamous cell carcinomas
(HNSCCQ) are one of the worst prognosis cancers because of
their propensity for metastasis. miRNAs pretend to be a good
tool for personalisation treatment in HNSCC.In this study we
investigated changes in miRNAs expression during epithelial
to mesenchymal transition (EMT). It prompted us to define if
the expression levels of examined miRNAs would be useful to
predict tumour progression and possible metastasis, but also
if their changes in expression have influence on EMT.

Aim of the study: Analysis of expression profiles of selec-
ted miRNAs in cancers cells and metastasis.

Material and methods: Ten samples were obtained from
5 patients (tumor and metastasis). Samples (n = 10) were
stained by H&E and total RNA was isolated from tumor cells.
let-7d, 18a, 21, 181a, 205, 421, 504 miRNAs and EMT markers
genes expression were examined using gRT-PCR method.
Results were compared to tumour and embryonic stem cells
(hESC).

Results: Changes of miRNAs expression were observed
in each patient. We noticed similar tendency of miRNAs ex-
pression levels in tumour and lymph nodes metastasis. The
miRNAs expression profile of one patient was significantly
different from the others as well as high level of catherin and
low level of vimentin were observed. In one patient high level
of vimentin was observed.

Conclusions: Selected miRNAs and EMTs markers seems
to be a good candidate as biomarkers of cancer progression.
Expression of e-catherin is characteristic of epithelial cells
which probably have no ability to metastasis, whereas ex-
pression of vimentin is feature of mesenchymal cells able to
migration. Patient who reveals a high level of vimentin prob-
ably has more aggressive type of cancer. To obtain unequiv-
ocal results we should examine more patients and correlate
expression profiles of examined genes with patient survival.

Key words: miRNA, EMT, biomarkers, cancer, HNSCC.

Streszczenie

Wstep: Nowotwory gtowy i szyi (head and neck squamous
cell carcinomas — HNSCC) sa jednymi z najgorzej prognozuja-
cych, ze wzgledu na duzy potencjat przerzutowania. Z uwagi
na udziat miRNA w procesach nowotworzenia podjeto prébe
zdefiniowania, czy poziomy ekspresji badanych miRNA umoz-
liwig prognozowanie progresji nowotworu oraz czy zmiany
w ich ekspresji majg wptyw na proces tranzycji epitelialno-
-mezenchymalnej (EMT).

Cel pracy: Analiza profili ekspresji wybranych miRNA w ko-
maorkach guza i przerzutowych HNSCC.

Materiat i metody: Analizowano 10 préb pochodzgcych od
5 pacjentow (guz i przerzut). Preparaty (n = 10) wybarwiono
H&E i z oznaczonych komérek nowotworowych wyizolowano
catkowite RNA. Nastepnie zbadano ekspresje miRNA: let7d,
18a, 21, 1814, 205, 421, 504. Przeanalizowano ekspresje mar-
kerow procesu EMT (wimentyna, E-kadheryna, N-kadheryna,
fibronektyna). Zastosowano technike gRT-PCR. Kontrole sta-
nowity komarki embrionalne (hESC).

Wyniki: U kazdego z pacjentéw zaobserwowano zmiany
ekspresji badanych miRNA. Zaobserwowano podobny profil
poziomow ekspresji miRNA w guzie i weztach chtonnych. Je-
den z pacjentéw wykazat znaczace réznice w profilu ekspresji
miRNA w stosunku do pozostatych, a takze duze stezenie kad-
heryny i mate wimentyny. Tylko u jednego z pacjentéw odno-
towano wysoki poziom wimentyny.

Whnioski: Wybrane miRNA i markery EMT wydaja sie do-
brymi kandydatami na biomarkery w prognozowaniu progre-
sji nowotworu. Ekspresja E-kadheryny jest charakterystyczna
dla komérek nabtonkowych, ktére nie posiadaja zdolnosci
do przerzutowania. Ekspresja wimentyny cechuje komorki
mezenchymalne sktonne do migracji. Pacjenci wykazujacy
wysoki poziom wimentyny prawdopodobnie maja bardziej
agresywny typ nowotworu. W celu potwierdzenia wstepnych
wynikéow przewiduje sie analize wiekszej grupy pacjentéw
i zbadanie korelacji miedzy profilami ekspresji badanych ge-
néw a danymi klinicznymi i przezywalnoscig pacjentow.

Stowa kluczowe: miRNA, EMT, biomarkery.
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The analysis of CDK1 protein in laryngeal squamous cell carcinoma
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Abstract

Introduction: Squamous cell carcinoma (SCC) of head and
neck, including laryngeal cancer, still causes diagnostic and
therapeutic problems. The difficulties in diagnosis results
consequently in treatment delay and low 5-year survival.

Aim of the study was the analysis of CDK1 expression at
its protein level in larynx squamous cell carcinoma.

Material and methods: The material for the study were
the laryngeal squamous cell carcinoma (LSCC) cell lines de-
rived from patient’s tumors with different degrees of TNM
classification and varying degrees of malignancy. Whole cell
lysates from 25 cell lines were used for the Western Blot anal-
ysis and normal larynx tissue lysate was used as a control.
Furthermore, for the evaluation of the localization of CDK1 the
immunohistochemical studies were performed on the archive
formalin fixed paraffin embedded tissue sections, containing
laryngeal squamous cell carcinoma. Twenty samples of pri-
mary LSCC with lymph nodes metastases, 20 samples with-
out lymph nodes metastases and 18 samples of larynx normal
mucosa were used. The expression of analyzed protein was
performed using automated morphometric methods.

Results: The increased of CDK1 protein level in all ana-
lyzed LSCC cell lines in the relation to the total non-cancer
larynx lysate was shown by Western Blot. Furthermore, the
CDK1 expression was found in 100% (40/40) cases of prima-
ry LSCC, and in all cases of normal mucosa. The expression
of CDK1 was higher in patients with lymph node metastases
compared with the patients without lymph node metastases.
Also, the expression of CDK1 in normal mucosa was mainly
cytoplasmic, therefore — inactive.

Conclusions: CDK1 protein is present in both cancer and
non-cancer larynx tissue. However, as CDK1 protein is associ-
ated with cell proliferation, its level is higher in highly prolif-
erating tumor cells.

Key words: CDK1, Western Blot, immunohistochemistry,
laryngeal cancer.

Streszczenie

Wstep: Ptaskonabtonkowe nowotwory gtowy i szyi (LSCC),
w tym rak krtani, to istotny problem medyczny w Polsce.
Utrudniona diagnostyka i w konsekwencji p6zno wprowa-
dzane leczenie skutkuje niskim wspétczynnikiem 5-letnich
przezyc.

Cel pracy: Analiza ekspresji biatka CDK1 (cyclin-dependent
kinase 1) w rozwoju raka krtani.

Materiat i metody: Materiat do badan stanowity linie ko-
morkowe ptaskonabtonkowego raka krtani, wyprowadzone
od pacjentéw w réznym stadium zaawansowania choroby.
Z 25 linii komérkowych przygotowano lizaty biatkowe, kto-
rych uzyto do analizy Western Blot (WB), wykorzystujac jako
kontrole lizat z prawidtowej tkanki krtani. W celu potwierdze-
nia lokalizacji biatka CDK1 wykonano analize immunohisto-
chemiczng, z wykorzystaniem archiwalnego materiatu tkan-
kowego w postaci bloczkéw parafinowych. Grupe badang
stanowito po 20 przypadkéw LSCC z przerzutami do weztéw
chtonnych oraz bez przerzutéw. Materiat kontrolny stanowi-
to 18 skrawkéw z obszaru prawidtowej btony sluzowej krtani.
Analize przeprowadzono z uzyciem zautomatyzowanych me-
tod morfometrycznych.

Wyniki: Metoda WB wykazano znacznie zwiekszone ste-
zenie biatka CDK1 we wszystkich analizowanych liniach ko-
maorkowych w stosunku do prawidtowej krtani. Ponadto wy-
kazano obecnos¢ biatka CDK1 we wszystkich analizowanych
skrawkach parafinowych, pochodzacych zaréwno z guzéw
pierwotnych jak i kontrolnych. Poziom biatka CDK1 byt wyzszy
u pacjentéw z przerzutami do weztéw chtonnych w poréwna-
niuz grupa pacjentéw z nowotworem niedajacym przerzutdw.
Zaobserwowano dominacje nieaktywne] (cytoplazmatycznej)
formy biatka CDK1 w skrawkach kontrolnych.

Whioski: Biatko CDK1 obecne jest zaréwno w tkance krta-
ni zmienionej i niezmienionej nowotworowo. Funkcja biatka
CDK1 zwiazana jest z proliferacja komérek, stad jego podwyz-
szony poziom mozna wigza¢ z rozrostem komérek nowotwo-
rowych.

Stowa kluczowe: CDK1, Western Blot, immunohistoche-
mia, rak krtani.
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Abstract

Introduction: Viruses possess the ability of activation and
inhibition of the apoptosis in host cells by the influence on
the cellular pathways which mediate and regulate this pro-
cess. Several viruses associated with oncogenic transforma-
tion have adopted strategies for blocking apoptosis, that’s
why it plays important role in carcinogenesis. Understanding
the mechanisms by which viruses regulate apoptosis may
lead to the development of new therapy for infectious diseas-
es and cancers.

Aim of the study was to estimate the influence of EBV
infection on the apoptosis of peripheral blood B and T lym-
phocytes in patients with chronic lymphocytic leukemia (CLL).

Material and methods: The study material was peripheral
blood (PB) taken from 45 untreated patients with CLL The lev-
el of the Bax and Bcl-2 expression in B lymphocytes CD19+, T
cells: CD3+CD4+ and CD3+CD8+ was analyzed by flow cytom-
etry method. The presence of the EBV DNA in PB mononuclear
cells was defined by using of Real-Time PCR.

Results: In 22 patients (48.89%) the presence of genetic
material of EBV was noticed. The study showed the higher
Bcl-2/Bax ratio in CD19+ cells in this group of patients in com-
parison to those without viral DNA load (median: 2.08, medi-
an: 1.20; p = 0.0054, respectively). Furthermore, in CD3+CD8+
cells a significantly higher Bcl-2/Bax ratio was noticed in
EBV-positive patients comparing to the group of EBV-negative
patients (median: 2.85, median: 1.62, p = 0.03 respectively).

Conclusions: The study suggests, that the presence of the
EBV DNA may be involved in the disturbances of the apoptot-
ic pathways of leukemia cells observed in CLL This relation
seems to be particularly connected with the later stages of
the apoptosis of B and T CD8+ lymphocytes.

Key words: apoptosis, viruses, chronic lymphocytic leuke-
mia.

Streszczenie

Wstep: Wirusy posiadajg zdolnos¢ zaréwno indukgji, jak
i hamowania apoptozy w komérkach gospodarza poprzez
wptyw na szlaki komérkowe, ktére posrednicza i reguluja ten
proces. Znaczna czes¢ wiruséw, zwigzana z transformacja no-
wotworowa, przyjeta strategie blokowania apoptozy, przez co
odgrywa znaczaca role w procesie nowotworzenia. Zrozumie-
nie mechanizmoéw, za pomoca ktérych wirusy reguluja apop-
toze, moze sie przyczyni¢ do rozwoju nowych terapii w przy-
padku choréb zakaznych i nowotworow.

Cel pracy: Ocena wptywu zakazenia wirusem Epsteina-
-Barr (EBV) na apoptoze limfocytéw B i T we krwi obwodowej
chorych na przewlekta biataczke limfocytowa.

Materiat i metody: Materiat do badan stanowita krew ob-
wodowa pozyskana od 45 nieleczonych chorych na przewlek-
ta biataczke limfocytowa. Poziom ekspresji biatek Bax i Bcl-2
w limfocytach B — CD19+ oraz T — CD3+CD4+, T — CD3+CD8+
zostat oznaczony przy uzyciu cytometrii przeptywowej. Obec-
no$¢ DNA wirusa EBV w komdérkach mononuklearnych zostata
okreslona za pomoca real-time PCR.

Wyniki: W grupie badanej u 22 oséb (48,89%) stwierdzo-
no obecno$¢ materiatu genetycznego EBV. Przeprowadzone
badania wykazaty istotnie wyzszy stosunek Bcl-2/Bax w ko-
morkach CD19+ w tej grupie 0séb w poréwnaniu z osobami
bez obecnosci DNA wirusowego (odpowiednio mediana 2,08,
mediana 1,20, p = 0,0054). Ponadto w komérkach CD3+CD8+
odnotowano istotnie wyzszy stosunek Bcl-2/Bax u chorych
z wirusem w odniesieniu do grupy chorych bez wirusa (odpo-
wiednio mediana 2,85, mediana 1,62, p = 0,03).

Whioski: Przeprowadzone badania sugeruja, ze obecnosé
DNA wirusa EBV moze mie¢ wptyw na zaburzenia apoptozy
komorek biataczkowych obserwowane w przewlektej biatacz-
ce limfocytowej, zwtaszcza na przebieg pdzniejszych etapéw
apoptozy limfocytéw B CD19+ oraz komorek T CD3+CD8+.

Stowa kluczowe: apoptoza, wirusy, przewlekta biataczka
limfocytowa.
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Abstract

Introduction: MircoRNAs (miRNA) are short single strand-
ed molecules which control genes expression by degradation
of mRNA or by inhibition of translation. The Role of miRNA in
many pathological states makes them a potential candidates
for biomakers. Despite many research results that sustain the
correlation between the changes of expression of miRNA and
the progress of pathological state, there are many challenges
that have to be overcome for the development of method for
miRNA detection. The most characteristic feature of miRNA is
their short length and high sequence similarity. Those factors
may cause many problems in hybridization based detection
methods.

Aim of the study: The main goal of this work was to set
up a new methods for miRNA detection sensitive and reliable.

Material and methods: Surface plasmon resonance (SPR)
based diagnostic methods are characterized by short time
needed for obtaining an resoult, are sensitive, and don’t re-
quire labeling of molecules. In this work we present a new
method for detection based on SPR in which after the hybrid-
ization of miRNA on the sensor surface with the PNA probe
the 3" and 5" ends or miRNA are enzymatically and chemically
modified with the use of poly(A) tail or biotin. After the func-
tionalization of miRNA the detection stage is carried out by
gold nanoparticles functionalized with poly(T) or streptavidin.

Results: The analysis shows that the use of gold nanopar-
ticles that enhance the SPR signal and specific PNA probes, it
is possible to detect miRNA in subnanomolar concentrations.

Conclusions: The results show that the sensitivity and
versatility of this method of detection can be used for the de-
velopment of diagnostic methods that don’t require amplifi-
cation of genetic material.

Key words: surface plasmon resonance, miRNA, gold
nanoparticles.

Streszczenie

Wstep: MikroRNA (miRNA) sa niekodujacymi jednonicio-
wymi molekutami RNA, ktére kontrolujg ekspresje gendw
poprzez degradowanie mRNA lub przez inhibicje translacji.
Funkcja, ktora spetniaja miRNA w wielu stanach patologicz-
nych, powoduje, ze mogg by¢ wykorzystane jako biomarkery.
Pomimo wielu doniesiei naukowych potwierdzajacych ko-
relacje pomiedzy zmianami w ekspresji miRNA a rozwojem
stanu chorobowego nadal istnieje wiele technicznych proble-
mow, ktére nalezy pokonaé w celu opracowania odpowiednie]
metody dla detekcji miRNA. Charakterystyczng cechg miRNA
sq ich krétkie sekwencje o wysokim stopniu podobiefistwa,
z czego wynikaja problemy w metodach detekcji opartych na
hybrydyzacji.

Cel pracy: Opracowanie nowych metod detekcji miRNA
0 wyzszej czutosci i niezawodnosci.

Materiat i metody: Metody diagnostyczne oparte na po-
wierzchniowym rezonansie plazmonowym (SPR) cechuja sie
krotkim czasem potrzebnym na uzyskanie wyniku, sg czute
i nie wymagaja znakowania badanych molekut. W ponizsze]
pracy prezentujemy nowa metode detekcji oparta o SPR,
w ktérej po hybrydyzacji miRNA na powierzchni sensora
z sonda PNA, konce 3’ lub 5" kofice miRNA sg enzymatycznie
lub chemicznie modyfikowane za posrednictwem ogona poly-
(A) lub biotyny. Po etapie funkcjonalizacji koncow miRNA na-
stepuje etap detekgji za posrednictwem funkcjonalizowanych
za pomoca poly(T) lub streptawidyny nanoczastek ztota.

Wyniki: Przeprowadzona analiza wykazata, ze przy zasto-
sowaniu wzmacniajacych sygnat SPR nanoczastek ztota oraz
specyficznej sondy PNA mozliwe jest wykrycie miRNA w ste-
zeniach nanomolarnych.

Whnioski: Rezultaty pokazuja, ze czutos¢ i wszechstron-
no$¢ metody detekcji moze by¢ idealna dla rozwoju metod
diagnostycznych niewymagajacych amplifikacji materiatu ge-
netycznego.

Stowa kluczowe: miRNA, nanoczastki ztota, powierzchnio-
wy rezonans plazmonowy.
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Abstract

Introduction: Tumor cells have the ability to aggregate
platelets which correlates with their metastatic potential. In-
teractions between circulating tumor cells and platelets pro-
tect tumor cells from physical stressors and immune system
response. Aggregation also increases the chance of metas-
tasis by facilitating the adhesion of tumor cell aggregates to
vascular endothelium. One of the platelet surface molecules
involved in aggregation is P-selectin, which is translocated
from intracellular granules to the external membrane after
platelet activation. In case of murine MC-38 colon carcino-
ma cells, sulfated galactosylcerebroside (SM4, sulfatide) was
found to be P-selectin ligand on, and its involvement in forma-
tion of metastases was shown using mice model.

Aim of the study: The role of sulfatide in breast cancer
progression.

Material and methods: The interactions of control MDA-
MB-231 cells (MDA/PURO) and MDA/PURO/CST cells with
high expression of sulfatide, obtained by stable expression
of human galactose-3-O-sulfotransferase (GAL3ST1) cDNA in
breast cancer MDA-MB-231 cells, with CHO cells expressing
P- or E-selectin were analyzed using laminar flow. The ability
of MDA/PURO cells MDA/PURO/CST cells to induce platelet
activation and subsequently aggregation was studied using
aggregation assay.

Results: It was found that the presence of sulfatide on the
surface of breast cancer MDA-MB-231 cells allow them to ad-
here to P-selectin-carrying cells, and not to E-selectin-carry-
ing cells, under shear flow. The sulfatide was also involved in
formation of aggregates between platelets and breast cancer
cells.

Conclusions: Our data suggest that sulfatide present on
the surface of breast cancer cells can be a ligand for P-selectin
present on the surface of endothelial cells and platelets.

Key words: tumor progression, sulfatide, platelets, breast
cancer.

Streszczenie

Wstep: Zdolnos¢ komdrek nowotworowych do agregacji
ptytek krwi koreluje z ich potencjatem przerzutujacym. Inter-
akcje miedzy komorkami nowotworowymi a ptytkami krwi
petnig funkcje w ochronie komoérek nowotworowych przed
czynnikami stresu fizycznego, przed rozpoznaniem ich przez
uktad odpornosciowy, a takze utatwiajg adhezje agregatow
komoérek nowotworowych z ptytkami krwi do srédbtonka na-
czyniowego. W agregacji ptytek krwi kluczowa role odgrywa
selektyna P, ktéra po aktywacji przemieszcza sig z ziarnistosci
o na powierzchnie btony komoérkowej. W przypadku mysich
komdrek MC-38 raka okreznicy ligandem dla selektyny P jest
sulfatyd, ktéry wptywa na potencjat przerzutujacy tych ko-
morek. Wskazujg na to badania in vivo przeprowadzone na
modelu mysim.

Cel pracy: Okreslenie roli sulfotransferazy i sulfatydu
w progresji raka piersi.

Materiat i metody: Do badania oddziatywan pomiedzy
ludzkimi komérkami raka piersi MDA-MB-231 z nadekspresja
CST i sulfatydu (MDA/PURO/CST) oraz kontrolnymi komérka-
mi MDA-MB-231 (MDA/PURO) wykorzystano test adhezyjny
w warunkach laminarnego przeptywu cieczy. Tworzenie agre-
gatéw przez komorki MDA/PURO/CST lub MDA/PURO z ptyt-
kami krwi analizowano poprzez pomiar zmetnienia zawiesiny
komarek.

Wyniki: Ludzkie komérki MDA-MB-231 raka piersi z nad-
ekspresjg CST i sulfatydu (MDA/PURO/CST) oddziatuja w wa-
runkach laminarnego przeptywu cieczy jedynie z komérkami
CHO ekspresjonujacymi selektyne P Kontrolne komdérki MDA-
-MB-231 (MDA/PURO) nie wiaza sie do komérek z ekspresja
selektyny P, jak réwniez selektyny E. Stwierdzono tez, ze sul-
fatyd bierze udziat w aktywacji ptytek krwi, a w konsekwencji
do tworzenia agregatow komaorek nowotworowych z ptytkami
krwi.

Whioski: Sulfatyd obecny na komérkach raka piersi w wy-
niku oddziatywania z selektyng P umozliwia ich adhezje do
komérek srodbtonka i bierze udziat w tworzeniu agregatéw
z ptytkami krwi.

Stowa kluczowe: progresja nowotworowa, sulfatyd, ptytki
krwi, rak piersi.
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Abstract

Introduction: Cell-penetrating peptides are short, positive-
ly charged (at neutral pH) peptides possesing the ability to
penetrate into the cell. This property, combined with forma-
tion of complexes with other molecules, allows to use them
as transporters crossing the biological membrane barrier.
By means of covalent or electrostatic interactions cell-pene-
trating peptides bind to molecules, whose transport without
their participation would be impossible or at low efficiency.
Aim of the study was comparison of the two CPP peptides,
C6M1 and HR9 as intracellular transporters.

Material and methods: Materials were two peptides HR9
and C6M1, as well as the same peptides FITC-labeled. Ex-
periments were performed on two cell lines: Hela and Hek
293. Plasmids encoding green fluorescent protein (GFP) were
used. Complexes of molecules with the appropriate CPP were
formed using electrostatic interactions. The cells which have
been introduced into peptides or peptide/plasmid complexes
was evaluated by the rate of cell membrane transport, intra-
cellular localization, cytotoxicity and cell viability.

Results: Peptides HR9 and C6M1 were localized in the
cytoplasm, mainly close to nuclear membrane. Cytotoxicity
analysis showed no negative impact on cells. Plasmids en-
coding GFP protein were introduced into cell by both peptides
and expressed, what proves the effectiveness of these CPPs
as carriers of active biomolecules. HR9 peptide was more effi-
cient in DNA transport.

Conclusions: Understanding the effect of introduced com-
pounds on cell, their intracellular localization and the ability
to transport functional molecules is essential in order to ex-
ploit and develop the proposed system for therapy and med-
ical diagnostics.

Key words: CPP, carrier, bioimaging, cell lines, GFP

Streszczenie

Wstep: Peptydy penetrujgce komorke (cell penetrating
peptide — CPP) to krotkie natadowane dodatnio (w obojetnym
pH) peptydy wykazujgce zdolnos¢ przenikania do wnetrza
komorki. Wtasciwos¢ ta w przypadku tworzenia komplek-
s6w z innymi molekutami umozliwia wykorzystanie ich jako
przenosnikéw pokonujgcych bariere btony biologicznej. Sa
one bowiem w stanie taczy¢ sie wigzaniami kowalencyjnymi
lub oddziatywaniami elektrostatycznymi z czasteczka, ktérej
transport bez ich udziatu bytby niemozliwy lub nisko wydajny.

Cel pracy: Porownanie 2 peptydéw CPP: C6M1 oraz HR9,
jako transporteréw wewnatrzkomérkowych.

Materiat i metody: Zastosowano dwa peptydy HR9 oraz
C6M1 znakowane réwniez fluorochromem FITC. Eksperymen-
ty prowadzono na dwdch liniach komérkowych Hela i Hek
293. Do badan wykorzystano plazmidy kodujgce biatko GFP
Kompleksy peptydéw CPP/plazmid utworzono za pomocg od-
dziatywan elektrostatycznych. Po wprowadzeniu peptydéw
oraz komplekséw oceniano szybkos¢ transportu przez bto-
ne komérkowa, lokalizacje w komdrce oraz cytotoksycznosé
i przezywalnos¢ linii komérkowych.

Wyniki: Zaréwno peptyd HR9, jak i C6M1 lokalizowaty sie
w cytoplazmie, gtéwnie przy btonie jadrowej. Analizy cyto-
toksycznosci nie wykazaty negatywnego wptywu na komaérki.
Wprowadzone za pomocg peptydéw CPP plazmidy koduja-
ce biatko GFP (green fluorescent protein) ulegaty ekspresji,
co Swiadczy o efektywnosci peptydéw jako transporteréw
aktywnych biomolekut. Peptyd HR9 byt bardziej wydajny
w transporcie DNA.

Whioski: Poznanie wptywu wprowadzonych zwigzkéw na
komorke, ich wewngatrzkomérkowa lokalizacja oraz zdolnos¢
transportu funkcjonalnych molekut jest niezbednym elemen-
tem w celu wykorzystania i rozwijania proponowanych ukta-
déw w terapii i diagnostyce medycznej.

Stowa kluczowe: CPP, noénik, bioobrazowanie, linie ko-
morkowe, GFP
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Abstract

Introduction: Mitochondrial 1,25-dihydroxyvitamin D,
24-hydroxylase (CYP24Al), an enzyme belonging to cyto-
chrome p450 family, deactivates active vitamin D, through
its metabolism starting by hydroxylation at C24. Our previous
study revealed that in melanomas other elements of vitamin D,
endocrine system, vitamin D receptor (VDR) and la-hydroxy-
lase (CYP27B1), is deregulated and negatively correlated with
progression of skin melanoma, its aggressiveness and overall
or disease free survivals.

Aim of the study: We analyzed the expression of CYP24A1
in melanocytic lesions.

Material and methods: CYP24A1 were detected using
immunohistochemistry in 6 normal skins, 15 benign melano-
cytic nevi, 58 melanomas and 25 metastases obtained from
67 patients.

Results: In skin melanocytic lesions the expression of
CYP24A1 was increased when compared to normal epidermis.
The highest mean CYP24A1 immunostaining was observed in
nevi and melanomas at stage |-l and pT1-2 and this differ-
ences were statistically significant when compared to normal
skin and melanomas at advanced stages (stages IlI-IV, pT3—
4). In nevi, the high CYP24A1 immunostaining was observed
most often but the mean CYP24A1 expression in nevi and ear-
ly-stage melanomas was comparable. The level of CYP24Al in
nevi and early stage melanomas was also significantly higher
than in metastases. Furthermore, the CYP24Al expression
positively correlated with VDR and CYP27B1 level.

Conclusions: Based on our previous studies and present
results, we concluded that vitamin D endocrine system af-
fects melanoma behavior. And CYP24Al seems to have
important impact on melanoma biology at early stages
and on inquiring malignant potential by melanoma cells.
The work was supported in part by grant 03/CM/2013 to AAB
and statutory research funds from Collegium Medicum Nico-
laus Copernicus University.

Key words: skin melanoma, vitamin D,, CYP24A1.

Streszczenie

Wstep: Mitochondrialna 24-hydroksylaza 1,25-dihydrok-
sywitaminy D, (CYP24Al), nalezaca do rodziny cytochromu
p450, inaktywuje witamine D, poprzez jej metabolizm rozpo-
czynajacy sie od hydroksylacji przy weglu C24. Nasze wcze-
Sniejsze badania wykazaty, ze ekspresja innych elementéw
endokrynnego systemu witaminy D,, receptora witaminy D
(VDR) oraz la-hydroksylazy (CYP27B1), jest zaburzona w czer-
niakach oraz negatywnie skorelowana z ich progresja, agre-
sywnoscia oraz catkowitym i wolnym od choroby przezyciem.

Cel pracy: Analiza ekspresji CYP24A1 w zmianach melano-
cytarnych.

Materiat i metody: Poziom CYP24A1 byt oznaczany immu-
nohistochemicznie w 6 prébkach prawidtowej skéry, 15 zna-
mionach, 58 czerniakach oraz 25 przerzutach popranych od
67 pacjentow.

Wyniki: W nowotworach melanocytarnych skéry poziom
CYP24A1 byt wyzszy niz w skérze prawidtowej. W znamionach
i czerniakach w stadium -l oraz zaawansowaniu pT1-2 obser-
wowano wysoki poziom CYP24Al, istotnie wyzszy niz w czer-
niakach zaawansowanych (stadium Ill-IV, pT3-4) i przerzu-
tach. W znamionach czesto obserwowano wysoka ekspresje
CYP24A1, ale sredni poziom CYP24A1 byt poréwnywalny ze
stwierdzonym w czerniakach we wczesnych stadiach zaawan-
sowania. Ponadto ekspresja CYP24A1 byta pozytywnie skore-
lowana z poziomem VDR i CYP27B1.

Whioski: Na podstawie wynikéw poprzednich i obecnych
badan mozna stwierdzi¢, ze endokrynny system witaminy D,
modyfikuje patogeneze czerniaka. A CYP24Al wydaje sie
wptywac na biologie czerniaka, zwtaszcza we wczesnych eta-
pach rozwoju, a by¢ moze takze na nabywanie potencjatu in-
wazyjnego.

Badania byty czesciowo finansowane z grantu 03/CM/2013
przyznanego AAB oraz funduszy na dziatalnos¢ statutowa
Collegium Medicum Uniwersytetu Mikotaja Kopernika.

Stowa kluczowe: czerniak skory, witamina D,, CYP24AL.
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Abstract

Introduction: Cancer stem cells (CSCs) have been recently
widely investigated in many types of tumors, including mela-
noma. One of the in vitro model used in melanoma studies is
B16 (F10) murine melanoma cell line.

Aim of the study: To investigate and characterize melano-
ma initiating cells (MICs) within B16 (F10) cell line.

Material and methods: Flow cytometry using LSR Fortessa
cell analyzer, single-cell sorting using MoFlo XDP sorter, cell
cultures.

Results: The results show that within B16 (F10) cell line
there are small subpopulations positive for single MIC mark-
ers: CD20, CD24, CD133 and ALDH activity. Moreover hypoxia
further increased expression of MIC markers. Single-cell sort-
ing of prospective MIC revealed their abilities to form clones
and grow as melanospheres. B16 (F10) CD20+ cells formed
clones with 3.13% efficiency, CD24+ 4.25%, CD133+ 6.25% and
ALDHhigh 10.4%. Numbers of colonies were slightly increased
in CD20+ (up to 5.2%) and ALDHhigh (up to 13.5%) cells over-
expressing heme oxygenase 1 (HO-1), the cytoprotective en-
zyme. Our preliminary data indicates that HO-1 might influ-
ence the proliferative potential and formation of clones by
MIC. Moreover, cell lines derived from clones were able to dif-
ferentiate and restore the heterogeneity of parental cell line.

Conclusions: Within B16 (F10) cell line there are subpopu-
lations positive for single MIC markers that display the char-
acteristics of CSC. Thus, B16 (F10) cell line might be used as
tool in studies of MIC biology and the role of HO-1 in these
cells.

Key words: melanoma, melanoma initiating cells, B16
(F10), heme oxygenase 1.

Streszczenie

Wstep: Liczne badania nad powstawaniem nowotworéw
(w tym czerniaka) skupiaja sie nad teoria dotyczaca nowo-
tworowych komérek macierzystych. Jednym z modeli uzywa-
nych w badaniach nad biologia czerniaka jest linia mysiego
czerniaka B16 (F10). Niewiele wiadomo jednak na temat obec-
nosci i charakterystyki nowotworowych komérek macierzy-
stych w tej linii.

Cel pracy: Zbadanie i charakterystyka komérek inicjuja-
cych czerniaka w mysiej linii komérkowej B16 (F10).

Materiat i metody: Zastosowano cytometrie przeptywo-
wa (LSR Fortessa), sortowanie pojedynczych komérek (MoFlo
XDP) i hodowle komérkowe.

Wyniki: Analiza cytofluorymetryczna komérek linii B16
(F10) wykazata obecnos¢ niewielkich subpopulacji pozytyw-
nych wzgledem pojedynczych markeréw komérek inicjuja-
cych czerniaka (melanoma initiating cells — MICs): CD20, CD24,
CD133, oraz o aktywnosci ALDH, ktére ulegty niewielkiemu
zwiekszeniu po hodowli w warunkach hipoksyjnych. Po od-
sortowaniu pojedynczych komérek tych populacji czes$¢ z nich
podjeta wzrost klonalny i utworzyta struktury sferoidalne.
Komérki CD20+ tworzyty klony z wydajnoscig 3,13%, CD24+
4,25%, CD133+ 6,25%, ALDHhigh 10,4%. Wydajnosci tworze-
nia klonéw w subpopulacjach CD20+ oraz ALDHhigh byty
nieco wyzsze (odpowiednio 5,2% i 13,5%) w komodrkach wy-
kazujgcych nadekspresje oksygenazy hemowej 1 — enzymu
cytoprotekcyjnego. Moze to Swiadczy¢ o wptywie HO-1 na
tempo wzrostu klondw powstatych z MIC. Co wigcej, linie ko-
morkowe wyprowadzone z pojedynczych klonéw posiadaty
zdolnosci do réznicowania i odtwarzania heterogennosci linii
wyjsciowej.

Whioski: Linia B16 (F10) wykazuje obecnos¢ subpopulacji
pozytywnych wzgledem markeréw MIC o wtasciwosciach ko-
morek macierzystych. Dlatego teZ linia ta moze stuzyé jako
model w badaniach nad biologia MIC oraz nad rolg HO-1
w tych komérkach.

Stowa kluczowe: czerniak, komérki inicjujace czerniaka,
B16 (F10), oksygenaza hemowa 1.
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Abstract

Introduction: Heme oxygenase-1 (HO1) prevents induction
of squamous cells carcinoma in mice but protects neoplas-
tic cells from anticancer therapies. Mesenchymal stem cells
(MSC) can be recruited to the tumour site and influence tu-
mour growth with immunosuppression and differentiation to
stroma cells.

Aim of the study was to determine the interactions of
MSC and SCC VII cell line with different levels of HO1.

Material and methods: We used murine Hmox1+/+ or
Hmox1—/— MSC and SCC VIl murine squamous cell carcinoma
cell lines expressing luciferase (SCC VlI-luc) or luciferase and
HO1 (SCC VII-luc-HO1). Influence of Hmox1+/+ or Hmox1—/—
MSC on SCC VII growth in vitro in co-culture was assessed
with IVIS Lumina 200. Influence of conditioned media from
SCC VII lines on the differentiation and immunomodulatory
gene expression in MSC was assessed with realtime PCR. Mo-
bilization of MSC to the SCC VII tumours in vivo was assessed
with flow cytometry.

Results: There is no difference in the growth of SCC VII-
luc or SCC VIlI-luc-HO1 tumours co-cultured with MSC with
or without functional HO1 gene. MSC stimulation with con-
ditioned media from both SCC VII lines similarly induces
expression of aSMA — marker of myofibroblasts. Moreover,
Hmox1+/+ MSCs up-regulate while Hmox1-/— down-regu-
late immunosuppressive 1L-10 when stimulated with condi-
tioned media from SCC VI cells. What is more, Hmox1-/—cells
up-regulate indoleamine-2,3-dioxygenase. Finally, both SCC
VIl cell lines mobilized similar numbers of MSCs in vivo.

Conclusions: Lack of HOl in MSC influences neither
growth of SCC VIl cell lines nor MSC differentiation to myo-
fibroblasts but may affect their immunosuppressive activity.

Key words: tumour, immunomodulation, mesenchymal
stem cells.

Streszczenie

Wstep: Oksygenaza hemowa 1 (HO1) chroni przed che-
miczng indukcjg raka kolczystokomérkowego u myszy, ale
moze ostabial dziatanie terapii przeciwnowotworowej. Ko-
morki macierzyste mezenchymalne mogga by¢ rekrutowane
do guzéw nowotworowych i wptywac na ich wzrost, réznicu-
jac do komarek zrebu tkankowego i hamujac odpowied? im-
munologiczna.

Cel pracy: Ocena interakcji miedzy komérkami MSC oraz
SCC VIl o réznym poziomie HOL.

Materiat i metody: W badaniach wykorzystano szpikowe
komorki MSC z myszy Hmox1+/+ lub Hmox1—/—- oraz linie ko-
morkowe SCC VII wykazujace ekspresje lucyferazy (SCC VII-
-luc) lub lucyferazy i HO1 (SCC VII-luc-HO1). Wptyw Hmox1+/+
lub Hmox1-/= MSC na wzrost SCC VII w kokulturze in vitro
oceniono za pomoca systemu VIS Lumina 200. Wptyw me-
diéw znad SCC Vll-luc lub SCC VII-luc-HO1 na réznicowanie
i ekspresje gendw immunosupresyjnych w MSC oceniono za
pomoca real time PCR. Mobilizacje MSC in vivo do guzdw z ko-
morek SCC Vll-luc lub SCC VII-luc-HO1 oceniono za pomoca
cytometrii przeptywowe;.

Wyniki: Nie zaobserwowano réznic we wzroscie linii SCC
VII'w kokulturze z MSC Hmox1+/+ lub Hmox1—/—. Stymulacja
MSC mediami znad obu linii SCC VII skutkowata wzrostem
ekspresji SMA — markera miofibroblastow. Ponadto MSC
Hmox1+/+ zwiekszaja, natomiast MSC Hmox1-/-zmniejszaja
ekspresje IL-10 pod wptywem mediéw znad SCC VII. Ponadto
MSC Hmox1-/—zwiekszajg ekspresje IDO. W eksperymentach
in vivo guzy zbudowane z obu typéw komérek SCC VII mobili-
zowaty podobne liczby komorek MSC.

Whioski: Brak HO1 w komérkach MSC nie wptywa na
wzrost linii SCC VII w ko-kulturze ani na réznicowanie do
miofibroblastéw pod wptywem mediéw kondycjonowanych.
Poziom HO1 w MSC moze wptywac na ich wtasciwosci immu-
nomodulacyjne.

Stowa kluczowe: nowotwodr, immunomodulacja, komaérki
macierzyste mezenchymalne.
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Abstract

Introduction: Recent improvements in applying of the
new polymer-based materials among several industrial and
bio-medical applications have lead scientists to investigate
new materials that would not only improve old techniques,
but also open way for new approaches and applications. Being
respondent to variations in temperature, pH, ionic strength or
hydrostatic pressure, ‘intelligent” polymers, mostly because
of their nanometric size and tunable properties, are widely
considered as a promising tool for biomaterials, drug delivery
systems, biosensors and bioanalytical devices. pNIPAM is one
example among this new class of materials with wide range
of applications due to its low critical solution temperature
(LCST), around natural human body temperature, at 33°C.

Aim of the study: Since NiPAM monomer has been report-
ed as a toxic component, developing biocompatible-approach
requires more detailed test that can determine the systems
cytotoxicity. In this work we focused on cytotoxicity of various
pNiPAM hydrogels.

Material and methods: We use previously synthesized
(free radical co-polymerization in water) thermoresponsive
pNiPAM hydrogels with different degrees of crosslinking and
in a range of different concentrations. Examination was con-
ducted on HelA and HEKcell lines to investigate materials
cytotoxicity by standard MTT and viability tests. In order to
study potential bio-medical application, particles structure
was investigate by employing CRYO-SEM technique.

Results: We report no cytotoxicity effects on tested cell
lines in used concentration for several different pNiPAM
nanoparticles. One can also observe higher proliferation ac-
tivity of cells upon adding NiPAM biopolymer.

Conclusions: Lack of cytotoxicity and additional pNiPAM
based surface effect, promoting cells growth, suggest that
pNiPAM might formed bio-scaffold for cell cultures.

Key words: cytotoxicity, pNiPAM, nanoparticles, nanomed-
icine, drugdelivery, nanotechnology.

Streszczenie

Wstep: Postep w stosowaniu polimerowych materiatow
zarbwno w przemysle, jak i w biomedycynie koncentruje
uwage naukowcdw na polimerach wykazujacych wtasciwosci
konkurencyjne w stosunku do tradycyjnych materiatéw. Po-
limery tworzace struktury w skali nano stanowig obiecujace
narzedzie o szerokim spektrum zastosowan. Jednym z takich
polimeréw jest pNiPAM (poly-N-isoporpylacrylamid) i dzie-
ki temperaturze przejscia fazowego (Lower Critical Solution
Temperature) okoto naturalnej temperatury ciata ludzkiego
33°C wykazuje wiele potencjalnych zastosowan, np. jako bio-
materiaty, biosensory czy systemy dostarczania lekéw.

Cel pracy: Synteza i zbadanie cytotoksycznosci polimeru
NiPAM o potencjalnym zastosowaniu w biomedycynie.

Materiat i metody: Uzyto wczesniej syntetyzowanych (free
radlical co-polymerization in water) termowrazliwych hydroze-
li pNiPAM z réznym stopniem usieciowania i w réznych ste-
zeniach. Badano efekt toksycznosci na liniach komdérkowych
HelA | HEK293, uzywajac standardowego testu MTT i testow
do oceny zywotnosci komoérek. Zastosowano mikroskopie
SEM i CRYO-SEM w celu zbadania struktury polimerdw.

Wyniki: Nie stwierdzono efektu cytotoksycznego na bada-
nych liniach komérkowych przy uzytym zakresie stezen bio-
polimeru NiPAM. Zaobserwowano réwniez wzrost proliferacji
komérek w stosunku do kontroli.

Whioski: Brak cytotoksycznosci oraz efekt polegajacy na
tworzeniu porowatych powierzchni daje mozliwos¢ zastoso-
wania badanych polimeréw jako potencjalnych biorusztowan
do hodowli komdérkowych.

Stowa kluczowe: cytotoksycznosé¢, pNiPAM, nanoczastki,
nanomedycyna, systemy dostarczania lekéw, nanotechnolo-

gia.
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Abstract

Introduction: Among hypotheses aiming at explaining
aggressive phenotype of ovarian cancer, the concept of stem-
like cancer cells has gains more and more experimental evi-
dence. This phenotype can be established by surface markers.
This can be achieved by manipulation of medium ingredients.

Aim of the study was to establish the ingredients essen-
tial to induce stem-like properties ofovarian cells (understood
as presence of certain surface markers) in ovarian cancer cell
lines.

Material and methods: Ovarian cancer cell lines SKOV-3
and OvBH-1 were cultured in medium without FBS,with cer-
tain supplements. In certain time points morphology analy-
sis and FACS were performed to estimate CD105 and CD133
presence.

Results: The morphology of the ovarian cancer cells
changed during the treatment with supplemented medium.
As a result of treatment, increase of CD105, not CD133, popu-
lation was observed in contrary to expected results.

Conclusions: Obtained supplemented medium can be ap-
plied to induce stem-like properties of ovarian cancer cell line
in terms of CD105 appearance.

Key words: ovarian cancer, stem-like cancer cells, Cd105,
CD133.

Streszczenie

Wstep: Posrod hipotez majacych wyjasni¢ agresywny fe-
notyp raka jajnika koncepcja macierzystopodobnych komérek
nowotworowych zyskuje coraz wiecej dowodéw eksperymen-
talnych. Taki fenotyp okresla sie m.in. za pomoca markeréw
powierzchniowych. Mozna go otrzymaé m.in. poprzez mani-
pulacje sktadem pozywki.

Cel pracy: Wyselekcjonowanie medium do indukcji cech
macierzystopodobnych (rozumianych jako pojawianie sie od-
powiednich markeréw powierzchniowych) w liniach komérko-
wych raka jajnika.

Materiat i metody: Linie komérkowe raka jajnika SKOV-3
i OvBH-1 hodowano w pozywkach bez surowicy, z okreslony-
mi suplementami. W okreslonych punktach czasowych prze-
prowadzano analize morfologii komérek i analize FACS, maja-
cg na celu sprawdzenie obecnosci markeréow CD105 i CD133.

Wyniki: Morfologia komérek ulegata zmianie w trakcie ho-
wodli w mediach suplementowanych. W wyniku traktowania
komérek uzyskano wzrost populacji CD105+, a nie CD133+4, jak
sie wczesniej spodziewano.

Whnioski: Opracowany sktad medium moze stuzy¢ do
otrzymywania cech macierzystopodobnych w komdrkach
raka jajnika, rozumianych jako podwyzszona ekspresja mar-
kera CD105.

Stowa kluczowe: rak jajnika, nowotworowe komarki ma-
cierzyste, CD105, CD133.
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NFKBIA polymorphic variant c.*126G>A may be associated with increased risk
of differentiated thyroid cancer in Polish patients
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Abstract

Introduction: Thyroid cancer determine 1% of all malig-
nant tumors and it is the most frequent endocrine malig-
nancy. It is 12 commonest cancers in women. Incidence in
Poland exceeds 1000 new cases per year, in addition, there is
increase in incidence by about 4% each year.

Aim of the study was to analyze the frequency of
c.*126G>A SNP polymorphism (single nucleotide polymor-
phism) of the NFKBIA gene and examine its role in the devel-
opment of differentiated thyroid cancer (DTC).

Material and methods: DNA was isolated from peripheral
blood leukocytes collected form group of 548 patients with
differentiated thyroid cancer and 535 individuals from pop-
ulation group. Samples were drawn from the Department of
Endocrinology, Metabolism and Internal Diseases, University
of Medical Sciences in Poznan and the Institute of Human
Genetics, Polish Academy of Sciences in Poznah. Sequence
variants were determined by pyrosequencing.

Results: There were observed differences in allele and
genotype frequencies. In patients with thyroid cancer allele G
was present with frequency 0.581 and allele A with frequen-
cy 0.418 compared with 0.521 and 0.478 in population group
respectively. The differences were more significant when con-
siderate men and women separately. Allele G in males with
DTC was observed with frequency 0.651 comparing with
males population control 0.533; allele A with frequency 0.349
in patient males and 0.467 in males population.

Conclusions: Regarding lower frequency of the disease in
males, detected differences may indicate on association of
allele G with thyroid cancer risk.

Key words: differentiated thyroid cancer, polymorphism,
NFKBIA, SNP, population studies.

Streszczenie

Wstep: Rak tarczycy stanowi 1% wszystkich nowotworéw
ztosdliwych i jest najczestszym nowotworem ztosliwym ukta-
du endokrynnego. Zajmuje 12. miejsce wsréd najczesciej wy-
stepujacych nowotwordw u kobiet. Zachorowalnosé na raka
tarczycy w Polsce to ponad 1000 przypadkéw rocznie, ponad-
to co roku nastepuje przyrost zachorowalnosci o ok. 4%.

Cel pracy: Analiza czestosci wystepowania wariantu
polimorficznego c.*126G>A genu NFKBIA u chorych ze zroz-
nicowanym rakiem tarczycy oraz w populacji polskiej.

Materiat i metody: Materiat, ktéry zostat wykorzystany
do badan, stanowit DNA wyizolowany z leukocytéw krwi ob-
wodowej pobranej od 548 0sdéb chorych ze zr6znicowanym
rakiem tarczycy (DTC) oraz od grupy 535 0s6b z grupy popu-
lacyjnej. Materiat do badan pochodzit z Kliniki Endokrynolo-
gii, Przemiany Materii i Choréb Wewnetrznych Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu oraz z Instytutu Genetyki Cztowieka
PAN w Poznaniu. Analizy wariantéw sekwencji wykonano za
pomoca metody pirosekwencjonowania.

Wyniki: W pierwszym etapie analizy statystycznej nie za-
obserwowano istotnych réznic dla czestosci alleli i genotypow
u 0s6b badanych. U pacjentéw z rakiem tarczycy allel G byt
obecny z czestotliwoscig 0,581, natomiast allel A z czestotli-
woscig 0,418, a w grupie populacyjnej czestosci te wynosity
odpowiednio 0,521 i 0,478. Réznice byty bardziej znaczace,
gdy potraktowano mezczyzn oraz kobiety jako dwie oddzielne
grupy. Allel G u mezczyzn z DTC wystgpit z czgstoscig 0,651
w poréwnaniu z grupa kontrolna, gdzie wynosit 0,533. Z ko-
lei allel A wystgpit z czestotliwoscig 0,349 u mezczyzn z DTC
i z czestoscig 0,467 w grupie kontrolnej.

Whioski: Biorgc pod uwage fakt nizszej czestotliwosci za-
chorowan na raka tarczycy u mezczyzn, wykryte réznice moga
sugerowac zaleznos¢ wystgpienia allelu G z ryzykiem zacho-
rowania na raka tarczycy.

Stowa kluczowe: zréznicowane raki tarczycy, polimorfizm,
NFKBIA, SNP, badania populacyjne.
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Wptyw posredniego i bezposredniego dziatania promieniowania jonizujacego
w warunkach in vitro na liczbe podwéjnych peknie¢ DNA i proliferacje komérek
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Abstract

Introduction: It is believed that the radiation dose has
a significant impact on the effectiveness of radiation thera-
py. Understanding the biological effects depend on the dose
rate is crucial for the effective treatment of ionizing radiation.
Basically the reduction of the dose leads to a reduction in le-
thal effect, but in some circumstances may be observed the
opposite effect of the dose rate, characterized by an increase
in damage and cell killing effect as compared to equivalent
doses of high power.

Aim of the study: The aim of the experiment is to com-
pare the number of double strand breaks (DSB) in the DNA
resulting from scattered radiation (low energy, keV) and the
primary (high energy MeV) and cell proliferation analysis of
the MDA-MB-231 cell line.

Material and methods: Triple negative breast cancer
MDA-MB-231 cells were cultured under standard conditions
and irradiated in the dose range 1.5-3.0 Gy in the beam axis
(indirect radiation) and ten centimeters out-of-field (the scat-
tered radiation) in the water phantom using Clinac 2300C.
Sixty minutes after the irradiation, were labeled by immuno-
fluorescence using Apoptosis, DNA Damage and Cell Prolif-
eration Kit BD Pharmingen™. Analysis was performed using
a flow cytometer. In addition, clonogenic assays were per-
formed with the aim of determining the value of SF (survival
fraction).

Results: lonizing radiation in beam axis cause different
number of DSB in MDA-MB-231 cell line compared to cells
treated 10 cm out-of-field. Moreover, these cells have different
proliferative and apoptotic potential.

Conclusions: Indirect ionizing radiation in dose range of
1.5-3.0 Gy in beam axis causes a different biological effect
than the radiation scattered 10 cm out-of-field in vitro.

Key words: ionizing radiation, dose-rate, DNA damage,
proliferation.

Streszczenie

Wstep: Moc dawki promieniowania ma znaczacy wptyw
na skutecznos¢ radioterapii. Poznanie efektéw biologicznych
zaleznych od mocy dawki jest kluczowe dla skutecznego le-
czenia. Zasadniczo obnizenie mocy dawki prowadzi do obni-
zenia efektu letalnego, jednakze w pewnych warunkach ob-
serwuje sie efekt odwrotny mocy dawki.

Cel pracy: Celem eksperymentu jest poréwnanie liczby
podwdjnych uszkodzer (DSB) w DNA powstatych na skutek
promieniowania jonizujacego rozproszonego (o niskiej ener-
gii, KeV) oraz pierwotnego (o wysokiej energii, MeV) wraz
z analizg proliferacji komaérek in vitro.

Materiat i metody: Komérki nowotworowe raka piersi po-
tréjnie ujemne MDA-MB-231 hodowane w warunkach stan-
dardowych napromieniono dawkami 1,5-3,0 Gy w osi wigzki
(promieniowanie posrednie) oraz dziesie¢ centymetrow od osi
wigzki (promieniowanie rozproszone) w fantomie wodnym za
pomoca akceleratora liniowego CLINAC 2300C. Szesédziesiat
minut po napromienieniu zostaty wyznakowane immunoflu-
orescencyjnie przy uzyciu Apoptosis, DNA Damage and Cell
Proliferation Kit BD Pharmingen™. Analize wykonano przy
uzyciu cytometru przeptywowego. Ponadto wykonano testy
klonogenne celem okreslenia wartosci SF (survival fraction).

Wyniki: W wyniku dziatania promieniowania jonizujgce-
go na komorki nowotworowe raka piersi MDA-MB-231 w za-
kresie 1,5-3,0 Gy w osi wigzki powstaje inna liczba podwaj-
nych uszkodzerh DNA niz w komoérkach poddanych dziataniu
promieniowania jonizujgcego 10 cm od osi wiazki. Ponadto
komorki te wykazuja odmienny potencjat proliferacyjny oraz
apoptyczny.

Whioski: Promieniowanie jonizujgce posrednie w zakresie
dawki 1,5-3,0 Gy w osi wigzki powoduje inny efekt biologiczny
niz promieniowanie rozproszone w warunkach in vitro.

Stowa kluczowe: promieniowanie jonizujace, moc dawki,
uszkodzenia DNA, proliferacja.
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Analiza duzych mutacji w genie BARD1 u pacjentek z rakiem piersi i/lub jajnika
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Abstract

Introduction: Besides BRCAI1/2 genes, a considerable
fraction of breast and/or ovarian predisposing factors is still
unknown. Initial studies, reporting small size-mutations, sug-
gest that several pathogenic variants in BARDI gene may be
responsible for familial aggregation of breast and/or ovar-
ian cancer. Although it was suggested that large mutations
(multi-exon deletions or duplications) may contribute sub-
stantially to the deleterious variation of BARDI, no systematic
study of large mutations in BARDI was performed so far.

Aim of the study: Here we decided to characterize the role
of large mutations in BARDI in familial aggregation of breast
and/or ovarian cancer.

Material and methods: We designed and generated multi-
plex ligation-dependent probe amplification (MLPA) probe set
coveringallexons and flanking sequences of BARDI. The MLPA
assay was used for the analysis of 524 DNA samples from pa-
tients with familial breast and/or ovarian cancer and 344 DNA
specimens from patients with unselected ovarian cancer.
Results: Conducted investigation did not reveal any large mu-
tations in BARDI gene. As a side effect of the analysis, con-
firming precision of our test, we detected 7 single nucleotide
substitutions, inducing 30-45% decrease in signal of single
MLPA probe specific for either exon 8 or 10. Sequencing anal-
ysis led to identification of 3 different sequence variants, lo-
cated within target sequence of respective MLPA probes. Two
of them, c.1690C>T and c.1977A>G, were described earlier to
induce abberant splicing. The third one, c.1972C>T (R6580),
was reported as possibly pathogenic.

Conclusions: Concluding, although we cannot exclude
presence of large mutations in BARDI, our study indicates
that such mutations do not contribute substantially to the
risk of breast and/or ovarian cancer.

Key words: BARDI, large mutations, MLPA, breast and/or
ovarian cancer, familial predisposition.

Funding: NCN 2011/01/B/NZ5/02773

Streszczenie

Wstep: Oprdcz gendw BRCA1/2 znaczna czesé czynnikéw
predysponujacych do rodzinnej agregacji raka piersi i/lub jaj-
nika jest wciaz nieznana. Wstepne doniesienia wskazuja, ze
mutacje w genie BARDI moga by¢ czynnikami predysponuja-
cymi do raka piersi i/lub jajnika. Pomimo wskazan, ze duze
mutacje (wieloeksonowe delecje lub duplikacje) moga sie
znaczaco przyczyni¢ do patogennej zmiennosci BARDI, nie
przeprowadzono do tej pory systematycznej analizy takich
mutacji w genie BARDI.

Cel pracy: W niniejszym projekcie postanowilismy scha-
rakteryzowa¢ udziat duzych mutacji w genie BARDI w rodzin-
nej predyspozycji do raka piersii/lub jajnika.

Materiat i metody: Zaprojektowalismy zestaw sond do
zaleznej od ligacji multipleksowej amplifikacji sond (MLPA),
obejmujgcy wszystkie eksony i sekwencje flankujace genu
BARDI. Test MLPA zostat zastosowany do analizy 524 prébek
DNA pacjentek z rodzinna forma raka piersi i/lub jajnika i 344
prébek DNA pacjentek z nieselekcjonowanym rakiem jajnika.

Wyniki: Przeprowadzona analiza nie wykazata obecnosci
duzych mutacji w genie BARDI. Mimo to w wyniku przepro-
wadzonych badan w 7 probkach DNA zidentyfikowalismy
3 rézne, jednonukleotydowe substytucje lezace w sekwen-
cjachrozpoznawanych przez sondy MLPA specyficzne dla ekso-
nu 8 lub 10 genu BARDI. Wykrycie tych mutacji poprzez nie-
znaczne obnizenie sygnatéw odpowiednich sond potwierdza
wysokg czutos¢ naszego testu. Wezesniejwykazano, ze dwie ze
zidentyfikowanych przez nas mutacji, c.1690C>T i c.1977A>G,
powoduja zaburzenia splicingu. Trzecia zmiana, c.1972C>T
(R658C), zostata wczesniej okreslona jako potencjalnie pato-
genna.

Whioski: Podsumowujgc — mimo ze nie mozna wykluczyé
obecnosci duzych mutacji w genie BARDI, dokonana analiza
wskazuje, ze tego typu mutacje nie maja duzego udziatu we
wzroscie ryzyka raka piersi i/lub jajnika.

Stowa kluczowe: BARDI, duze mutacje, MLPA, rak piersi
i/lub jajnika, rodzinna predyspozycja.

Finansowanie: NCN 2011/01/B/NZ5/02773.
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Personalized medicine for CLL: case report on CLL cell sensitivity evaluation
of antileukemic agent(s) in progressive leukemia

Personalizacja terapii PBL: ocena wrazliwosci komérek biataczkowych w postepujqgcej
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Abstract

Introduction: Chronic lymphocytic leukemia (CLL) touches
usually elderly, but an increasing tendency of this cancer inci-
dence for young people occurs.

Aim of the study: The aim of our in vitro studies was to
monitor the cytotoxicity, apoptosis rate, thermal profiles of
anticancer agents in mononuclear cells from peripheral blood
(PBMCs) of women with progressive CLL.

Material and methods: PBMCs samples were obtained
from blood of untreated patient in the age of 22 (leukocyto-
sis 120 x 10°/ul) and one year later (667 x 10%/ul). PBMC cells
were exposed to cladribine or fludarabine combined with cy-
clophosphamide/mafosfamide (CC/CM, FC/FM), and to CM
combined with MAb — rituximab (RitCM), rituximab alone
(Rit) and to kinetin riboside (KR). CLL cell viability and rate
of apoptosis were analyzed using Vybrant Apoptosis Assay
#4 by flow cytometry and fluorescence microscopy. Nuclear
preparations of control and drug-treated leukemic cells were
analyzed by differential scanning calorimetry (DSC). The ex-
pression/proteolysis of apoptosis related proteins was evalu-
ated by Western blot technique.

Results: A similar tendency in CLL cell sensitivity to anti-
cancer agents was observed, except Rit. The strong decrease
in cell viability, overlaps with significant changes in DSC pro-
files, as well as in expression of apoptosis-related proteins
(see above). Moreover, their cytotoxicity was also confirmed
by Comet assay technique. The strongest DNA damages were
observed in leukemic cells exposed to FM and RCM.

Conclusions: The obtained results of previously untreated
patient with aggressive CLL suggest that in vitro tests of leu-
kemic cell susceptibility to examined agent(s) could be help-
fulin the therapy choice and earlier sensitivity evaluation.

Key words: personalized therapy, CLL, anticancer agents,
purine derivatives, cyclophosphamide, rituximab.

Streszczenie

Wstep: Przewlekta biataczka limfocytowa (PBL) dotyka zwy-
kle osoby w wieku podesztym. Obserwuje sie tendencje wzrosto-
wa zachorowan na ten typ biataczki u os6b mtodych.

Cel pracy: Poréwnawczy monitoring cytotoksycznosci i prze-
biegu apoptozy komérek PBMCs z krwi pacjentki z progresywna
postacia PBL, eksponowanych na zwigzki antynowotworowe.

Materiat i metody: Komérki biataczkowe izolowano z krwi
pacjentki w wieku 22 lat oraz po uptywie roku (leukocytoza od-
powiednio 120 i 667 x 10°/ul) i inkubowano z kladrybing lub flu-
darabing w kombinacji z cyklofosfamidem/mafosfamidem (CC/
CM; FC/FM), CM z rituksimabem (RCM), z rituksimabem (Rit)
oraz rybozydem kinetyny (KR), samodzielnie. Przezywalnos¢ ko-
morek PBL i poziom apoptozy analizowano przy uzyciu Vybrant
Apoptosis Assay #4, wykorzystujgc cytometrie przeptywowg
oraz mikroskopie fluorescencyjng. Zmiany profili termicznych
jader komérek PBL, kontrolnych oraz traktowanych ww. zwigzka-
mi badano metoda DSC. Ekspresje/proteolize biatek zwigzanych
z apoptozg analizowano metoda Western blot.

Wyniki: Otrzymane wyniki wskazuja na korelacje pomiedzy
odpowiedzig komdrek PBL na stosowane zwigzki antynowotwo-
rowe a ich wrazliwoscig. Odnotowano spadek przezywalnosci
PBMCs, ktéremu towarzyszyty zmiany w profilach termicznych
frakcji jadrowych badanych komorek i ekspresji biatek zwiaza-
nych z przebiegiem apoptozy. Wyniki wskazuja, ze poza Rit po-
zostate zwiazki/ich kombinacje indukowaty apoptoze w komor-
kach biataczkowych chorej kobiety. Ponadto test kometkowy
potwierdzit uszkodzenia DNA, gtéwnie w komérkach traktowa-
nych FM oraz RCM.

Whioski: Uzyskane wyniki wskazuja, ze w przypadku niele-
czonej agresywnej formy PBL, testy in vitro podatnosci komérek
PBMC na potencjalng terapie antynowotworowa moga by¢ po-
mocne w wyborze skutecznej terapii i we wczesniejszej ocenie
wrazliwosci na leki.

Stowa kluczowe: terapia spersonalizowana, PBL, pochodne
purynowe, cyklofosfamid, zwigzki antynowotworowe, rituksimab.
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Abstract

Introduction: A drug carrier should be biocompatible,
biodegradable, nanometric and have an ability to bind and
release the bioactive compound. Spider silk proteins are an
excellent candidates since they are biocompatible and posses
self-assembly properties. Moreover, they can be modified by
adding a new functional group and produced in bacteria what
provides a sufficient amount of the material at low cost.

Aim of the study is to obtain a drug carrier based on the
bioengineered spider silk.

Material and methods: The bioengineered spider silk
proteins: MS1 and MS2 were produced in E. coli and purified
by thermal extraction. The spheres were produced by mixing
of a soluble silk protein with a phosphate buffer and char-
acterized using SEM, FTIR and zeta potential measurements.
The sphere’s cytotoxicity was measured by a MTT assay. The
particle’s potential of binding of anti-cancer drugs and their
release profiles were investigated for doxorubicin, mitoxan-
trone and etoposide.

Results: The MS1 and MS2 proteins form spheres of dif-
ferent morphology, size and surface charge. The size of the
particles can be controlled by a concentration of a silk protein
mixed with phosphate, while the phosphate concentration
influences stability of the silk spheres. Both particle types
are non-toxic towards fibroblasts 3T3 in vitro. MS1 spheres
showed a stronger affinity to anti-cancer drugs: doxorubicin
and mitoxantrone.

Conclusions: The bioengineered spider silk spheres made
of MS1 and MS2 proteins show different properties and
different affinity to the anti-cancer drugs. The spheres are
non-toxic, biodegradable and, due to their size, they should be
able to enter the tumor environment. Those features combined
with an affinity to anti-cancer drugs determine the potential of
bioengineered spider silk spheres as the drug carriers in cancer
therapy.

Key words: cancer therapy, doxorubicin, spider silk, nano-
particles, drug carriers.

Streszczenie

Wstep: Nosniki lekéw powinny sie charakteryzowac bio-
kompatybilnoscig, biodegradowalnoscig, nanometrycznym
rozmiarem oraz zdolnoscig inkorporacji i opdznionego uwal-
niania terapeutyku. Biatka jedwabiu pajeczego stanowig do-
skonaty budulec takich nosnikéw, poniewaz sg one biokom-
patybilne oraz majg zdolnos¢ samosktadania. Ponadto moga
by¢ poddane modyfikacjom nadajacym im nowe funkcje,
a ich produkcja w organizmach prokariotycznych eliminuje
problem dostepnosci materiatu.

Cel pracy: Uzyskanie nosnikow lekéw opartych na bioinzy-
nierowanym jedwabiu pajeczym.

Materiat i metody: Bioinzynierowane biatka jedwabiu
MS1 i MS2 produkowano w E. coli oraz oczyszczono na drodze
ekstrakcji termicznej. Sfery wytwarzano poprzez mieszanie
rozpuszczalnego biatka z fosforanem potasu. Sfery charakte-
ryzowano za pomocg mikroskopii elektronowej, spektroskopii
podczerwieni oraz pomiaru potencjatu dzeta. Cytotoksycz-
nos¢ sfer oznaczono za pomoca testu MTT. Badano potencjat
wigzania do sfer, a takze profile uwalniania: doksorubicyny,
mitoksantronu oraz etopozydu.

Wyniki: Biatka MS1 oraz MS2 formuja sfery charaktery-
zujace sie rézng morfologia, rozmiarem oraz tadunkiem po-
wierzchniowym. Rozmiar sfer moze by¢ kontrolowany poprzez
zmiane stezenia biatka, natomiast stezenie fosforanu wptywa
na ich stabilnos¢. Sfery nie sg toksyczne wobec fibroblastow
3T3 in vitro. Sfery MS1 wykazuja wieksze powinowactwo do
chemioterapeutykéw — doksorubicyny oraz mitoksantronu.

Whioski: Sfery z bioinzynierowanego jedwabiu pajecze-
go MS1 oraz MS2 wykazuja rézne wtasciwosci fizyczne oraz
rozne powinowactwo do badanych lekéw. Nietoksycznosé,
biodegradowalnos¢ oraz rozmiar pozwalajacy na wnikanie
do Srodowiska guza w potaczeniu ze zdolnoscig inkorporacji
lekéw stanowi o potencjale sfer z bioinzynierowanego jedwa-
biu pajeczego jako nosnikéw leku w terapii nowotworéw.

Stowa kluczowe: terapia nowotworéw, doksorubicyna,
nanoczastki, jedwab pajeczy, nosniki leku.
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Rola ekspresji czynnika transkrypcyjnego SOX18 w rakach jajnika
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Abstract

Introduction: SOX18 is a transcription factor known to be
involved in hair follicle, blood and lymphatic vessel develop-
ment, and wound healing processes. In addition, it has been
reported that SOX18 may influence the tumour growth. Until
now, the role of SOX18 expression in ovarian cancer (OC) has
not been determined.

Aim of the study was to assess the role of SOX18 expres-
sion of OC cells in regard to patients clinico-pathological fea-
tures.

Material and methods: SOX18 expression was assessed
in cancer cells of 85 OC patients treated with based platinum
chemotherapy utilizing the immunohistochemical method.

Results: SOX18 was expressed in cancer cell nuclei as well
as cytoplasm. Higher nuclear SOX18 expression was associat-
ed with presence of residual disease following surgical treat-
ment (p = 0.0158) and advanced disease stage (p = 0.0056).
Univariate survival analysis revealed that high SOX18 (p =
= 0.0125) expression, presence of residual disease (p <
0.0001) and advanced disease stage (p < 0.0324) predicted
poor patient outcome.

Conclusions: Our results suggest that high SOX18 expres-
sion in cancer cells may be a new predictive factor for OC.

Key words: ovarian cancer, SOX18.

Streszczenie

Wstep: Czynnik transkrypcyjny SOX18 bierze udziat w roz-
woju mieszkéw wtosowych, naczyn krwionosnych oraz chton-
nych, jak réwniez w procesie gojenia sie ran. Wykazano po-
nadto, ze SOX18 moze wptywac na wzrost komdrek nowotwo-
rowych. Dotychczas nie okreslono roli ekspresji ww. czynnika
w rakach jajnika.

Cel pracy: Okreslenie znaczenia ekspresji SOX18 w komor-
kach nowotworowych raka jajnika z uwzglednieniem danych
kliniczno-patologicznych pacjentek.

Materiat i metody: Ekspresja SOX18 zostata okreslona
z uzyciem metody immunohistochemicznej w komérkach no-
wotworowych 85 pacjentek z rakiem jajnika poddanych che-
mioterapii opartej na pochodnych platyny.

Wyniki: Ekspresja SOX18 obserwowana byta zaréwno
w jadrze, jak i cytoplazmie komdrek nowotworowych. Wy-
kazano istotng statystycznie zaleznos¢ silnej, jadrowej eks-
presji SOX18 z obecnoscig choroby resztkowej po zabiegu
cytoredukcyjnym (p = 0,0158) oraz klinicznym zaawansowa-
niem choroby (p = 0,0056). Jednoczynnikowa analiza przezy¢
wykazata, ze wysoka jgdrowa ekspresja SOX18 (p = 0,0125),
obecnosé choroby resztkowej po zabiegu cytoredukcyjnym
(p<0,0001) orazkliniczne zaawansowanie choroby (p < 0,0324)
byty zwigzane z istotnie statystycznie gorszym rokowaniem
pacjentek.

Whioski: Nasze wyniki wskazujg, ze wysoka jagdrowa eks-
presja SOX18 moze by¢ niekorzystnym czynnikiem predykcyj-
nym raka jajnika.

Stowa kluczowe: rak jajnika, SOX18.
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Hyper interleukin 11 (H11) stimulates thrombopoiesis during cancer treatment

Hiperinterleukina 11 (H11) stymuluje trombopoeze w przebiegu leczenia
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Abstract

Introduction: In oncology thrombocytopenia significantly
increases the risk of bleeding and limits therapeutic dose in-
tensity and causes dose delay. The current thrombocytopenia
standard treatment is the platelet transfusion. However, the
procedure is associated with number of potential risks e.g.
alloimmunisation. Thus, the intensive search for novel ther-
apeutic strategies including new thrombopoietic agents is
required.

Aim of the study: Analysis of activity of H11 in thrombocy-
topenia model — in vivo study.

Material and methods: Hyper interleukin 11 (H11) was con-
structed based on soluble interleukin 11 receptor alpha (sIL-
11R) and IL-11. H11 was produced in baculovirus system and
purified by anion chromatography. For in vivo study Balb/c
mice were used. The myelosuppressive regimen was achieved
by sublethal irradiation from a 137Cs source followed by an
injection of carboplatin. Control PBS or cytokines H11 and rh
IL-11 were administered subcutaneously in dose 100 pg/kg
for 7 days. The peripheral hematology was monitored using
hematology analyzer. Bone marrow cells were counted mi-
croscopically. The bone marrow and spleen progenitors were
determined using colony-forming cell assay.

Results: The irradiation and carboplatin regimen result-
ed in severe myelosuppression characterized by prolonged
thrombocytopenia. Administration of IL-11 or H11 reduced
the period of thrombocytopenia and myelosuppression, in-
creased the number of bone marrow cells, and increased the
number of megakaryocyte, erythroid, granulocyte/macro-
phage progenitors comparing with the vehicle-treated con-
trols. Althought, H11 was administered at three times lower
molar concentration, its effect was comparable or slightly
better comparing with IL-11 treated group.

Conclusions: H11 is a novel candidate for treatment of
thrombocytopenia.

Key words: thrombocytopenia, interleukin 11, Hyper cyto-
kine.

Grant from NSC, no 2011/01/B/NZ4/05796.

Streszczenie

Wstep: Matoptytkowosé jest powaznym problemem w le-
czeniu onkologicznym. Zmniejszenie liczby ptytek ogranicza
stosowanie dawek terapeutycznych lekéw badz opdznia ko-
lejne cykle leczenia. Gtéwng forma zapobiegania lub leczenia
matoptytkowosci jest transfuzja ptytek krwi. Transfuzja jed-
nak moze wywotywac reakcje niepozagdane, np. autoimmuni-
zacje. Z tego powodu prowadzone s3 intensywne poszukiwa-
nia nowych rozwiazan leczenia matoptytkowosci.

Cel pracy: Analiza aktywnosci hiperinterleukiny 11 (H11)
w mysim modelu trombocytopenii.

Materiat i metody: Sztuczng cytokine H11 skonstruowano
na bazie rozpuszczalnego receptora interleukiny 11 (sIL-11R)
i IL-11. H11 produkowano w bakulowirusowym systemie oraz
oczyszczano za pomocg chromatografii jonowymiennej. Ba-
dania in vivo przeprowadzano z uzyciem myszy Balb/c. Mielo-
supresje uzyskiwano poprzez napromienianie myszy ze zrédta
cezowego Cs-137 i podawanie karboplatyny. Myszom podawa-
no podskornie PBS albo cytokiny H11 i IL-11 w dawce 100 pg/
kg przez 7 dni. Morfologie krwi badano z uzyciem analizatora
hematologicznego. Komérki szpiku liczono za pomocg mikro-
skopu. Komoérki progenitorowe szpiku i $ledziony oceniano
przy uzyciu testéw klonogennych.

Wyniki: Napromienianie i podanie chemioterapeutyku wy-
wotywato ostrag mielosupresje charakteryzujaca sie dtugocza-
sowag matoptytkowoscia. Podanie IL-11 lub H11 powodowato
zredukowanie okresu matoptytkowosci i mielosupresji, zwiek-
szenie liczby komoérek szpiku, zwiekszenie liczby komdrek
pregonitorowych w poréwnaniu z grupg kontrolng. Mimo ze
H11 podawana byta w trzykrotnie mniejszym stezeniu molar-
nym, efekt terapeutyczny byt poréwnywalny lub nieznacznie
lepszy w poréwnaniu z grupa leczong IL-11.

Whioski: Biatko H11 jest molekuta o olbrzymim potencjale
leczenia matoptytkowosci.

Stowa kluczowe: matoptytkowos¢, interleukina 11, hiper-
cytokina.

Grant z NSC, nr 2011/01/B/NZ4/05796.
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Immunophenotyping and functional evaluation of lung cancer-associated

granulocyte cells
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Abstract

Introduction: Neutrophils are the most abundant im-
mune system cells and their main function is to protect or-
ganism from penetrating pathogens. Recently researchers
emphasize their role in course of cancer disease. These cells,
depends on the microenviromental agents, reveal differenti-
ated phenotype which is defined as antitumorigenic — N1 or
protumorigenic — N2. Cells which display diverse activation
pattern, demonstrate also significant functional differences.
Granulocytic myeloid-derived suppressor cells (GrMDSC) are
cluster of cells, which appear and spread in organism in their
immature form during pathological conditions, i.e. during
cancer disease. Their behavior in tumour microenvironment
is significantly less known than neutrophils. Literature data
suggest, that their functional character is similar to neutro-
phils N2.

Aim of the study: Destination of this project is immuno-
phenotyping and functional evaluation of GrMDSCs and
neutrophils associated with lung cancer in their ability to
phagocytosis and intracellular killing dependent on oxidative
mechanisms.

Material and methods: Neutrophils and GrMDSC from
pleural effusions with different ethiology, also from tu-
mours, pulmonary vein blood and peripheral blood from pa-
tients with non-small cell lung cancers were assessed using
flow cytofluorymeter.

Results: Studied cells showed differences in the expression
of selected antigens and phagocytic activity, also in ability to
intracellular killing dependent on reactive oxygen species.

Conclusions: The results will help to better characterize
the immunological importance of granulocytic cells associat-
ed with tumour inside NSCLC microenvironment, which may
increase the diagnostic potential and set new targets for per-
sonalized cancer therapy.

Key words: neutrophils, phagocytosis, reactive oxygen
species.

Streszczenie

Wstep: Neutrofile to najliczniejsze komérki uktadu immu-
nologicznego, ktérych gtéwnag funkcja jest obrona organi-
zmu przed wnikajacymi patogenami. Od niedawna badacze
podkreslaja ich role w przebiegu procesu nowotworowego.
Komorki te, w zaleznosci od czynnikéw mikrosrodowiska,
wykazujg zréznicowany fenotyp okreslany jako przeciw-
nowotworowy — N1, badZ pronowotworowy — N2. Komorki
charakteryzujace sie réznym wzorcem aktywacji wykazuja
znaczace roznice funkcjonalne. Granulocytarne komorki su-
presorowe pochodzenia szpikowego (granulocytic myeloid
derived suppressor cells — GrMDSC) stanowig grupe komarek
pojawiajacych sie i rozprzestrzeniajacych w organizmie w for-
mie niedojrzatej w stanach patologicznych, np. w chorobie no-
wotworowej. Ich zachowanie w mikrosrodowisku nowotworu
jest znacznie mniej poznane niz neutrofili. Dotychczasowe
doniesienia literaturowe sugeruja, ze ich charakter funkcjo-
nalny jest podobny do neutrofilow typu N2.

Cel pracy: Ocena immunofenotypowa i czynnosciowa ko-
morek GrMDSC oraz neutrofili towarzyszacych rakom ptuc
w zakresie ich zdolnosci do fagocytozy oraz zabijania we-
wnatrzkomérkowego zaleznego od mechanizméw tlenowych.

Materiat i metody: Neutrofile oraz GrMDSC z wysiekdw
optucnowych o réznej etiologii, z guzéw, z krwi z zyty ptucnej
i krwi obwodowej od chorych z niedrobnokomérkowym ra-
kiem ptuc (NDRP) poddano ocenie przy uzyciu cytofluoryme-
tru przeptywowego.

Wyniki: Wykazano réznice w obrebie ekspresji wybranych
antygendw oraz aktywnosci fagocytarnej i zdolnosci do za-
bijania wewnatrzkomérkowego zaleznego od reaktywnych
form tlenu.

Whioski: Uzyskane wyniki pomoga lepiej scharakteryzo-
wac znaczenie immunologiczne granulocytarnych komérek
towarzyszacych nowotworom w mikrosrodowisku NDRP, co
moze zwiekszy¢ potencjat diagnostyczny oraz wytyczy¢ nowe
cele dla spersonalizowanej terapii nowotworu.

Stowa kluczowe: neutrofile, fagocytoza, reaktywne formy
tlenu.
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The relationship between the expression of vascular endothelial growth factors
(VEGFs) and vessels density in benign and malignant adrenal pheochromocytoma

Zaleznos¢ pomiedzy ekspresjq naczyniowych czynnikéw wzrostu (VEGFs)
oraz gestoscig naczyn w tagodnych i ztosliwych guzach chromochtonnych

(pheochromocytoma)

Anastazja Stéj', Magdalena Biatas’, Grzegorz Dyduch’, Krzysztof Okon’, Joanna Dudata’

Department of Pathomorphology, Jagiellonian University Medical College, Krakow, Poland
Chair of Medical Physics and Biophysics, Faculty of Physics and Applied Computer Science, AGH University of Science

and Technology, Krakow, Poland

Katedra Patomorfologii, Uniwersytet Jagiellorski Collegium Medicum w Krakowie, Polska
2Katedra Fizyki Medycznej i Biofizyki Wydziat Fizyki i Informatyki Stosowanej, Akademia Gérniczo-Hutnicza, Krakéw, Polska

Abstract

Introduction: Pheochromocytomas are tumors arising
from chromaffin cells of adrenal medulla. It is difficult to pre-
dict their clinical course on the basis of histology.

Aim of the study was to determine the expression of va-
scular growth factors (VEGF-A, -C and -D) and vessels density
in subcapsular and central parts of the tumor to find whether
there is a correlation between VEGFs expression and vessels
density and if vascular density may be helpful in predicting
benign or malignant clinical course of pheochromocytoma.

Material and methods: The material under study con-
sisted of 62 pheochromocytoma, 5 of them with confirmed
malignant clinical course (three with distant metastasis, two
with local recurrence). Vessels density was determined by
two methods (Chalkley and hot-spots) after labeling with the
two different antibodies: CD31 and CD105. The expression of
VEGFs was determined as a sum of the percentage of positive
cells and intensity of staining of the tumor cells.

Results: VEGF-A showed more pronounced expression
(mean value: 4.57) than VEGF-C and VEGF-D (mean values re-
spectively: 3.58 and 1.93). VEGF-A expression was correlated
with the subcapsular (p < 0.05) and central (p < 0.05) vascu-
lar density in pheochromocytomas in both counting methods.
There was no correlation between the expression of other va-
scular growth factors (VEGF-C and VEGF-D) and vascular den-
sity. There was no statistically significant difference between
the expression of vascular growth factors and vascular den-
sity in groups of benign and malignant pheochromocytomas.

Conclusions:

1.In pheochromocytomas VEGF-A shows the strongest

expression.

2. VEGF-A expression is correlated with vascular density in

both: subcapsular and central parts of the tumor.

3. There is no difference in vascular density in benign and

malignant pheochromocytoma.

Key words: pheochromocytoma, vascular growth factors,
vessels density.

Streszczenie

Wstep: Pheochromocytoma to nowotwor wywodzacy sie
z komérek chromafinowych rdzenia nadnercza o trudnym do
przewidzenia przebiegu klinicznym.

Cel pracy: Okreslenie ekspresji naczyniowych czynnikéw
wzrostu (VEGF-A, -C i -D), policzenie gestosci naczyn w pod-
torebkowych i centralnych czesciach guza oraz odpowiedz na
pytanie, czy istnieje korelacja miedzy ekspresja VEGFs a ge-
stoscig naczyn w guzach chromochtonnych oraz czy okreéla-
nie gestosci naczyn moze by¢ pomocne w prognozowaniu
przebiegu klinicznego guza chromochtonnego.

Materiat i metody: Badano 62 przypadki pheochromocy-
toma, 5 z nich o potwierdzonym ztosliwym przebiegu klinicz-
nym (w trzech stwierdzono obecnos¢ przerzutéw odlegtych,
dwa daty wznowe miejscowa). Gestos¢ naczyn okreslono
dwoma metodami (metoda Chalkleya i hot-spots) po wyzna-
kowaniu naczyh za pomocg przeciwciat CD31i CD105. Ekspre-
sje czynnikéw wzrostu okreslono, sumujac procent pozytyw-
nych komérek guza i nasilenie odczynu.

Wyniki: Czynnik wzrostu naczyn VEGF-A wykazat silniej-
szg ekspresje (Srednia wartos¢ 4,57) niz czynniki VEGF-C
i VEGF-D (Srednie wartosci: 3,58 i 1,93). Ekspresja VEGF-A ko-
relowata z gestoscig naczyn w podtorebkowych (p < 0,05)
i w centralnych (p < 0,05) czedciach guza chromochtonnego
przy obydwu metodach liczenia gestosci naczyn. Nie wykaza-
no istnienia korelacji pomiedzy ekspresja pozostatych czyn-
nikow wzrostu naczyn (VEGF-C i VEGF-D) a gestoscig naczyn.
Nie ma istotnych statystycznie réznic pomiedzy ekspresja na-
czyniowych czynnikéw wzrostu i gestoscig naczyn w grupach
tagodnych i ztosliwych guzéw chromochtonnych.

Whioski:

1. W guzach chromochtonnych najsilniejsza ekspresje wy-

kazuje VEGF-A.

2. Ekspresja VEGF-A koreluje z gestoscig naczyn w podto-

rebkowych oraz centralnych czesciach nowotworu.

3. Nie ma réznic w gestosci naczyn w guzach o tagodnym

i ztosliwym przebiegu klinicznym.

Stowa kluczowe: pheochromocytoma, naczyniowe czynni-

ki wzrostu, gestosé naczyn.
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Synteza kropek kwantowych CulnS2/ZnS jako znacznikéw fluorescencyjnych
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Abstract

Introduction: Quantum dots (QDs) are semiconductor
nanocrystals (NCs) that possess unique optical properties at-
tributed to the quantum confinement effect. Thanks to their
broad absorption profiles the simultaneous excitation of mul-
tiple colors of QDs is possible unlike the conventional organ-
ic dyes. Moreover, the QDs surface can be functionalized by
conjugation with various molecules enabling the NCs to be
dispersed in water and to be specifically addressed for bio-
aplications.

Aim of the study: During the last decade Cd-based QDs
have been a major focus in the form of size and shape-con-
trolled NCs. However, despite their great optical properties,
the toxicity of Cd and the production of reactive oxygen spe-
cies from these NCs shed a doubt on the future applicability
of these QDs, particularly in view of recent environmental
regulations. Thus, there is a big interest in developing new
synthetic routes for production of Cd—free QDs.

Material and methods: One of an alternative materials
are ternary I-IlI-VI NCs, including CulnS2, which possess lower
toxicity, high absorption coefficient, high stability, and tun-
able emissions in VIS-NIR region.

Results: Here, we report a new synthesis of CulnS2/ZnS
QDs with PL emission at ca. 610 nm, and photoluminescence
quantum vyield (QY) up to 65%. The successful transfer of
these dots into water was achieved via overcoating with the
amphiphilic polymer, poly(maleic anhydride-alt-1-octadecene)
(PMAQ). The products were characterized by means of UV-vis
and fluorescence spectroscopies, X-ray diffraction, dynamic
light scattering and high resolution transmission electron mi-
Croscopy.

Conclusions: The PMAO-coated QDs emit at ca. 640 nm
with QY of 35%. Such prepared NCs will be functionalized and
used in cancer cells imaging.

Key words: bioimaging, quantum dots.

Streszczenie

Wstep: Kropki kwantowe (quantum dots — QDs) to
potprzewodnikowe nanokrysztaty (nanocrystals — NCs) o bar-
dzo atrakcyjnych wtasciwosciach optycznych, wynikajgcych
z efektu ograniczenia kwantowego. Wykazujag m.in. stabil-
na, jasna, zalezng od rozmiaru kropek fluorescencje i posia-
daja szerokie widmo absorpcji. Poprzez modyfikacje ich po-
wierzchni, ktéra pozwala dyspergowac je w wodzie, oraz
funkcjonalizacji moga one znalez¢ zastosowanie w biologii
i medycynie, m.in. jako znaczniki fluorescencyjne.

Cel pracy: W przeciggu ostatniej dekady gtéwny temat ba-
dan stanowity QDs oparte na bazie kadmu. Jednakze, pomimo
ich atrakcyjnych wtasciwosci, toksycznosé Cd oraz produkcja
reaktywnych form tlenu przez te nanokrysztaty podaty w wat-
pliwos¢ uzytecznosé tych materiatdéw w przysztosci, zwtasz-
cza w dobie aktualnych ograniczen ze wzgledéw ekologicz-
nych. Poszukuje sig¢ zatem nowych Sciezek syntetycznych do
produkgcji wolnych od kadmu QDs.

Materiat i metody: Jeden z alternatywnych materiatéow
stanowia trzeciorzedowe I-lll-VI NCs, w tym CulnS2, ktére
wykazuja nizsza toksycznos¢, posiadaja wyzszy wspdtczynnik
absorpcji, lepsza stabilnos¢ oraz mozliwos¢ dostrajania emisji
w zakresie VIS-NIR.

Wyniki: W tej pracy zaprezentowano nowa synteze kro-
pek rdzen/powtoka CulnS2/ZnS emitujacych przy ok. 610 nm,
z wydajnoscig kwantowa (quantum yield — QY) do 65%. Ko-
lejno, te NCs zostaty z sukcesem zdyspergowane w wodzie
poprzez otoczenie ich amfifilowym polimerem PMAO (poly
(maleic  anhydride-alt-1-octadecene)). ~ Scharakteryzowano
wiasciwosci optyczne produktéw, ich strukture krystaliczng,
morfologie i cytotoksycznosé.

Whioski: Ostatecznie otrzymano nanokropki otoczone
PMAO z maksimum emisji przy ok. 640 nm, ktérych QY wynosi
35%. Tak przygotowany materiat zostanie sfunkcjonalizowa-
ny w celu obrazowania komérek nowotworowych.

Stowa kluczowe: bioobrazowanie, kropki kwantowe.
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Optymalizacja warunkéw wytwarzania sfer z bioinzynierowanego jedwabiu
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Abstract

Introduction: Spider silk is a biomaterial combining su-
perb mechanical properties, biocompatibility and biodegrad-
ability. Bioengineered silk can be easily processed into various
morphological forms such as fibers, films or scaffolds. It can
also form micro- and nanospheres which may serve as drug
carriers in anticancer therapy.

Aim of the study: Construction of bioengineered spider
silk proteins, production and characteristics of silk spheres.

Material and methods: Two bioengineered silks were
constructed: MS2 and EMS2. Their sequences were based on
the consensus motif of MaSp2 spidroin from N. clavipes. MS2
consists of 15 repeat units and 15 times repeated unit of EMS2
was modified by glutamic acid addition. The proteins were
produced in E.coli expression system and purified by thermal
denaturation method. To prepare spheres the silks solutions
were mixed with K,PO, at different concentrations and pH of
K,PO, buffer and various concentration of proteins. Morphol-
ogy and size of spheres were characterized using scanning
electron microscopy. Zeta potential was measured using Ze-
tasizer analyzer. The cytotoxicity of spheres was investigated
by MTT assay.

Results: Constructed bioengineered silks — MS2 and EMS2
formed spheres in conditions above a critical K,PO, concen-
tration — 1M for MS2 and 2M for EMS2. SEM analysis demon-
strated differences in spheres morphology and size what
depended on the type and concentration of protein and the
pH of potassium phosphate buffer. Spheres made of MS2 and
EMS2 differed in Zeta potential. The analysis of cytotoxicity
revealed that both spheres were not cytotoxic.

Conclusions: The properties of spheres depend on type of
the protein and conditions during their preparation — K PO,
concentration, pH and protein concentration. The spheres
with the best characteristics can be used for drug loading and
delivery to tumor cells.

Key words: bioengineered spider silk, spheres formation.

Streszczenie

Wstep: Jedwab pajeczy jest biomateriatem, taczacym nie-
zwykte wtasciwosci mechaniczne oraz biokompatybilnos¢
i biodegradowalnos¢. Z bioinzynierowanego jedwabiu pozy-
skujemy rézne formy morfologiczne, takie jak wtékna, filmy
czy rusztowania. Moze on takze formowaé mikro- i nanosfery,
stuzace jako nosniki lekéw w terapii przeciwnowotworowe;.

Cel pracy: Konstrukcja bioinzynierowanych biatek jedwa-
biu pajeczego, wytwarzanie i charakterystyka sfer.

Materiat i metody: Konstruowano dwa bioinzynierowane
biatka jedwabiu: MS2 i EMS2. Sekwencje biatek oparto na
sekwencji konsensusowej spidroiny MaSp2 pajaka Nephilla
clavipes. MS2 otrzymywano, ligujac 15 sekwencji konsensuso-
wych, natomiast sekwencje powtarzajgce sie EMS2 modyfiko-
wano dodaniem kwasu glutaminowego. Biatka produkowano
w bakteryjnym systemie ekspresyjnym i oczyszczano metoda
termicznej denaturacji. Sfery wytwarzano przez mieszanie
roztworéw biatek z K.PO, w réznym stezeniu fosforanu, pH
buforu fosforanowego oraz ré6znym stezeniu jedwabiu. Mor-
fologie i rozmiar sfer analizowano, wykorzystujgc skaningowy
mikroskop elektronowy. Potencjat dzeta mierzono przy uzyciu
analizatora Zetasizer. Cytotoksycznosé sfer badano za pomo-
ca testu MTT.

Wyniki: Otrzymane biatka bioinzynierowanego jedwabiu
—MS2 i EMS2, formowaty sfery w warunkach powyzej krytycz-
nego stezenia K,PO,: IM dla MS2 i 2M dla EMS2. Analiza SEM
wykazata réznice w morfologii i rozmiarze sfer, co zalezato od
rodzaju i stezenia biatka oraz pH buforu fosforanowego. Sfery
MS2 i EMS2 réznity sie potencjatem dzeta. Badanie cytoto-
ksycznosci wykazato, ze oba rodzaje sfer nie sg toksyczne.

Whioski: Wtasciwosci sfer zalezg od rodzaju uzytego biat-
ka oraz warunkéw wytwarzania — stezenia K,PO,, jego pH
oraz stezenia jedwabiu. Sfery o najbardziej korzystnych ce-
chach moga by¢ wykorzystane do tadowania i dostarczania
lekéw do komérek nowotworowych.

Stowa kluczowe: bioinzynierowany jedwab pajeczy, for-
mowanie sfer.
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Nanohybrydy metaloorganiczne MOF jako nowe nosniki lekow

Patryk Florczak, Grazyna Bartkowiak, Saadat Sulaimankulova, Stefan Jurga

NanoBioMedical Centre, Adam Mickiewicz University, Poznan, Poland
Centrum NanoBioMedyczne, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza, Poznan, Polska

Abstract

Introduction: A challenge in anticancer therapy is the si-
multaneous ability of both delivering medicaments, to the
right place in the body, and trace the therapeutic progress. The
development of novel drug nanocarriers which protect organ-
ism from toxic side effects, fast drug degradation and capable
of enabling the traceability of the delivery process is proposed.
Aim of the study is the synthesis of new anticancer drug carri-
ers. Synthesis will involve the preparation of nanocomposite,
core-shell system, in which the core consists of magnetite
nanoparticles responsible for imaging (MRI). Whereas, the
as shell is used a MOF material, whose task will be to trap
the anticancer drug agent. Attachment of a peptide to obtain
composite will allow the targeted therapy.

Material and methods: The first stage of preparation of
drug nanocarrier is the synthesis of nanoparticles of magne-
tite. The next step is the growth of the MOF shell on the Fe304
particles. An important stage of research is encapsulation of
doxorubicin into the porous MOF. The final stage is attach-
ment of a peptide having affinity for the HER2 receptor in can-
cer cells. After each of the stages of preparation, resulting sys-
tems will be characterized: XRD, EPR, SQUID, FT-IR, BET, SEM,
TEM, NMR, MRI. Is also planned a study of doxorubicin release
and cytotoxicity tests in vitro on breast cancer cell line.

Results: Magnetite nanoparticles obtained using the ther-
mal decomposition method of iron oleate complex.

Conclusions: The obtained particles have size distribution
in the range of 10-12 nm. Using co-precipitation method, par-
ticles from 12 to 20 nm were obtained, and the pure phase of
Fe,0, was confirmed (XRD). Pulsed plasma method in liquid
gives particles with a wide distribution of sizes of 25-60 nm,
XRD result showed the combination of Fe and Fe,O, phases.

Key words: magnetite, MOF, drug carrier, encapsulation,
doxorubicin.

Streszczenie

Wstep: Wyzwaniem w nowoczesnej terapii antynowotwo-
rowe] jest jednoczesne dostarczanie terapeutycznej dawki
leku w odpowiednie miejsce w organizmie oraz mozliwos¢
obrazowania postepéw terapii. Lecznicze substancje aktywne
posiadaja ograniczenia w zastosowaniu. Nanonosniki lekow
maja zapewnic ochrone leku przed przedwczesna degradacja
oraz organizmu przed szkodliwym dziataniem leku.

Cel pracy: Synteza nowych nosnikéw lekéw przeciwno-
wotworowych. Synteza ma polega¢ na otrzymaniu nanokom-
pozytéw typu rdzen-powtoka. Rdzeniami beda nanoczastki
magnetytu odpowiedzialne za obrazowanie (MRI), natomiast
powtokg materiat MOF, ktérego rolg bedzie uwiezienie leku
przeciwnowotworowego. Przytgczenie peptydu do otrzyma-
nego kompozytu umozliwi terapie celowana.

Materiat i metody: Pierwszym etapem preparatyki nano-
nosnika leku jest synteza nanoczastek magnetytu. Nastep-
nym krokiem jest synteza materiatu MOF [MIL-100(Fe)] na
powierzchni czastek magnetycznych. Kolejnym etapem jest
enkapsulacja doksorubicyny. Finalnie do otrzymanych ukta-
doéw zostanie przytaczony peptyd majacy powinowactwo do
receptorow HER2. Na poszczeg6lnych etapach preparatyki
otrzymywane uktady charakteryzowano za pomoca XRD, EPR,
SQUID FT-IR, BET, SEM, TEM, NMR, MRI. Planowane s3 réwniez
badania sposobu uwalniania substancji aktywnej oraz ocena
cytotoksycznosci in vitro, na nowotworowej linii komaérkowej
raka piersi.

Wyniki: Najbardziej obiecujgce wyniki syntez nanoczastek
magnetytu uzyskano, stosujac metode termicznej dekompo-
zycji kompeksu oleinianu zelaza.

Whioski: Syntetyzowane czgstki posiadaja dystrybucje
rozmiaréw w granicach 10-12 nm. Metodg wspétstraceniowa
otrzymano czastki od 12 do 20 nm, uzyskano czysta faze Fe,O,
(XRD). Metoda pulsacyjnej plazmy pozyskano czastki o szero-
kiej dystrybucji rozmiaréw 25-50 nm, oprécz Fe O, obserwo-
wano dodatkowo Fe.

Stowa kluczowe: magnetyt, MOF, nanonosnik leku, en-
kapsulacja, doksorubicyna.
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Abstract

Introduction: Non-small cell lung cancer is one of the most
common cancers in men and composes 80% of lung cancer.
It develops as a result of the accumulation of genetic defects
including SNP. They lead to the development of not only the
cancer cell itself, but also stimulate the formation of its mi-
croenvironment, and set a number of mechanisms for tumor
escape from the immune system. Their essential element is
the disorder of antigen presentation.

Aim of the study: The aim was the molecular character-
ization of tumor and the assessment of the impact of these
changes on the potential for antigen presentation by dendrit-
ic cells in patients with non-small cell lung cancer.

Material and methods: The biological material is obtained
from: peripheral blood, blood collected from tumor draining
area pulmonary vain and tumor tissue, from 28 patients with
non-small cell lung cancer and qualified for radical surgery
treatment. The molecular characterization of the tumor tissue
was performed by SNP microarrays — Cancer Panel — Illumina
platform Golden Gate Assay. Determination of the number of
dendritic cells and their degree of maturity was estimated by
expression of molecules HLAII-DR, CD80, CD86- performed by
flow cytometry using a BD FACS Canto-Il.

Results: Analysis of 1,400 SNPs in 400 genes showed
a wide variety of changes, their number in individual genes
and the number of genes were highly variable in patients. The
score of dendritic cells showed a decrease of antigen presen-
tation capacity —the largest original tumor microenvironment
emerging trend to increase the number of immature dendritic
cells in peripheral blood.

Conclusions: Non-small cell lung cancer is heterogeneous
tumor, in which the SNP include various genes. It is difficult
to develop a molecular profile, which affects the immunosup-
pressive mechanisms associated with antigen presentation.

Key words: non-small cell lung cancer, dendritic cells, anti-
gen presentation, SNP

Streszczenie

Wstep: Niedrobnokomérkowy rak ptuca jest jednym z naj-
czesciej wystepujacych nowotwordéw u ludzi i stanowi 80%
nowotwordw ztosliwych ptuca. Rozwija sie w wyniku nagro-
madzenia wielu wad genetycznych, w tym zmian pojedyn-
czego nukleotydu (single nucleotide polymorphism — SNP).
Prowadza one do rozwoju komérki nowotworowej, stymuluja
tworzenie jej mikrosrodowiska, i uruchamiajag szereg mecha-
nizmoéw ucieczki nowotworu spod nadzoru immunologiczne-
go. Ich istotnym elementem jest zaburzenie prezentacji anty-
genu.

Cel pracy: Charakterystyka molekularna guza i ocena
wptywu tych zmian na potencjat do prezentacji antygenu
przez komorki dendrytyczne u pacjentéw z niedrobnokomor-
kowym rakiem ptuca.

Materiat i metody: Materiat biologiczny: krew obwodowa,
krew z zyty ptucnej sptywu guza, guz. Materiat pozyskano od
28 pacjentéw zakwalifikowanych do radykalnego leczenia
z powodu niedrobnokomérkowego raka ptuca. Molekularna
charakterystyka guza, wykonana zostata przy uzyciu metody
mikromacierzy — Cancer SNP Panel — Illumina Golden Gate
Assay. Oznaczenie liczby komoérek dendrytycznych i stopnia
ich dojrzatosci poprzez ocene ekspresji czasteczki HLAII-DR,
CD80, CD86 zostato wykonane metoda cytometrii przeptywo-
wej —BD FASC Canto Il.

Wyniki: Analiza 1400 SNP zlokalizowanych w 400 genach
wykazata réznorodne zmiany. Ich liczba w poszczegélnych
genach i liczba gendw byta bardzo zmienna. Ocena komdrek
dendrytycznych wykazata spadek potencjatu do prezentacji
antygenu — najwiekszy w mikrosrodowisku guza przy poja-
wiajacej sie tendencji do zwiekszania liczby niedojrzatych ko-
morek dendrytycznych we krwi obwodowej.

Whioski: Niedrobnokomérkowy rak ptuca jest nowotwo-
rem heterogennym. Zmiany pojedynczego nukleotydu obej-
muja rézne geny i trudno jest okresli¢ charakterystyczny profil
molekularny, ktéry wptywa na mechanizmy nadzoru immuno-
logicznego zwigzanego z prezentacjg antygenu.

Stowa kluczowe: niedrobnokomérkowy rak ptuca, komor-
ki dendrytyczne, prezentacja antygenu, SNP
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Abstract

Introduction: Among hypotheses aiming at explaining ag-
gressive phenotype of ovarian cancer, the concept of stem-
like cancer cells has gains more and more experimental evi-
dence. This phenotype can be defined by e.g. surface markers.
This can be achieved by manipulation of medium ingredients.

Aim of the study was to establish the ingredients essen-
tialto induce stem-like properties of ovarian cells (understood
as presence of certain surface markers) in ovarian cancer cell
lines.

Material and methods: Ovarian cancer cell lines SKOV-3
and OvBH-1 were cultured in medium without FBS, with cer-
tain supplements. In certain time points morphology analy-
sis and FACS were performed to estimate CD105 and CD133
presence.

Results: The morphology of the ovarian cancer cells
changed during the treatment with supplemented medium.
As a result of treatment, increase of CD105, not CD133, popu-
lation was observed, in contrary to expected results.

Conclusions: Obtained supplemented medium can be ap-
plied to induce stem-like properties of ovarian cancer cell line
in terms of CD105 presence.

Key words: ovarian cancer, stem-like cancer cells, surface
markers.

Streszczenie

Wstep: Posrdd hipotez majacych wyjasnic¢ agresywny fe-
notyp raka jajnika koncepcja macierzystopodobnych komérek
nowotworowych zyskuje coraz wiecej dowodow eksperymen-
talnych. Taki fenotyp okresla sie m.in. za pomoca markeréw
powierzchniowych. Mozna go otrzymaé m.in. poprzez mani-
pulacje sktadem pozywki.

Cel pracy: Wyselekcjonowanie medium do indukcji cech
macierzystopodobnych (rozumianych jako pojawianie sie od-
powiednich markeréw powierzchniowych) w liniach komérko-
wych raka jajnika.

Materiat i metody: Linie komérkowe raka jajnika SKOV-3
i OvBH-1 hodowano w pozywkach bez surowicy, z wybranymi
suplementami. W okreslonych punktach czasowych przepro-
wadzano analize morfologii komérek i analize FACS, majaca
na celu sprawdzenie obecnosci markeréw CD105 i CD133.

Wyniki: Morfologia komérek ulegata zmianie w trakcie ho-
dowli w mediach suplementowanych. W wyniku traktowania
komoérek uzyskano wzrost populacji CD105+, a nie CD133+, jak
sie wczesniej spodziewano.

Whioski: Opracowany sktad medium moze stuzy¢ do
otrzymywania cech macierzystopodobnych w komédrkach
raka jajnika, rozumianych jako podwyzszona ekspresja mar-
kera CD105.

Stowa kluczowe: rak jajnika, macierzystopodobne koméor-
ki nowotworowe, markery powierzchniowe.
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CpG-siRNA - spider silk complexes: a novel strategy for siRNA delivery to tumor
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Abstract

Introduction: Efficient and specific delivery of siRNA re-
mains a challenge in cancer therapy. CpG-siRNA conjugates
are internalized by TLR9+ immune cells without any transfec-
tion reagents and overcome a problem of cell-specific delivery.
However, systemic delivery of CpG-siRNA for clinical applica-
tion requires optimization of molecule stability in body flu-
ids. Spider silks exhibit extraordinary properties which make
them suitable for biomedical applications. Functionalization
of silk by adding nucleic acid binding domain enables devel-
opment of siRNA delivery system. Complexes of CpG-siRNA
and silk may improve serum stability of these complexes and
sustain cell-specific delivery.

Aim of the study: Analysis of CpG-siRNA binding, blood
stability and cell uptake of complexes made of CpG-siRNA
and silk.

Material and methods: Spider silk (MS2) was based on
the sequence of MaSp2 spidroin of Nephila clavipes. MS2 was
functionalized by adding nucleic acid binding domain (KN).
MS2 and hybrid MS2KN were produced in bacterial expres-
sion system. The complexes of silk proteins and CpG-siRNA
were prepared by mixing 1 : 10 ratio and characterized by gel
electrophoresis. For serum stability assays, the complexes of
MS2KN and CpG-siRNA were incubated in presence of mouse
serum and analyzed in PAGE gel. The uptake of complexes by
murine macrophages was analyzed using flow cytometry and
confocal miscroscopy.

Results: CpG-siRNA efficiently bound to MS2KN in contrary
to control protein MS2. Resulted complexes protected siRNA
from degradation in serum, were recognized by TLR9+ mac-
rophages, and both nucleic acid and protein were localized
inside the cells.

Conclusions: CpG-siRNA-spider silk complexes allow for
cell-specific uptake of intact and functional CpG-siRNA, and
are a promising strategy for delivery of therapeutic nucleic ac-
ids into the tumor microenvironment.

Key words: bioengeneered spider silk, CpG-siRNA, cancer
therapy, tumour microenvironment.

Streszczenie

Wstep: Wydajne dostarczanie siRNA do okreslonych popu-
lacji komorek pozostaje wyzwaniem w terapii nowotwordw.
Koniugaty CpG-siRNA sg specyficznie pobierane przez komor-
ki TLR9+ bez uzycia odczynnikéw transfekcyjnych. Jednakze,
ogoélnoustrojowe podanie CpG-siRNA wymaga optymalizacji
stabilnosci koniugatu w ptynach ustrojowych. Ze wzgledu
na swoje wtasciwosci jedwab pajeczy jest doskonatym ma-
teriatem do zastosowania w biomedycynie. Dodanie domeny
wigzacej kwasy nukleinowe do jedwabiu umozliwito rozwdj
systemu dostarczania siRNA. Kompleksy CpG-siRNA i jedwa-
biu moga poprawic stabilnos¢ siRNA we krwi przy zachowaniu
specyficznego dostarczania do komérek.

Cel pracy: Analiza wigzania CpG-siRNA, stabilnosci we
krwi i pobierania komplekséw utworzonych z CpG-siRNA i je-
dwabiu.

Materiat i metody: Jedwab MS2 powstat w oparciu o se-
kwencje spindroiny pajaka Nephila clavipes. MS2 modyfiko-
wano poprzez dodanie domeny wigzacej kwasy nukleinowe
(KN). MS2 i MS2KN wyprodukowano za pomoca bakteryjnego
systemu ekspresyjnego. Kompleksy biatek jedwabiu i CpG-
-SiRNA przygotowywano poprzez zmieszanie ich w stosunku
1:10i analizowano na zelu agarozowym. Do testu stabilnosci
kompleksy inkubowano w obecnosci mysiej surowicy i ana-
lizowano na Zelu poliakryloamidowym. Pobieranie komple-
kséw przez mysie komérki analizowano za pomoca cytometrii
przeptywowej i mikroskopii konfokalne;j.

Wyniki: CpG-siRNA wydajnie wigzato sie do biatka MS2KN,
a nie do biatka kontrolnego MS2. Powstate kompleksy zapobie-
gaty degradacji siRNA w surowicy oraz byty pobierane przez ma-
krofagi. Zaréwno kwas nukleinowy, jak i biatko byty zlokalizowa-
ne wewnatrz komoérek.

Whioski: Kompleksy CpG-siRNA i jedwabiu pajeczego umoz-
liwiaja specyficzne dostarczanie niezdegradowanego i funkcjo-
nalnego CpG-siRNA do komérek i sg obiecujgcym narzedziem
mogacym dostarcza¢ kwasy nukleinowe do mikrosrodowiska
guza.

Stowa kluczowe: bioinzynierowany jedwab pajeczy, CpG-
-SiRNA, terapia nowotworéw, mikrosrodowisko guza.
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Abstract

Introduction: Therapy based on delivery of nucleic acids
in treatment of genetic disorders or cancers is nowadays the
object of interest of many scientists from miscellaneous disci-
plines. Nucleic acids (NA) e.g. siRNA can be used to induction
express or silence genes. Recent studies are focused on find-
ing such carriers, which prevents the electrostatic repulsion
between the cell membrane and NAs and lead to an increase
in the permeability of cells.

Aim of the study: The goal of this research is to evaluate
efficient, biocompatible polymeric carriers for NA and drug
delivery.

Material and methods: Atom transfer radical polymeriza-
tion (ATRP) is one of the most robust controlled radical polym-
erization (CRP) techniques. It can be used to produce poly-
mers of various architectures (e.g. star polymers, dendrimers
etc.) enabling introducing innovative features to the polymer.
Poly(ethylene oxide) — PEO is nontoxic, biocompatible poly-
mer. Thus it is ideal candidates for biomedical applications
include a scaffold’s component in tissue engineering or as
a carriers for drug or NA. Star polymers with multiple arms
joined to a centrally located core, having a three-dimension-
al spherical compact structure. Depending on the end group
functionalization is possible providing the desired physical
and chemical properties.

Results: The study involves the polymerization (by an
“arm-first” ATRP method) of (PEG)-based star polymers with
cationic and degradable core. Their structural and biological
characteristics, obtained with the use of various methods
(e.g. DSC, NMR, POM, etc.) will be presented. Moreover, the
comparison of the studied system with linear PEG and simple
star PEGs will be given.

Conclusions: An obtained star polymer shows all desires
properties and appears to be promising candidates for bio-
medical applications.

Key words: gene therapy, star polymers, ATRP, PEC.

Streszczenie

Wstep: Terapie oparte na dostarczaniu kwaséw nukle-
inowych wykorzystywane do leczenia choréb genetycznych
lub nowotworowych s3 obecnie obiektem zainteresowan
naukowcéw z réznych dyscyplin. Kwasy nukleinowe (NA), np.
SiRNA, moga zosta¢ uzyte w celu indukcji ekspresji lub wy-
ciszania genow. Dotychczasowe badania koncentrujg sie na
znalezieniu nosnikéw, ktére zapobiegaja elektrostatycznemu
odpychaniu miedzy ujemnie natadowang btona komdérkowa
i NA oraz zwiekszajg przepuszczalnosé bton komaérkowych.

Cel pracy: Ocena wptywu architektury i sktadu nosnikéw
polimerowych na efektywnosci w dostarczaniu NA.

Materiat i metody: Polimeryzacja rodnikowa z przenie-
sieniem atomu (ATRP) jest jedng z technik kontrolowanej
polimeryzacji rodnikowe] (CRP). Moze byt uzyta do syntezy
polimeréw o réznych architekturach (np. gwiazdy, dendry-
mery), nadajac im innowacyjne cechy. Poli(tlenek etylenu)
— PEO, jest nietoksycznym, biokompatybilnym polimerem.
Dzieki temu jest idealnym kandydatem do aplikacji bio-
medycznych, m.in. jako sktadnik rusztowan w inzynierii
tkankowej lub jako nosnik lekéw i kwaséw nukleinowych.
Wieloramienne polimery gwiazdziste potaczone z centralnie
potoznym rdzeniem maja tréjwymiarowa sferyczng zwarta
strukture. W zaleznosci od grup kofcowych mozna je funkcjo-
nalizowac, co pozwala uzyska¢ pozadane wtasciwosci fizycz-
ne oraz chemiczne.

Wyniki: Przedstawione badania obejmuja polimeryzacje
(metoda arm-first ATRP) gwiazdzistych polimeréw opartych
na PEO z kationowym (DMAEMA) i degradowalnym rdzeniem.
W pracy przedstawiono charakterystyke strukturalng (m.in.
DSC, NMR, POM) oraz biologiczng. Dodatkowo badane uktady
poréwnano z prostszymi, jakimi sg liniowy PEG oraz gwiazdy
4-ramienne.

Whnioski: Otrzymane gwiazdy wykazujg wszystkie cechy
dobrego wektora do dostarczania NA i sg obiecujgcymi kan-
dydatami w aplikacjach biomedycznych.

Stowa kluczowe: terapia genowa, polimery gwiazdziste,
ATRP, PEQ.
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Abstract

Introduction: Hypoxia-inducible factor-1 (HIF1) is the nucle-
ar transcription factor, composed of a constitutively expres-
sed B-subunit (HIF1B) and an oxygen-dependent a-subunit
(HIF1a). The HIF1 system regulates many of genes containing
hypoxia-response elements in their promoter regions, includ-
ing glucose transporter 1 (GLUT1).

Aim of the study: Both hypoxia and reactive oxygen spe-
cies regulate HIF1la activity in melanoma. HIF1la enable tumor
cells adapting to stress parameters like tumor hypoxia, thus
we examined using immunohistochemistry the expression
both HIFla and GLUT1 in melanocytic lesions and analyzed its
level with clinicopatomorphological features.

Material and methods: HIFlo. and GLUT1 were analyzed
in 75 melanomas and 26 nevi using immunohistochemistry.

Results: Both in nevi and melanomas HIFla was found
in cytoplasm and nuclei, nevertheless the differences were
observed only for nuclear HIFla. The higher percentage of
HIFloa-positive cell nuclei in melanomas then in nevi and in
nodular than in superficial spreading melanomas was found.
In melanomas we observed increase of both cytoplasmic and
nuclear HIF1la level with pT and pM advancement and cyto-
plasmic HIFla with pN stage. GLUT1 was found in cytoplasm
and membrane of analyzed samples, however membrane
GLUT1 was observed only in melanomas. Cytoplasmic GLUT1
was more often observed in malignant than benign melano-
cytic lesions. Comprehensive analysis of GLUT1 level revealed
significantly highest membrane GLUT1 level in melanomas
at pT3-4 stage and pN3 than in less advanced melanomas.
Shortened OS and DFS was related with membrane GLUTL.

Conclusions: Our results indicate a possible role for HIF1
and GLUTI in the development and progression of skin mela-
noma and also its potential role as an prognostic biomarkers.

Key words: skin melanoma, HIF1, GLUTL, overall survival,
progression.

Streszczenie

Wstep: Jadrowy transkrypcyjny czynnik indukowany przez
hipoksje 1 (HIF1) sktada sie z podjednostki B (HIF1B), ulega-
jacej konstytutywnej ekspresji i zaleznej od poziomu tlenu
podjednostki a. (HIF1a). HIF1 reguluje ekspresje wielu genow
zawierajacych w regionach promotorowych elementy odpo-
wiedzi na hipoksje, w tym transporter glukozy 1 (GLUT1).

Cel pracy: W czerniakach zaréwno hipoksja, jak i reaktyw-
ne formy tlenu reguluja aktywnos¢ HIFle. HIFloe umozliwia
komérkom adaptacje do warunkéw stresowych, w tym do
hipoksji, zatem badano ekspresje HIFlo. i GLUT1 w zmianach
melanocytarnych i analizowano ich ekspresje w odniesieniu
do cech kliniczno-patomorfologicznych.

Materiat i metody: Ekspresje HIFlo i GLUT1 badano przy
uzyciu immunohistochemii w 75 czerniakach i 26 znamio-
nach.

Wyniki: W znamionach i czerniakach stwierdzono obec-
nos$¢ HIFla w cytoplazmie i jadrach komérkowych, ale rézni-
ce istotne statystycznie zaobserwowano tylko dla jadrowego
HIFlo. Wyzszy odsetek jader komorkowych z HIF1la obserwo-
wano w czerniakach niz w znamionach oraz w czerniakach
guzowatych niz w szerzacych sie powierzchownie. W czer-
niakach stwierdzono wzrost cytoplazmatycznego i jadrowego
poziomu HIFla wraz ze wzrostem zaawansowania pT i pM
oraz tylko cytoplazmatycznego ze wzrostem zaawansowania
pN. GLUT1 w analizowanych zmianach byt obecny zaréwno
w cytoplazmie i btonach komérkowych, jednak tylko w czer-
niakach GLUT1 wykazywat lokalizacje btonowa. Ponadto cyto-
plazmatyczny GLUT1 byt czesciej obserwowany w ztosliwych
niz tagodnych zmianach. Szczegétowa analiza GLUT1 wyka-
zata istotnie wyzszy poziom btonowego GLUT1 w czerniakach
w stadium pT3-4 i pN3 niz w czerniakach mniej zaawanso-
wanych.

Whioski: Wyniki badan wskazuja na istotng role HIFla
i GLUT1 w rozwoju i progresji czerniakéw skory oraz ich po-
tencjalne znaczenie jako markeréw prognostycznych.

Stowa kluczowe: czerniak skéry, HIFla, GLUT1, catkowite
przezycie, progresja.



VI Kongres Wspétczesnej Onkologii Next Generation

contemporary

[96]

Hybrid bioengineered spider silk as a tool for cell transfection

Maciej Smiatek!, Anna Florczak*3, Andrzej Mackiewicz*?, Hanna Dams-Koztowska*?

'Department of Diagnostics and Cancer Immunology, Greater Poland Cancer Centre, Poznan, Poland
“NanoBioMedical Centre, Adam Mickiewicz University, Poznan, Poland

3Chair of Medical Biotechnology, Poznan University of Medical Sciences, Poznan, Poland

Zaktad Diagnostyki i Immunologii Nowotworéw, Wielkopolskie Centrum Onkologii, Poznan, Polska
2Centrum NanoBioMedyczne, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza, Poznan, Polska

*Katedra Biotechnologii Medycznej, Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego, Poznan, Polska

Abstract

Introduction: Remarkable mechanical properties, as well
as biodegrability and biocompatibility, made spider silk ma-
terial of great potential for medical applications. Functional-
ization of synthetic spider silk by adding nucleic acid binding
domain (KN) and domain binding to Her2 cell surface receptor
(H2.1) may enable to obtain new system for cell transfection.

Aim of the study: Construction of hybrid bioengineered
spider silk for cell transfection.

Material and methods: MS1 and MS2 genes were based
on the native sequences of spider fibroins MaSp1l and MaSp2
from Nephila clavipes. MS1 and MS2 constructs were func-
tionalized by adding the domains KN and H2.1. Therefore all
constructs were expressed in bacterial expression system in
bioreactor, and were purified by organic acid and thermal
denaturation methods. Recombinant silk/pDNA complexes
were obtained by mixing several molecular ratios and was an-
alyzed by agarose gel electrophoresis. Spheres were obtained
by mixing spider silk, pDNA and 2M K3P0O4 pH = 8.0 and were
characterized by confocal and SEM microscopy, as well as by
flow cytometry. Loading and release efficiency of pDNA was
measured spectrophotometrically. Transfection efficiency was
analyzed using fluorescence microscopy.

Results: MS1, H2.IMS1 and MS2, KNMS2, MS2KN,
H2.IMS1KN — constructs were obtained, expressed and then
purified. Agarose gel electrophoresis revealed that function-
alized spider silk proteins — KNMS2, MS2KN and H2.IMS1KN
— bound plasmid DNA. SEM analysis, as well as confocal mi-
croscopy characterization have proved spherical morphology
of obtained spheres. Flow cytometry analysis proved binding
of functionalized spider spheres — H2.1MS1 — to cells, that
overexpressed Her2.

Conclusions: Further functionalization with domains en-
abling endosomal escape of DNA or directing DNA to cell nu-
cleus may improve the delivery system.

Key words: bioengineered spider silk, transfection, nucleic
acid binding, HER2 receptor, functionalization of genes.

Streszczenie

Wstep: Niezwykte wtasciwosci mechaniczne jedwabiu
pajeczego oraz biodegradowalnos¢ i biokompatybilnosé,
wskazuja na potencjalne jego zastosowanie w medycynie.
Funkcjonalizacja jedwabiu pajeczego poprzez domeny wig-
zace kwasy nukleinowe (KN) i receptory Her2 na powierzchni
komorek (H2.1) umozliwia otrzymanie nowego systemu do
transfekcji komorek.

Cel pracy: Konstrukcja hybrydowego bioinzynierowanego
jedwabiu pajeczego do celéw transfekcji komarek.

Materiat i metody: Geny MS1 i MS2 bazowaty na natu-
ralnych sekwencjach fibroin MaSp1l i MaSp2 pajgka Nephila
clavipes. Konstrukty MS1 i MS2 modyfikowano poprzez do-
danie domen KN oraz H2.1. Wszystkie konstrukty biatkowe
otrzymano w bakteryjnym systemie ekspresyjnym w bioreak-
torze, a nastepnie oczyszczono metodami ekstrakeji kwasem
organicznym i denaturacji termicznej. Kompleksy rekombino-
wany jedwab/pDNA otrzymano poprzez mieszanie w réznych
stosunkach molowych oraz analizowano za pomoca elektro-
forezy w zelu agarozowym. Sfery uzyskano poprzez mieszanie
jedwabiu, pDNA i 2M K3PO4 pH = 8, a nastepnie charakte-
ryzowano za pomocg mikroskopii konfokalnej i elektronowej
oraz cytometrii przeptywowej. Spektrofotometrycznie zmie-
rzono wydajnos¢ tadowania i uwalniania pDNA ze sfer. Wy-
dajnos¢ transfekcji analizowano przy uzyciu mikroskopii flu-
orescencyjne;j.

Wyniki: Uzyskano i oczyszczono nastepujgce konstrukty:
MS1, H2.IMS1, MS2, KNMS2, MS2KN, H2.IMSIKN. Analiza
elektroforetyczna wykazata wigzanie sie plazmidowego DNA
do biatek z domeng KN. Za pomoca mikroskopii konfokalnej
i elektronowej wykazano kulisty ksztatt otrzymanych sfer.
Przy uzyciu cytometrii przeptywowej udowodniono wigzanie
sfer z H2.1MS1 do komérek z nadekspresjg receptora Her2.

Whioski: Dalsze modyfikacje za pomoca domen umozli-
wiajgcych ucieczke z endosomu lub kierujacych DNA do jadra
komorkowego moze zwiekszy¢ wydajnosé skonstruowanego
systemu.

Stowa kluczowe: bioinzynierowany jedwab pajeczy, trans-
fekcja, wigzanie kwasdw nukleinowych, receptor HER2, funk-
cjonalizacja genow.
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Abstract

Introduction: Two-dimensional methods of cell culture do
not provide enough information about the cell environment,
cell-cell interactions and ECM production. 3D porous scaffolds
made of natural silk fiber are a better alternative for cell cul-
tures.

Aim of the study was to engineer 3D cancer model to
study to study cell morphology, proliferation and drug resis-
tance in a co-culture system.

Material and methods: Silk fibroin solution was obtained
from Bombyx mori silk cocoons. Porous scaffolds were man-
ufactured by salt-leaching method. Two cell lines were used:
EMT6 — breast cancer cell line and 3T3 fibroblasts. Cells were
cultured as a monoculture or a co-culture of both lines in 2D
conditions on standard tissue culture plates and in 3D con-
ditions on silk fibroin porous scaffolds. Cell morphology was
visualized using confocal laser microscopy, cell proliferation
and cytotoxicity of Doxorubicin was determined by Alamar
Blue assay and MTT assay.

Results: Both tested cell lines attached and proliferated on
the silk scaffolds. Cells cultured in 3D proliferated slower than
in 2D conditions. Fibroblasts’ morphology was different in
co-culture in comparison to monoculture. Cytotoxic effect of
doxorubicin was considerably lower in 3D culture, moreover,
the cytotoxicity of Dox in co-cultures was lower than that ob-
served for cancer cells alone.

Conclusions: /n vitro three-dimensional breast cancer
model consisting of cancer cells, fibroblast and in the future
endothelial or immune cells is a perfect system to study can-
cer in an environment similar to that observed in vivo. The
similarities include: slower proliferation rate of cells, produc-
tion of extracellular matrix, cell morphology, higher resistance
to cytotoxic agents, none of which can be observed in 2D cul-
ture.

Key words: breast cancer, silk, scaffolds, 3D cell culture.

Streszczenie

Wstep: Najpowszechniejsze obecnie metody hodowli ko-
morek na ptaskich ptytkach nie dostarczajg wielu istotnych
informacji o srodowisku komérkowym, oddziatywaniach ko-
morka-komorka i wytwarzaniu macierzy pozakomorkowe;.
Tréjwymiarowe porowate rusztowania z naturalnego jedwa-
biu stanowig lepsza alternatywe do badan biologii nowotwo-
ru. Jedwab jest biatkiem nietoksycznym, biokompatybilnym
i biodegradowalnym. Jego zastosowanie jako rusztowania za-
pewnia odpowiednie warunki wzrostu komérek.

Cel pracy: Zaprojektowanie przestrzennego modelu nowo-
tworu do badania morfologii komoérek, ich tempa proliferacji
i opornosci na leki w uktadzie kohodowli.

Materiat i metody: Roztwér jedwabiu naturalnego otrzy-
mano z kokonéw jedwabnika Bombyx mori. Porowate rusz-
towania zostaty wyprodukowane metoda wyptukiwania soli.
Uzyto dwdch linii komorkowych: EMT6 — komorki raka piersi,
i 3T3 — fibroblasty. Komérki byty utrzymywane jako mono-
hodowle lub kohodowle zaréwno w 2D (TCP), jak i w 3D na
porowatych rusztowaniach z jedwabiu. Morfologie komaérek
obrazowano z zastosowaniem mikroskopii konfokalnej, pro-
liferacje komorek i cytotoksycznosci doksorubicyny okreslano
w tescie Alamar Blue i teScie MTT.

Wyniki: Komoérki hodowane w 3D rosty wolniej niz w wa-
runkach 2D. Zaobserwowano réznice w morfologii fibrobla-
stow hodowanych w 3D w monohodowli i kohodowli. Cy-
totoksyczne dziatanie doksorubicyny byto znacznie stabsze
w przypadku komérek hodowanych w 3D niz w 2D, ponadto
cytotoksycznosé byta wyzsza w monohodowlach w poréwna-
niu z kohodowlami.

Whioski: Przestrzenny model raka piersi in vitro, sktada-
jacy sie z komoérek rakowych, fibroblastéw oraz w przyszto-
sci takze z komorek srodbtonka i komorek uktadu odporno-
Sciowego, to idealny system do badania biologii nowotworu
w srodowisku zblizonym do obserwowanego in vivo.

Stowa kluczowe: jedwab, hodowla 3D, rak piersi.
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Abstract

Introduction: Gene therapy allows treatment of certain
diseases by delivering of functional gene into cells in order
to achieve therapeutic benefit to patient. Developing of the
efficient nucleic acid delivery vectors remain the most signif-
icant challenge in this field. Great efforts has been made to
produce biocompatible magnetic nanoparticles for teranostic
purposes. There is a lot of clinical settings where genetically
modified fibroblasts appear to be the suitable cell for gene
therapy.

Aim of the study: In this study we describe the potential
of the plasmid DNA delivery to the model mouse fibroblasts
using magnetic delivery vectors and gradient magnetic fields,
an approach known as magnetofection.

Material and methods: Superparamagnetic iron oxide
nanoparticles and different liposomal transfection reagents
were used to formulate magnetic pDNA lipoplexes. The com-
plexes were characterized in regards to their size, magnetic
moment and electrokinetic potential. Magnetofection of the
mouse fibroblasts was performed in order to assess in vitro
transfection efficiency of the prepared nonviral vectors.

Results: Magnetofection mouse fibroblasts with optimal
magnetic lipoplexes resulted in improvement of the transfec-
tion efficiency in terms of the luciferase reporter gene expres-
sion and in the percent of the transfected cells. Respiration
activity of the mouse fibroblasts measured after 48 h incuba-
tion with optimal magnetic transfection complexes was not
inhibited.

Conclusions: Magnetic nanoparticles have the potential to
be used in gene therapy and further experiments in vivo are
needed.

Key words: gene therapy, magnetic nanoparticles, magne-
tofection, nonviral vectors.

Streszczenie

Wstep: Terapia genowa umozliwia leczenie choréb poprzez
wprowadzanie genéw funkcjonalnych do komérek w celu uzy-
skania terapeutycznego efektu u pacjentéw. Poszukiwanie sku-
tecznych nosnikéw wprowadzania kwaséw nukleinowych po-
zostaje najwiekszym wyzwaniem w tej dziedzinie. Duza uwaga
naukowcéw skupia sie na wytworzeniu biokompatybilnych
nanoczastek magnetycznych do celéw teranostycznych. Istnie-
je wiele aplikacji klinicznych, w ktérych genetycznie modyfiko-
wane fibroblasty moga sie okaza¢ odpowiednimi komérkami
w terapii genowej.

Cel pracy: Pokazanie potencjatu magnetofekcji, czyli
wprowadzania plazmidowego DNA do modelowych komérek
mysich fibroblastéw z wykorzystaniem nosnikéw magnetycz-
nych oraz pola magnetycznego.

Materiat i metody: Superparamagnetyczne nanoczastki
zelaza, plazmidowy DNA oraz rézne odczynniki do transfek-
¢ji zostaty wykorzystane do utworzenia magnetycznych lipo-
plekséw. Kompleksy te zostaty scharakteryzowane pod katem
wielkosci, momentu magnetycznego oraz potencjatu elektro-
kinetycznego. Magnetofekcja mysich fibroblastéw zostata wy-
konana w celu oceny wydajnoéci transfekcji zastosowanych
nie wirusowych nosnikéw w warunkach in vitro.

Wyniki: W wyniku magnetofekcji mysich fibroblastow
uzyskano wzrost poziomu ekspresji genéw reporterowych,
w poréwnaniu z lipofekcja. Przeprowadzone badania cytotok-
sycznosci komplekséw za pomoca testu MTT wskazuja, ze ak-
tywnos¢ oddechowa tego typu komérek mierzona po 48 godz.
inkubacji nie byta zahamowana.

Whioski: Nanoczastki magnetyczne moga by¢ z powodze-
niem wykorzystywane jako nosniki kwaséw nukleinowych
w terapii genowej, jednakze niezbedne jest przeprowadzenie
badan w warunkach in vivo.

Stowa kluczowe: terapia genowa, nanoczastki magne-
tyczne, magnetofekcja, nosniki niewirusowe.
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Abstract

Introduction: Administration of therapeutic cancer vac-
cine induces T cells specific for melanoma antigens in the
vaccine. Due to the phenomenon of epitope spreading, T
cells specific to other antigens in the tumour can emerge.
Consequently, along with evaluation of immune response
driven by vaccine antigens, immune response to tumour
cells, including cancer initiating cells (CISc) should be mea-
sured. The unique feature of AGI-101H vaccine is the expres-
sion and high activity of ALDH. That ALDH expression may
account for direct induction of immune response that tar-
get cancer initiating cells in vaccinated melanoma patients.
Aim of the study was to evaluate the specific immune re-
sponse against CICs elicited by AGI-101H vaccine.

Material and methods: PBMC were isolated and cryo-
preserved from HLA-A2 positive melanoma patients treated
with AGI-101H (before vaccination with AGI-101H and after
6 or 11 days), from untreated melanoma patients and
healthy persons. To enumerate ALDH1Al-specific CD8+ T
cells freshly isolated PBMC were stained with MHC Dextram-
er® reagents. The effector functions of CTLs and T helper
cryopreserved PBMC were analysed using granzyme-B, IFN-g
and IL-2 ELISpot.

Results: Dextramer staining revealed increase in number
of ALDH1Al-specific CD8+ T cells in vaccinated patient com-
pared to healthy controls. Moreover, there was a significant
difference in number of ALDHI1AI-specific CD8+ T cells be-
fore and after treatment. Preliminary data of ELISpot assays
showed that treatment with AGI-101H vaccine induces func-
tionally active ALDIHAl-specific CTLs and T helper lympho-
cytes.

Conclusions: ALDH1A1 might serve as a biomarker of pa-
tients’ immune response to melanoma CICs and for monitor-
ing response to AGI-101H therapy.

Key words: melanoma, immunotherapy, cancer initiating
cells, immune response.

Streszczenie

Wstep: Terapeutyczne szczepionki nowotworowe wzbudza-
ja odpowiedz limfocytéw T swoistych dla antygendéw zawar-
tych w szczepionce. Dzieki zjawisku ,epitope spreading” moga
sie pojawiac takze limfocyty T swoiste dla innych antygenéw
nowotworu. Poza oceng odpowiedzi immunologicznej wzbu-
dzanej przez antygeny szczepionki, analizowana powinna by¢
zatem takze odpowiedZ na komérki nowotworowe, w szcze-
gblnosci komarki inicjujgce nowotwdr (CICs). Unikalng cecha
szczepionki AGI-101H jest ekspresja i wysoka aktywnos$¢ ALDH.
Moze to prowadzi¢ do bezposredniej indukcji odpowiedzi im-
munologicznej ukierunkowanej na CICs, u chorych leczonych t3
szczepionka.

Cel pracy: Analiza swoiste] odpowiedzi immunologicznej
ukierunkowanej na CICs, wzbudzanej przez szczepionke AGI-
-101H.

Materiat i metody: Mononuklearne komérki krwi obwo-
dowej (PBMC) od chorych na czerniaka leczonych szczepion-
ka AGI-101H (przed podaniem szczepionki oraz 6 lub 11 dni
po podaniu), chorych nieleczonych oraz zdrowych dawcow
byty izolowane oraz zamrazane. Aby okresli¢ liczbe limfocy-
téw T CD8+ swoistych dla ALDH1AL Swiezo izolowane PBMC
barwiono dekstramerami i analizowano cytometrycznie.
Funkcje efektorowe CTL-i i limfocytéw T pomocniczych byty
analizowane z uzyciem testéw ELISpot na granzym-B, IFN-g
i1L-2.

Wyniki: Barwienie dekstramerami wykazato podwyzszona
liczbe limfocytéow T CD8+ swoistych dla ALDHIAL u chorych,
w poréwnaniu ze zdrowymi dawcami. Wykazano tez znaczaca
réznice w liczbie komérek CD8+dextramer+ przed i po podaniu
szczepionki. Wstepne wyniki analizy ELISpot wykazaty, Ze szcze-
pionka AGI-101H indukuje funkcjonalnie aktywne komdrki CTL
i limfocyty T pomocnicze, swoiste dla ALDH1AL

Whioski: Badania wykazaty, ze ALDH1A1 posiada potencjat
biomarkera odpowiedzi immunologicznej na komérkiinicjujace
nowotwoér oraz monitorowania odpowiedzi chorych na lecze-
nie szczepionkg AGI-101H.

Stowa kluczowe: czerniak ztosliwy, immunoterapia, komor-
ki inicjujace nowotwor, odpowiedZ immunologiczna.



VI Kongres Wspétczesnej Onkologii Next Generation

contemporary

[100]
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Abstract

Introduction: In this study, we developed a simple meth-
od of preparation of magnetic nanoparticles modified with
our original surface modification agent — PEG-derivative
(poly(ethylene glycol)-block-poly(4-vinylbenzylphosphonate))
and the anticancer drug.

Aim of the study was to obtain a biocompatible and in-
jectable nanosystem with antitumour activity. Iron oxide
nanoparticles were synthesized by alkali co-precipitation of
iron salts followed by coating with copolymer (PEG-PIONSs).

Material and methods: An anticancer drug doxorubicin
(DOX), which clinical use is associated with cardiotoxicity,
was loaded onto PEG-PIONs (PEG-PIONs/DOX). Nanoparticles
were investigated in terms of their stability in different condi-
tions, drug loading efficiency, in vitro drug release as well as
antiproliferative effect on cancer cells.

Results: PEG-PIONs/DOX have been successfully used
for the efficient delivery of an anticancer drug into the tu-
mor region. Fluorescent imaging showed the internalization
of PEG-PIONs/DOX in the cytoplasm. Biodistribution studies
demonstrated that PEG-PIONs/DOX preferentially accumulate
in tumour region via the enhanced permeability and retention
effect. In addition, the analysis of serum enzymes level indi-
cated that PEG-PIONs/DOX reduced the liver- and cardiotox-
icity associated with free DOX. Therefore, PEG-PIONs/DOX are
promising magnetic drug carriers to be used in biomedical ap-
plications such as cancer therapy. Further studies are required
to explore the physicochemical properties of PEG-PIONs/DOX.
Conclusions: PEG-PIONs/DOX has a potential as a targeted
drug delivery system.

Key words: doxorubicin, iron oxide.

Streszczenie

Wstep: Jednym z gtéwnych zatozer rozwoju i doskonale-
nia wspbtczesnej terapii przeciwnowotworowej jest dostar-
czenie leku bezposrednio do wybranej lokalizacji w orga-
nizmie, stosujac jego mozliwie jak najmniejszg dawke oraz
kontrolujac jego uwalnianie. Osiagniecie tego celu umozliwi-
toby zmniejszenie toksycznych dziatan niepozadanych che-
mioterapii i wptynetoby korzystnie na efektywnos¢ leczenia.
Na przestrzeni ostatnich lat nanonauki zaproponowaty nowe
kierunki celowanych chemioterapii. Jednym z nich sg magne-
tyczne nanoczastki tlenku Zelaza jako nosnika leku przeciw-
nowotworowego.

Cel pracy: Opracowanie systemu dostarczania lekéw prze-
ciwnowotworowych opartego na nanoczastkach zelaza.

Materiat i metody: Przygotowanie stabilnych nanoczastek
PEG-PIONs/DOX. Okreslenie stopnia enkapsulacji otrzymane-
go systemu i jego cytotoksycznosci. Eksperymenty in vitro.

Wyniki: Przedstawione dotychczasowe wyniki przepro-
wadzonych badah potwierdzaja utworzenie stabilnych na-
noczastek (PEG-PIONs/DOX) w warunkach fizjologicznych,
o odpowiedniej do zastosowan biomedycznych wielkosci,
o wysokim stopniu enkapsulacji leku i jego przedtuzonym
uwalnianiu z PEG-PIONs/DOX. Badania in vitro wykazuja, iz
DOX z PEG-PIONs/DOX byta skutecznie zinternalizowana
przez komorki nowotworowe oraz efektywnie zmniejszyta ich
zywotnos¢. Wychwyt DOX z PEG-PIONs/DOX w tkance guza
myszy BALB/c byt wiekszy niz réwnowazne dawki wolnego
roztworu DOX, a zwigzana z zastosowaniem leku kardiotok-
sycznos¢ byta znacznie mniejsza w przypadku zastosowania
uktadu PEG-PIONs/DOX.

Whioski: PEG-PIONs/DOX moga by¢ systemem dostarcza-
nia doksorubicyny.

Stowa kluczowe: doksorubicyna, tlenek Zelaza.
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Analiza liczby kopii wybranych genéw mikroRNA i genéw zwiazanych z biogeneza
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Abstract

Introduction: Lung cancer is the leading cause of can-
cer related deaths worldwide. It is mostly diagnosed at an
advanced stage, while the survival of patients depends sig-
nificantly on early detection. Thus, early diagnosis and prog-
nostic biomarkers have become the target of interest. Among
them are microRNAs, a class of small, noncoding RNAs that
regulate mRNA and protein expression. Recently, two inde-
pendent meta-analyses revealed a group of microRNAs with
the most frequently altered expression in lung cancer cases.

Aim of the study: We examined one of the potential
causes of microRNAs expression changes — copy number
variations of the microRNAs genes. In addition to the most
frequently up- and down-regulated microRNAs, we examined
two other microRNA genes, potentially associated with lung
cancer, and two genes encoding proteins, which belong to the
microRNA processing machinery, DICER and DROSHA.

Material and methods: We analyzed DNA samples from
216 NSCLC cases, using multiplex ligation-dependent probe
amplification (MLPA). We designed two specific MLPA probes
for each microRNA gene-containing region, and three probes
for both DICERI and DROSHA.

Results: Performed analysis allows to identify genes un-
dergoing significantly increased (frequently amplified) and
decreased (deleted) copy number. Among the genes un-
dergoing gain/amplification most frequently are miR30D
(42%/16%), miR30A (41%/15%), and DROSHA (40%/11%). On
the other hand, genes undergoing deletion most frequently
are miR31 (13%), and miR126 (13%).

Conclusions: Our study showed, that some of the inves-
tigated genes undergo high copy number variation, higher
even than the key lung cancer oncogenes, such as EGFR or
MET. Such variation may be the mechanism underlying the
changes in their expression, and may confirm oncogenic role
of microRNAs.

Key words: lung cancer, microRNAs, copy number varia-
tion, MLPA.

Funding: NCN 2011/01/B/NZ5/02773.

Streszczenie

Wstep: Rak ptuca jest najczestszg przyczyng zgonéw zwig-
zanych z nowotworem. Wykrywa sie go przewaznie w zaawan-
sowanym stadium, podczas gdy przezywalnos¢ dotknietych
nim pacjentéw zalezy w znaczgcym stopniu od wczesnego
wykrycia. Z tego wzgledu biomarkery pozwalajace na wczes-
ne wykrycie i prognoze staty sie obiektem zainteresowania.
Wsrdéd nich s3 czasteczki mikroRNA — krotkie, niekodujace
RNA, regulujace ekspresje innych genéw. W ostatnim czasie
dwie niezalezne metaanalizy wytonity grupe mikroRNA, ktére
w raku ptuca ulegaja najwiekszym zmianom ekspresji.

Cel pracy: Analizie poddano jeden z potencjalnych po-
woddw zmian ekspresji wybranych mikroRNA — zmiany liczb
kopii kodujacych je gendw. Oprocz mikroRNA podlegajacych
najwiekszym zmianom ekspresji, przebadalismy dwa inne mi-
kroRNA, potencjalnie zwigzane z rakiem ptuca, oraz dwa geny
kodujace biatka biorace udziat w biogenezie mikroRNA, DICER
i DROSHA.

Materiat i metody: Przebadalismy 216 probek DNA pocho-
dzacych z raka ptuca. W badaniu wykorzystaliémy metode
MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification). Za-
projektowalismy po 2 sondy dla kazdego regionu zawieraja-
cego badany gen mikroRNA i po 3 sondy dla genéw DICERI
i DROSHA.

Wyniki: Przeprowadzona analiza pozwolita zidentyfikowaé
geny najczesciej podlegajace zmianom liczby kopii. Wsréd
genow, ktore najczesciej ulegaja zwiekszeniu liczby kopii/
amplifikacji, mozna wymieni¢ miR30D (42%/16%), miR30A
(41%/15%) i DROSHA (40%/11%). Natomiast genami najcze-
sciej podlegajacymi delecji sa miR31 (13%) i miR126 (13%).

Whioski: Badanie wykazato, iz niektére z analizowanych
genow podlegaja czgestym zmianom liczby kopii. Zmiany te,
czestsze nawet niz jest to w przypadku kluczowych dla raka
ptuca onkogendw, takich jak EGFR czy MET, moga stanowic
podtoze zmian ekspresji badanych genéw oraz potwierdzaé
kancerogenna role czgsteczek mikroRNA.

Stowa kluczowe: rak ptuca, mikroRNA, zmiana liczby kopii,
MLPA.

Finansowanie: NCN 2011/01/B/NZ5/02773.
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Abstract

Introduction: Expression of EP3 protein, the prostaglandin
E2 (PGE2) receptor, produced by the tumor microenvironment
inflammatory cells as well as tumor cells may promote the
cellular proliferation and growth in an autocrine and para-
crine fashion. The phenomenon involving these proteins are
regulated by interleukin (IL)-1B. Many researchers indicate
a connection of EP3 and IL-1B in various types of neoplasms
with tumor progression and invasiveness, lymph node metas-
tases and poor prognosis.

Aim of the study was to analyze the EP3 expression in the
tumor tissue of squamous cell laryngeal carcinoma and IL-1B
level in peripheral blood mononuclear cells supernatants and
to find relationships between clinico-morphological indica-
tors to estimate tumor aggressiveness degree.

Material and methods: A group of 50 patients with ver-
ified squamous cell laryngeal carcinoma was analyzed. The
pathological evaluation included pTNM classification, depth
of invasion according to tumor front grading criteria. Immu-
nohistochemical analysis for membranous staining of EP3 in
tumor cells were used. The level of IL-1B expression by en-
zyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was determined.

Results: Increased EP3 expression in cells of carcinoma
was confirmed for more advanced tumors (pT3-pT4 vs. pT1-
pT2, p < 0.0001 and pN1-3 vs. pNO, p = 0.02). Tumors with
the highest aggressiveness identified by depth of invasion ac-
cording to TFG criteria were characterized by the highest ex-
pression of EP3 (p < 0.0001). In laryngeal carcinomas charac-
terized by lowest differentiation the highest EP3 expression in
tumor cells was noted (p = 0.009). The relationship between
IL-1B expression and lymph node metastases was confirmed
(pN1-3 vs. pNO, p = 0.04).

Conclusions: The study indicates the role of EP3 receptor
and IL-1B in determination of tumor progression in laryngeal
carcinoma.

Key words: laryngeal carcinoma, EP3 receptor, IL-1B, pTNM,
depth of invasion.

Streszczenie

Wstep: Ekspresja biatka EP3, receptora dla prostaglandy-
ny E2 (PGE2), wydzielanej przez komorki nacieku zapalnego
w podscielisku guza oraz komérki nowotworowe, moze od-
grywac istotng role w promowaniu proliferacji i wzrostu guza
na drodze auto- i parakrynnej. Zjawiska z udziatem tych bia-
tek regulowane sg przez interleukine (IL) 1B. Liczne badania
wskazuja na zwigzek ekspresji receptora EP3 oraz IL-1B z in-
wazyjnoscia zmian nowotworowych, powstawaniem przerzu-
téw oraz gorszg prognoza w rakach réznego pochodzenia.

Cel pracy: Ocena ekspresji receptora EP3 w utkaniu raka
ptaskonabtonkowego krtani oraz ocena poziomu IL-1B w nad-
sgczach z hodowli jednojadrzastych komorek krwi obwodo-
wej jako wskaznikéw stopnia agresywnosci zmian nowotwo-
rowych.

Materiat i metody: Badania przeprowadzono na materiale
pochodzacym od 50 chorych z rakiem krtani. W analizie pato-
morfologicznej zastosowano kryteria klasyfikacji pTNM oraz
ocene gtebokosci naciekania guza wedtug klasyfikacji tumor
front grading (TFG). Ekspresja odczynu btonowego dla recep-
tora EP3 zostata oceniona metoda IHC. Poziom IL-1f oznaczo-
no z uzyciem techniki ELISA.

Wyniki: Zwiekszona ekspresja odczynu btonowego dla
receptora EP3 w komorkach raka krtani zostata potwierdzo-
na dla guzéw o wyzszym stopniu zaawansowania zmian
nowotworowych (pT3-pT4 vs pT1-pT2, p < 0,0001 oraz pNI-
3 vs pNO, p = 0,02). Raki o wiekszej gtebokosci nacieku we-
dtug kryteriow klasyfikacji TFG charakteryzowaty sie wieksza
ekspresjg EP3 (p < 0,0001). Dla guzéw mniej zréznicowanych
wykazano wieksze nasilenie odczynéw btonowych dla EP3
(p =0,009). W badaniach potwierdzono takze zwiazek ekspre-
sji IL-1B w nadsagczach PBMCs (peripheral blood mononucle-
ated cells) z obecnoscia przerzutéw weztowych (pN1-3 vs pNO,
p =0,04).

Whioski: Wyniki badan wskazujg na role receptora EP3
oraz IL-1B jako czynnikéw istotnych w determinowaniu inwa-
zyjnosci zmian nowotworowych w raku krtani.

Stowa kluczowe: rak krtani, receptor EP3, IL-1B8, pTNM, gte-

bokos¢ inwazji.
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Abstract

Introduction: Activity of lymphocyte Th17 subpopulation
as well as production of proinflammatory and regulatory cyto-
kines such as IL-17 and IL-23 can play a essential role in the
cancerogenesis and tumor growth by the down-regulation of
tumor antigen-activated immune responses. Nevertheless, lit-
tle is known about the possible function of Th17 lymphocytes in
the development and progression of laryngeal cell carcinoma.

Aim of the study was to evaluate the potential role of
Th17 cell subpopulation on laryngeal cancer invasiveness ac-
cording tumor front grading score.

Material and methods: The analysis was conducted in 50
patients treated for squamous cell laryngeal carcinoma and
30 healthy volunteers as a control. The morphological criteria
included pTNM, stage, G and total TFG score. The expression
of Th17 lymphocytes activity markers in supernatants of cul-
tures of purified peripheral blood mononuclear cells by using
the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was deter-
mined.

Results: Our work revealed a significant dependence of
IL-23 on pT (p = 0.04). Advanced tumors with highest inva-
siveness (> 14 TFG points) were characterized by the elevated
average |L-23 expression in peripheral blood mononucleated
cells (PBMCs) supernatants (p = 0.02). Our data also demon-
strated the significant decrease of patient survival in relation
to lack of tumor infiltrating lymphocytes according to TFG
grading (p = 0.04). The relationships between IL-17 level pro-
duced by PBMCs and clinico-morphological features were not
disclosed.

Conclusions: In conclusion, these results suggest an im-
portance of regulatory cytokine IL-23 in determining aggres-
sive potential of laryngeal carcinoma.

Key words: laryngeal carcinoma, adhesive molecules, tu-
mor front grading.

Streszczenie

Wstep: Aktywnos¢ subpopulacji limfocytéw Thl7 oraz wy-
dzielanie prozapalnych i regulatorowych cytokin [interleukina
17 (IL-17) i IL-23] moze promowac zjawisko kancerogenezy
i nasila¢ wzrost nowotworu poprzez hamowanie odpowiedzi
immunologicznej na antygeny guza. Niewiele wiadomo jed-
nak o roli tych cytokin w rozwoju i progresji zmian w raku
krtani.

Cel pracy: Celem badan byta ocena potencjalnej roli limfo-
cytéw Th17 w determinowaniu inwazyjnosci raka ptaskona-
btonkowego krtani, okreslonej wedtug punktacji skali tumor
front grading (TFG).

Materiat i metody: Badania dotyczyty grupy 50 chorych
z rakiem ptaskonabtonkowym krtani oraz grupy kontrolnej
30 zdrowych ochotnikéw. Histologiczna ocena guza nowotwo-
rowego uwzgledniata kryteria klasyfikacji pTNM i S, stopien
zréznicowania histologicznego, stopief nacieku limfocytarne-
go oraz sume punktow wg klasyfikacji zmian nowotworowych
w obwodowej czesci guza (TFG). Ekspresje IL-17 i IL-23 w nad-
saczu z hodowli jednojgdrzastych komérek krwi obwodowe;j
oceniano z zastosowaniem metody immunoenzymatycznej
ELISA.

Wyniki: W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze
zwiekszona ekspresja IL-23 u chorych z rakiem ptaskonabton-
kowym krtani byta wskaznikiem wiekszego zaawansowania
zmian nowotworowych pT (p = 0,04). Guzy nowotworowe
o wiekszej inwazyjnosci guza wedtug kryteriow klasyfikacji
TFG (> 14 punktéw) charakteryzowaty sie wiekszg ekspresja
IL-23 (p = 0,02). Nie potwierdzono zaleznosci agresywnosci
wzrostu raka krtani dla IL-17 w badanej grupie chorych. Brak
lub obecnosé nieznacznego nacieku limfocytarnego w utka-
niu guza nowotworowego wedtug zastosowanej skali TFG
wigzat sie ze skrdceniem czasu przezycia chorych (p = 0,043).

Whioski: Otrzymane wyniki wskazujg na potencjalne znacze-
nie cytokiny regulatorowej IL-23 jako parametru zaawansowa-
nia zmian inwazji nowotworowej w raku ptaskonabtonkowym
krtani.

Stowa kluczowe: rak krtani, czasteczki adhezyjne, skala
oceny frontu guza.
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Abstract

Introduction: In the last decade, the research aimed to
find novel epigenetic biomarkers has been intensified. DNA
methylation analysis seems to be particularly useful in cancer
diagnostics, however as far as central nervous system (CNS)
tumors are concerned, this data is limited and often incon-
sistent.

Aim of the study was DNA methylation analysis of MGMT,
ERCCI, hMLH1, ATM, p15INK4B, pI14ARF, p16INK4A, RASSFIA,
RUNX3, GATA6, NDRG2, PTEN, and RARB in CNS tumors of
different grades in order to select potential novel epigenetic
biomarkers.

Material and methods: One hundred and forty tumor
samples of CNS cancers were analyzed: 95 gliomas and 45
meningiomas. DNA methylation analysis was performed us-
ing MSP and pyrosequencing. The results were correlated
with histological grade, according to WHO classification, age,
gender, progression free and overall survival time.

Results: Gliomas were characterized by higher methyla-
tion index (MI) as compared to meningiomas, and their Ml
was correlated with histological grade and age of the pa-
tients. In gliomas, the most frequently methylated genes
were RASSFIA, RUNX3, GATA6 and MGMT, whereas in menin-
giomas pI14ARF, RASSFIA and pI15INK4B. RUNX3 methylation
was correlated with histological grade of both gliomas and
meningiomas, therefore it can be regarded as a potential bio-
marker of aggressiveness of those tumors. Moreover in gli-
omas it correlated with patient’s age. In meningioma group
RASSFIA methylation was relatively more frequent in men
than women. Pyrosequencing confirmed significantly higher
methylation levels of MGMT and NDRG2 as compared to nor-
mal brain tissue, and in the case of MGMT it can be regarded
as a predictive biomarker.

Conclusions: These results indicate that DNA methylation
of genes selected in this study can be useful in CNS tumors
diagnostics and therapy.

Key words: CNS cancers, DNA methylation markers.

Streszczenie

Wstep: W ostatniej dekadzie zintensyfikowano badania
majace na celu poszukiwanie epigenetycznych markeréw
nowotworowych. Do celéw diagnostycznych szczegélnie przy-
datna wydaje sie analiza profilu metylacji DNA. Dane na ten
temat w guzach osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) sa
stosunkowo nieliczne i niespdjne.

Cel pracy: Ocena profilu metylacji genéw: MGMT, ERCCI,
hMLHI, ATM, p15INK4B, p14ARF, p16INK4A, RASSFIA, RUNX3,
GATA6, NDRG2, PTEN i RARB, w guzach OUN o zr6znicowanej
ztosdliwosci oraz wskazanie potencjalnych nowych markeréw
epigenetycznych.

Materiat i metody: Zbadano 140 prébki guzéw pobranych
od pacjentow z glejakami (95) i oponiakami (45). Metylacje
genoéw analizowano przy uzyciu techniki MSP oraz pirose-
kwencjonowania. Oceniano korelacje uzyskanych wynikéw
z rozpoznaniem histopatologicznym wg klasyfikacji WHO,
wiekiem, ptcig, czasem wolnym od wznowy i okresem prze-
zycia pacjentow.

Wyniki: Glejaki charakteryzowat wyzszy wspdtczynnik
metylacji w poréwnaniu z oponiakami, a jego wartos¢ byta
powigzana ze stopniem ztosliwosci guza oraz wiekiem pacjen-
tow. W glejakach najczestsza metylacje stwierdzano w genach
RASSFIA, RUNX3, GATA6 oraz MGMT, natomiast w oponiakach
PI4ARF, RASSFIA i p15INK4B. Metylacja RUNX3 byta powigzana
ze stopniem ztosliwosci glejakéw i oponiakéw, co sugeruje, ze
moze by¢ uwazana za nowy marker agresywnosci obu typéw
guzéw. Ponadto w glejakach korelowata réwniez z wiekiem
pacjentéw. W oponiakach metylacja RASSFIA wystepowata
relatywnie czesciej u mezczyzn anizeli u kobiet. Pirosekwen-
cjonowanie potwierdzito znaczaco wyzszg metylacje MGMT
i NDRG2 w badanych guzach w poréwnaniu ze zdrowa tkanka
moézgu, co w przypadku metylacji MGMT moze miec¢ znaczenie
predykcyjne.

Whioski: Uzyskane wyniki wskazuja, ze analizowane geny
moga by¢ pomocne w diagnostyce i terapii chorych z guzami
OUN.

Stowa kluczowe: nowotwory OUN, markery metylacji.
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Atorwastatyna uwrazliwia komérki biataczkowe na apoptoze indukowang

przez leki przeciwnowotworowe
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Abstract

Introduction: Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the
most common leukemia of adults in Europe. Chronic lympho-
cytic leukemia cells have previously reported to be sensitive to
statins used at high concentrations.

Aim of the study was to analyze whether a pretreatment
of CLL cells with smaller doses of atorvastatin has an impact
on the cell susceptibility to conventional chemotherapeutic
agents: cladribine + mafosfamide (CM) in vitro.

Material and methods: The model cells were obtained
from peripheral blood of patients with CLL by Histopaque
sedimentation. Unsorted CLL cells were preincubated with
atorvastatin at concentrations of 0.1 yM and 1 uM or DMSO
(vehicle control) for 24 hours. Then, the medium was changed
and the model cells were treated with/without CM drug com-
bination for next 48 hours. Simultaneously, untreated CLL
cells were exposed to atorvastatin, CM, as well as CM + ator-
vastatin for 48 hours. High cell density cultures were made
to generate survival-inducing conditions as it was previously
described (Schulz et al. 2011). The pro-apoptotic potential of
tested agents and their combinations was assessed by flow
cytometry and Western blot.

Results: The obtained data has shown that atorvastatin
increases the pro-apoptotic potential of CM in CLL cells in vi-
tro. The effect of preincubation of CM-treated CLL cells with
1 uM statin was comparable with those observed after their
exposure to CM + 10 uM atorvastatin.

Conclusions: Actually, the obtained results suggest that
the preincubation with atorvastatin essentially sensitizes CLL
cells to CM-induced apoptosis in vitro and should be consid-
ered as therapeutic option for the treatment of patients who
are excluded for immunotherapy.

Key words: chronic lymphocytic leukemia, atorvastatin,
apoptosis, antileukemic treatment.

Streszczenie

Wstep: Przewlekta biataczka limfocytowa (PBL) jest naj-
czestsza biataczka dorostych w Europie. Wykazano, ze komor-
ki PBL cechuje wrazliwos$¢ na atorwastatyne uzyta w duzych
stezeniach.

Cel pracy: Celem badania byto wyjasnienie, czy preinku-
bacja komérek biataczkowych z nizszymi dawkami tej statyny
zmienia wrazliwos¢ badanych komérek na konwencjonalne
chemioterapeutyki, tj. kombinacje kladrybiny z mafosfami-
dem (cladribine + mafosfamide — CM) in vitro.

Materiat i metody: Komérki izolowano z krwi obwodowej
pacjentéw z PBL metoda wirowania na Histopaque’u. Nie-
sortowane komorki PBL poddawano dziataniu atorwastatyny
w stezeniach 0,111 uM lub dimetylosulfotlenku (DMSO) (kon-
trola) przez 24 godziny. Nastepnie podtoze usuwano, a ko-
morki inkubowano w obecnosci kombinacji CM przez kolejne
48 godzin. Réwnolegle komorki PBL nietraktowane uprzednio
statynami eksponowano na atorwastatyne, CM oraz kombi-
nacje CM + atorwastatyna przez 48 godzin. Komorki kultu-
rowano w duzej gestosci w celu wywotania zaleznej od mi-
krosrodowiska opornosci na apoptoze (wg Schulz i wsp. 2011).
Proapoptotyczny potencjat testowanych zwigzkéw oceniano
cytometrycznie oraz technikg Western blot.

Wyniki: Uzyskane wyniki wskazuja, ze atorwastatyna
zwigksza proapoptotyczng aktywnos¢ kombinacji CM w ko-
maérkach PBL in vitro. Preinkubacja komérek z 1 yM atorwa-
statyny, z nastepczym ich traktowaniem kombinacjg CM,
wywotywata efekt poréwnywalny do tacznego dziatania CM
i 10 uM atorwastatyny przez 48 godzin.

Whioski: Na obecnym etapie badarh wydaje sie, Zze pre-
inkubacja komérek biataczkowych z atorwastatyna moze
uwrazliwia¢ je na apoptoze indukowang konwencjonalna
chemioterapig CM. Stosowanie atorwastatyny powinno by¢
rozwazone w leczeniu pacjentdw z PBL, ktérzy nie beda pod-
dani immunoterapii.

Stowa kluczowe: przewlekta biataczka limfocytowa, ator-
wastatyna, apoptoza, terapia przeciwbiataczkowa.
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Molecular characteristics of cancer vaccine based on murine B16F10

melanospheres

Charakterystyka molekularna szczepionki przeciwnowotworowej opartej o melanosfery

mysiego czerniaka B16F10
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Abstract

Introduction: Melanoma is one of the most aggressive
human malignancies. It is characterized by rapid growth, fre-
quent and early metastasis, and poor response to convention-
al therapies. Immunotherapy using cancer vaccines is current-
ly the subject of intense research and clinical trials. A possible
reason for limited efficacy of currently used therapies includ-
ing anticancer vaccines can be disability to eliminate cancer
stem cells (CSC). Cancer stem cells are characterized by a low
degree of differentiation, expression of different tumor mark-
er molecules than differentiated cells, and potential for rapid
restoration of tumor cells pool.

Aim of the study is to create an immunogenic cell-based
vaccine that display features of cancer stem cells and thus
might target and eliminate cells resistant to conventional
therapies.

Material and methods: Murine melanoma cells were
grown under conditions inducing cancer stem cells pheno-
type. Obtained melanospheres were then compared with the
parental cells. We analyzed levels of various cancer stem cell
markers using real-time PCR, flow cytometry and Western
blot.

Results: We observed decreased Mitf expression in mela-
nospheres compared to parental cell, as well as reduced level
of tyrosinase — the enzyme responsible for melanin produc-
tion. Melanospheres had higher activity of melanoma cancer
stem cells marker — ALDH, as well as increased level of STAT3
Tyr705 phosphorylation. We also observed higher expression
of vascular endothelial growth factor (VEGFa) and Nanog
transcription factor.

Conclusions: These results show that obtained melano-
spheres have features of cancer stem cell model and can be
used to create a vaccine able to target tumor stem cells.

Key words: cancer, cancer stem cells, immunotherapy,
cancer vaccine.

Streszczenie

Wstep: Czerniak nalezy do najbardziej ztosliwych nowo-
tworéw cztowieka. Charakteryzuje sie szybkim wzrostem,
wystepowaniem wczesnych i licznych przerzutéw oraz nie-
wielka podatnoscig na chemio- i radioterapie. Jedna z przy-
czyn ograniczonej skutecznosci obecnie stosowanych terapii,
w tym szczepionek rakowych, moze by¢ brak eliminacji macie-
rzystych komérek nowotworowych (cancer stem cells — CSC).
Macierzyste komdrki nowotworowe charakteryzujg sie mniej-
szym stopniem zréznicowania, co pocigga za sobg odmienng
ekspresje markeréw nowotworowych, oraz potencjatem do
szybkiej odbudowy puli komérek guza.

Cel pracy: Celem prezentowanych badan jest stworzenie
immunogennej szczepionki dostarczajacej antygeny CSC i ce-
lujgcej w tg oporna na konwencjonalne terapie populacje.

Materiat i metody: Komorki mysiego czerniaka hodo-
wano w warunkach indukujacych fenotyp macierzysty.
W uzyskanych melanosferach, jak i w komérkach linii wyjscio-
wej sprawdzano poziom markeréw charakterystycznych dla
nowotworowych komérek macierzystych z zastosowaniem
metod: PCR w czasie rzeczywistym, cytometrii przeptywowe;j
oraz Western blot.

Wyniki: W melanosferach stwierdzono obnizona wzgle-
dem komorek wyjsciowych ekspresje genu kodujacego
czynnik transkrypcyjny Mitf oraz tyrozynazy — enzymu odpo-
wiedzialnego za wytwarzanie melaniny. Melanosfery miaty
wyzszg aktywnos¢ ALDH — markera czerniakowych komérek
macierzystych, a takze zwiekszony poziom fosforylacji biatka
STAT3 w pozycji Tyr 705. W melanosferach zaobserwowano
rowniez wyzszy poziom transkryptéw czynnika wzrostu sréd-
btonka naczyn (vascular endothelial growth factor — VEGFa)
oraz czynnika transkrypcyjnego Nanog.

Whnioski: Wyniki te wskazuja, ze uzyskane melanosfery
maja cechy charakterystyczne dla komoérek niezréznicowa-
nych. Moga one zatem postuzy¢ jako model nowotworowych
komérek macierzystych i by¢ wykorzystane do skonstruowa-
nia szczepionki celujgcej w nowotworowe komorki macierzy-
ste.

Stowa kluczowe: nowotwor, nowotworowe komaérki ma-
cierzyste, immunoterapia, szczepionka przeciwnowotworowa.
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STAT6 and SOCS3 expression levels as new diagnostic marker in non-small cell

lung cancer (NSCLC) — preliminary study

Ekspresja STAT6 { SOCS3 jako nowy marker diagnostyczny w niedrobnokomérkowym

raku ptuca — badania wstepne
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Abstract

Introduction: STAT6 gene is related to survival, prolifer-
ation, metastasis and angiogenesis during carcinogenesis.
The family of SOCS proteins is a group of negative regulators
of the JAK/STAT pathway. Despite the proven feedback reg-
ulation of STAT6 and SOCS3 in immune cell regulation, the
studies on those genes significance in cancer development
—including lung cancer — are rare.

Aim of the study: Analysis of expression levels of STAT6
and SOCS3 and their mutual associations in patients with
non-small cell lung cancer (NSCLC).

Material and methods: RNA was isolated from lung tissue
samples obtained from NSCLC patients (n = 71), including the
following histotypes: squamous cell carcinoma (SCC) (n = 41),
adenocarcinoma (AC) (n = 23), and large cell carcinoma (LCC)
(n = 7). RNA isolated from macroscopically unchanged lung
tissue samples served as control. STAT6 and SOCS3 relative
expression was assessed using TagMan® probes.

Results: Statistical analysis revealed the differences in ex-
pression levels (RQ values) between STAT6, SOCS3 in all stud-
ied histopathological NSCLC subtypes: SCC, AC, LCC (STAT6
P =0.037; SOCS3 P = 0.0297). The increased expression (RQ
> 1) of STAT6 was found in 71-83% of the studied samples in
all histotypes. The expression of SOCS3 was decreased (RQ
< 1) in 93-96% samples in SCC and AC, and increased (RQ
> 1) in LCC group in 57% samples. Statistical analysis didn’t
reveal any associations between the expression levels and
tumor staging (pTNM classification), and the clinical features
of the studied NSCLC patients, i.e., age, gender and history of
smoking.

Conclusions: Increased STAT6 and decreased SOCS3 ex-
pression in SCC, and lack of such association in LCC group
may indicate the usefulness of the assessment of their ex-
pression in the differentiation of LCC subtype within NSCC.
However, it needs further investigation on a larger group of
NSCLC patients to confirm this observation.

Key words: STAT6, SOCS3, non small cell lung cancer.

Streszczenie

Wstep: Gen STAT6 powigzany jest z przezyciem, prolifera-
Cja, metastaza oraz angiogeneza procesu nowotworzenia. Ro-
dzina biatek SOCS to grupa negatywnych regulatoréw szlaku
JAK/STAT. Pomimo udowodnienia wystepowania wzajemne;j
regulacji typu feedback pomiedzy STAT6E i SOCS3 w immu-
nologicznej regulacji komérek, dotychczasowe badania nad
ich znaczeniem w rozwoju nowotworéw — w tym ptuca - sa
nieliczne.

Cel pracy: Analiza poziomu ekspresji STAT6 i SOCS3 oraz
ich wzajemnej zaleznosci u pacjentéw z NSCLC.

Materiat i metody: RNA wyizolowany z fragmentow tka-
nek ptuca (100-150 mg) pobranych srédoperacyjnie od pa-
cjentéw z niedrobnokomaérkowym rakiem ptuca (non-small
cell lung cancer — NSCLC) (n = 71) z rozpoznanymi podtypami
histopatologicznymi: rak ptaskonabtonkowy (squamous cell
carcinoma — SCC) (n = 41), gruczolakorak (adenocarcinoma —
AC) (n = 23) oraz rak wielkokomérkowy (large cell carcinoma
—LCQ) (n = 7). Kontrole w badaniu stanowito RNA wyizolowa-
ne z tkanek niezmienionych makroskopowo. Przeprowadzono
reakcje RT-gPCR z uzyciem sond TagMan® (metoda AACT).

Wyniki: Analiza statystyczna wykazata réznice w poziomie
ekspresji (wartosci RQ) miedzy STAT6 i SOCS3 we wszystkich
badanych podtypach histopatologicznych NSCLC: SCC, AC,
LCC (STAT6 P = 0,037; SOCS3 P = 0,0297). Wykazano podwyz-
szong ekspresje (RQ > 1) STAT6 w 71-83% badanych probek
we wszystkich histotypach. Ekspresja SOCS3 byta obnizona
(RQ < 1) w 93-96% prébek w SCC i AC, ale podwyzszona (RQ
> 1) w LCC w 57% prébek. Analiza statystyczna nie wykazata
zwigzku pomiedzy poziomem ekspresji a stopniem zaawan-
sowania klinicznego nowotworu w skali pTNM, cechami kli-
nicznymi, tj. wiekiem pacjenta, ptcia i historig palenia (liczba
paczkolat) (P > 0,05).

Whnioski: Wzrost ekspresji STAT6 i obnizona ekspresja
SOCS3 w SCC, ale brak tej zaleznosci w LCC moze wskazywac
na uzytecznos¢ oceny ich ekspresji w réznicowaniu podtypu
LCC w obrebie NSCC. Potwierdzenie tej obserwacji wymaga
jednak przeprowadzenia badan w wiekszej grupie pacjentow.

Stowa kluczowe: STAT6, SOCS3, niedrobnokomaérkowy rak
ptuca.
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Analysis of STAT5A, STAT5B, COX-2 and PIAS3 expression patterns in correlation
with non-small cell lung cancer (NSCLC) histhopathological features

Ocena profilu ekspresyjnego gendw STAT5A, STAT5B, COX-2 ( PIAS3

w niedrobnokomérkowym raku ptuca

Daria Domariska, Dorota Pastuszak-Lewandoska, Adam Antczak, Pawet Gérski, Jacek Kordiak, Karolina H. Czarnecka,
Monika Migdalska-Sek, Justyna Kiszatkiewicz, Ewa Nawrot, Ewa Brzeziariska
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Abstract

Introduction: STAT proteins and their inhibitors play sig-
nificant role in carcinogenesis. Together with COX-2 they reg-
ulate cell proliferation and apoptosis, being mainly involved in
tumor promotion.

Aim of the study: Analysis of correlations of STAT5A/B,
COX-2 and PIAS3 mRNA expression patterns.

Material and methods: RNA extracted from lung tissue
samples obtained from NSCLC patients (n = 71). Material
included subtypes: squamous cell carcinoma (SCC) (n = 41),
nonsquamous cell carcinoma (NSCC) (n = 30). RNA from mac-
roscopically unchanged tissue served as calibrator. Analysis of
gene relative expression using TagMan® probes.

Results: The expression levels of STAT5A, STAT5B and
COX-2 genes were increased in 69%, 79% and 71% NSCLC
samples respectively, while PIAS3 expression was decrea-
sed in 70% of the studied tissues. Statistically differences
were observed between expression levels of STATS isoforms
(P = 0.0008), with higher expression of STAT5B. Significant
positive correlation between STAT5B and COX-2 (rho = 0.045)
was found, as well as negative correlation between STAT5B
and PIAS3 (rho = —0.049). The negative correlation between
STAT5B and PIAS3 (rho = —0.43) was also observed in T2A +
T2B tumors. STAT5B and COX-2 expression levels were sig-
nificantly different between TIA + T1B and T2A + T2B tumors
(P=0.002 vs. P=0.041), with higher expression of both genes
in T2 tumor stage. PIAS3 expression was significantly lower in
NSCC as compared with SCC (P = 0.017). There were no sta-
tistically significant associations between expression levels of
the studied genes and patients’ characteristics: age, gander,
tobacco addiction and consumption.

Conclusions: Increased expression of STAT5A/B and COX-2
with an increase in tumor size can indicate a potential diag-
nostic and prognostic value, while the level of PIAS3 expres-
sion may be useful in distinguishing the histological NSCLC
subtypes.

Key words: STAT5A, STATSB, COX-2, PIAS3.

Streszczenie

Wstep: Biatka STAT oraz ich inhibitory odgrywajg istotng
role w procesie nowotworzenia. Wraz z cyklooksygenazg 2
(COX-2) reguluja proliferacje i apoptoze komorek, uczestni-
czac w fazie promocji guza.

Cel pracy: Analiza zaleznosci profilu ekspresyjnego gendw
STAT5A, STAT5B, COX-2 i PIAS3 z cechami klinicznymi i oceng
histopatologiczna guza u pacjentéw z niedrobnokomorko-
wym rakiem ptuca (non-small cell lung cancer — NSCLC).

Materiat i metody: RNA wyizolowany z fragmentéw tka-
nek ptuca od pacjentéw z NSCLC (n = 71), w tym podtypy: rak
ptaskonabtonkowy (squamous cell carcinoma — SCC) (n = 41)
i nieptaskonabtonkowy (nonsquamous cell carcinoma —NSCC)
(n =30). RNA z tkanek niezmienionych makroskopowo stano-
wit kontrole. Analize wzglednej ekspresji genéw przeprowa-
dzono przy uzyciu sond TagMan®.

Wyniki: Ekspresja genéw STAT5A, STAT5B i COX-2 byta pod-
wyzszona odpowiednio w 69%, 79% i 71% probkach NSCLC,
natomiast ekspresja PIAS3 byta obnizona w 70% badanych
tkanek. Statystycznie istotne réznice zaobserwowano po-
miedzy poziomami ekspresji izoform A/B STATS (P = 0,0008),
z wyzszg ekspresjg STATSB. Statystycznie istotng dodatnig ko-
relacje pomiedzy poziomami ekspresji uzyskano dla STAT5B
i COX-2 (rho = 0,045); a ujemna korelacje dla STAT5B i PIAS3
(rho = —0,049). Ujemna korelacje pomiedzy STAT5B i PIAS3
zaobserwowano réwniez w grupie T2A + T2B (rho = —0,43).
Poziomy ekspresji byty znaczaco rézne dla genéw STAT5B
i COX-2 pomiedzy grupami T1A + T1B vs T2A + T2B (P = 0,002
vs P = 0,041), z wyzsza ekspresje obu gendéw w grupie T2A +
T2B. Ekspresja genu PIAS3 byta znacznie nizsza w NSCC w po-
rownaniu z SCC (P = 0,017). Nie wykazano zwigzku pomiedzy
poziomami ekspresji badanych genéw a cechami klinicznymi,
tj. wiekiem pacjenta, ptcig i historig palenia.

Whioski: Wzrost ekspresji genow STAT5B i COX-2 wraz ze
wzrostem wielkosci guza moze wskazywac na wartos¢ dia-
gnostyczng i prognostyczng tych genéw. Natomiast wartosé
ekspresji genu PIAS3 moze by¢ przydatna w réznicowaniu
podtypéw histopatologicznych NSCLC.

Stowa kluczowe: STAT5A, STATSB, COX-2, PIAS3.
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Abstract

Introduction: B-catenin plays a double role in carcinogen-
esis. Within the Wnt/Frizzled signaling pathway it plays a role
of oncogene. As a component of cadherin/catenin complex it
is active in inducing epithelial-mesenchymal transformation.
Metastases of hepatocellular carcinoma (HCC) are accompa-
nied by cadherin switch. Role of expression manifested by
adhesion proteins as markers of HCC progression in clinical
specimen is unclear.

Aim of the study: Localization and quantitative analysis of
tissue expression of B-catenin, E-cadherin and N-cadherin in
HCC and in control.

Material and methods: Tissue microarrays with HCC (n =
= 57), 4 fragments of HCC from patients and control liver
specimens (n = 8). Immunocytochemistry (IHC) with Immuno-
Max technique. Morphometry using Filter HSV software.

Results: Positive expression of B-catenin, E-cadherin and
N-cadherin was detected in, respectively, 92%, 58%, 17% HCC.
Assignificantly lower expression of B-catenin and E-cadherinin
HCC as compared to the control were observed. Expression of
B-catenin/E-cadherin/N-cadherin was detected in, respective-
ly, cell membranes and in membranous-cytoplasmic region
(86%, 86%, 100%) and exclusively in cytoplasm of HCC cells
(14%, 14%, 0%). Individual cells manifested nuclear location
of B-catenin. A significant prevalence was noted of B-catenin
expression over expression of both cadherins. No alteration
was noted in cadherin phenotypes. A significant positive cor-
relation was detected between expressions of B—catenin and
two cadherins. Expression of studied proteins didn’t depend
on histological grading of HCC, age or sex of patients.

Conclusions: Cellular location of B-catenin and E-cadher-
in with a reduced expression of the two proteins in hepatic
cancers as compared to the control suggest disturbances of
cadherin/catenin complex formation and lack of B-catenin ac-
tivation in most HCCs.

Key words: cadherin/catenin complex, hepatocellular car-
cinoma, immunohistochemistry.

Streszczenie

Wstep: B-katenina odgrywa podwdjna role w kanceroge-
nezie. W szlaku sygnatowym Wnt/Frizzled spetnia funkcje
onkogenu. Jako sktadnik kompleksu kadheryna/katenina
aktywnie uczestniczy w transformacji nabtonkowo-mezen-
chymalnej. Przerzutowaniu raka watrobowokomérkowego
(hepatocellular carcinoma — HCC) towarzyszy przetaczanie
kadheryn. Rola ekspresji biatek adhezyjnych jako markerow
progresji HCC w materiale klinicznym jest niejasna.

Cel pracy: Lokalizacja i ilosciowa analiza tkankowej eks-
presji B-kateniny, E-kadheryny i N-kadheryny w grupie HCC
i kontrolnej.

Materiat i metody: Materiat stanowity tkankowe mikro-
macierze (TMA) z HCC (n = 57), 4 fragmenty HCC od pacjen-
tow i fragmenty watroby kontrolnej (n = 8). Badania immu-
nocytochemiczne (IHC) przeprowadzono z zastosowaniem
techniki ImmunoMax. Nasilenie ekspresji IHC oszacowano
morfometrycznie za pomocg programu Filtr HSV.

Wyniki: Pozytywng ekspresje B-kateniny, E-kadheryny
i N-kadheryny obserwowano w odpowiednio 92%, 58% i 17%
HCC. llosciowa analiza wykazata znamiennie nizszg ekspresje
B-kateniny i E-kadheryny w grupie oséb HCC w poréwnaniu
z grupa kontrolna. Ekspresje B-kateniny, E-kadheryny, N-kad-
heryny wykrywano odpowiednio na btonach komérkowych
i w obszarze btonowo-cytoplazmatycznym (86%, 86%, 100%)
oraz wytacznie w cytoplazmie komérek HCC (14%, 14%, 0%).
Pojedyncze komorki demonstrowaty jadrowa lokalizacje
B-kateniny. Obserwowano znamienng przewage ekspresji
B-kateniny nad ekspresja obu kadheryn. Nie obserwowano
istotnej zmiany fenotypu kadheryn w HCC. Wykazano istotna
pozytywna korelacje pomiedzy wzajemna ekspresja B-katen-
iny i obu kadheryn. Ekspresja badanych biatek nie byta zalez-
na od ztosliwosci histologicznej HCC, wieku i ptci pacjenta.

Whioski: Komdrkowa lokalizacja B-kateniny i E-kadhery-
ny z obnizeniem ekspresji obu biatek w raku watroby w po-
rownaniu z kontrola wskazuje na zaburzenia tworzenia kom-
pleksu kadheryna/katenina oraz brak aktywacji B-kateniny
w wiekszosci HCC.

Stowa kluczowe: kompleks kadheryna/katenina, rak wa-
trobowokomérkowy, immunohistochemia.
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Abstract

Background: Intercellular adhesion molecules ICAM-1 and
VCAM-1 are the surface glycoproteins present in immunocom-
petent cells as well as endothelium and tumor cells. These
molecules can be important in tumor invasion by the regula-
tion of cell migration, angiogenesis, apoptosis, proliferation
and metastases in solid tumors. However, studies indicate
ambiguous role of ICAM-1and VCAM-1in squamous cell carci-
noma of the larynx in terms of clinical significance.

Aim of the study was to analyze the expression of sSICAM-1
and sVCAM-1in supernatants of peripheral blood mononucle-
ar cells (PBMC) cultures, and find relationships between the
clinical and morphological characteristics (pT, stage, G, type
of invasion) and adhesion molecules expression in squamous
cell carcinoma of the larynx.

Material and methods: The analysis included a group
of 50 patients with verified squamous cell carcinoma of the
larynx. Control group constituted 30 healthy volunteers. The
pathological assessment criteria included pTNM, stage, his-
tological grade, and type of invasion according to the tumor
front grading (TFG). The expression of adhesion markers were
assessed using the enzyme-linked immunosorbent assay
techniques.

Results: Increased expression of sVCAM-1 in patients with
carcinoma of the larynx was an indicator of more advanced
cancerous local changes evaluated on the pT feature (p =
0.017). The presence of lymph node metastases correlated
with highest expression of adhesion molecules (p = 0.012 and
p = 0.003, for sICAM and sVCAM, respectively). Tumors with
more diffuse growth and infiltrating with small cell groups
(< 15 hpf) characterized by the highest expression of soluble
fraction of adhesive molecules (p = 0.001 and p = 0.02 for
SICAM and sVCAM, respectively).

Conclusions: The study indicates the importance of the sl-
CAM and sVCAM expression as a indicator of advanced chang-
es and progression in patients with laryngeal carcinoma.

Key words: laryngeal carcinoma, adhesive molecules.

Streszczenie

Wstep: Czasteczki adhezyjne ICAM-1 (intercellular adhe-
sion molecule 1) i VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1)
s3 powierzchniowymi glikoproteinami obecnymi na komér-
kach immunokompetentnych i endotelium oraz w utkaniu
guza nowotworowego. Moga determinowac proces inwazji
nowotworowej poprzez regulacje zjawiska migracji komaérek,
angiogenezy, apoptozy i powstawanie przerzutbw w nowo-
tworach litych. Publikacje niejednoznacznie jednak wskazuja
na role czasteczek ICAM-1 i VCAM-1 w raku ptaskonabtonko-
wym krtani w aspekcie znaczenia klinicznego.

Cel pracy: Ocena ekspresji czasteczek sICAM i sVCAM
w nadsaczu jednojadrzastych komdrek krwi obwodowej
(PBMCs) oraz wskazanie zaleznosci miedzy cechami klinicz-
no-morfologicznymi (pTN, stage S, G, typ inwazji) a ekspresja
analizowanych markeréw w raku krtani.

Materiat i metody: Analiza objeto grupe 50 chorych ze
zweryfikowanym rakiem ptaskonabtonkowym krtani. Grupe
kontrolng stanowito 30 zdrowych ochotnikéw. W morfolo-
gicznej ocenie uwzgledniono kryteria klasyfikacji pTNM i S,
stopien zréznicowania histologicznego oraz typ inwazji no-
wotworowej wg klasyfikacji nasilenia zmian we froncie guza
(TFG). Ekspresje czasteczek adhezyjnych CAM oceniano z za-
stosowaniem metody immunoenzymatycznej ELISA.

Wyniki: Zwiekszona ekspresja czasteczki sVCAM w nad-
saczach komaérek krwi obwodowej u chorych z rakiem krtani
byta wskaznikiem wiekszego zaawansowania miejscowych
zmian nowotworowych pT (p = 0,017). Obecnos¢ przerzutow
w weztach chtonnych korelowata ze zwiekszong ekspresja
badanych wskaznikéw adhezji (p = 0,012 i p = 0,003 dla sl-
CAM i sVCAM). Guzy nowotworowe o bardziej rozproszonym
wzroscie i naciekajgce matymi grupami komérek (< 15 wpw)
charakteryzowaty sie wieksza ekspresjg badanych czasteczek
adhezyjnych (p = 0,001 i p = 0,02 dla SICAM i sVCAM).

Whioski: Przeprowadzone badania wskazuja na znaczenie
oceny ekspresji czasteczek adhezyjnych jako wskaznikéw za-
awansowania zmian i sposobu inwazji guza nowotworowego
w raku krtani.

Stowa kluczowe: rak krtani, czasteczki adhezyjne.
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Abstract

Lobectomy with mediastinal lymph node dissection is
a standard of care of NSCLC. Up to 25% patients are condi-
sered to be medically inoperable. Stereotacic body radiation
therapy (SBRT) is a milestone in treating this group.

An idea of SBRT, implementation, outcomes, toxicity,
outlook and research issues are presented in this work. Tech-
nical advance in under two decades enabled focusing radia-
tion dose within treating target, sparing normal tissues at the
same time. Stereotacic body radiation therapy in lung cancer
was primarly explored by Timmerman in 2005. The outco-
mes were encouraging. Reported toxicity was modest except
of centrally located tumors. Long follow-up series revealed
extremely good outcomes, comparable to those in surgical co-
horts. Low accrual unfortunately led to the premature closure
of trials of lobectomy vs. SBRT. However in two phase Il trials
the feasibility of SBRT in operable patients was assessed,
disclosing 80% 2-year local control (LC) and 70% overall su-
rvival (OS). Retrospective analysis in patients that withdrawn
consent from surgery displayed 73-92% of 5-y LC and 62-72%
OS. An optimal radiation dose and fractionation in centrally
located tumors is a goal of ongoing trials — RTOG 0813 and
LungTech — as well as peripherally (RTOG 0915, JCOG 0702).
SPACE and TROG 09.02 trials compare conventional radiation
therapy with SBRT. Proper fractionation schedules, late com-
plications, suprisingly low local and locoregional failure rate
and combinig SBRT with chemotherapy or targeted therapy
constitute research issues related to SBRT.

Stereotacic body radiation therapy is a new treatment mo-
dality in medically inoperable NSCLC. Limitations are: lack of
pathologic examination, difficulties in response evaluation,
lack of long follow-up, complications. SBRT could be an alter-
native for operable patients, however surgery is still a stan-
dard of care.

Key words: lung cancer, stereotactic body radiation thera-
py, SBRT, radiosurgery.

Streszczenie

Wstep: Standardem leczenia pacjentéw z niedrobnoko-
maérkowym rakiem ptuca (non-small cell lung cancer —NSCLC)
we wczesnym stadium zaawansowania jest lobektomia
z oceng weztéw chtonnych érédpiersia. Okoto 25% chorych
nie jest kwalifikowanych do operacji. Przetomem w leczeniu
tej grupy stata sie wysokodawkowa radioterapia stereotak-
tyczna (stereotactic body radiation therapy — SBRT).

Cel pracy: W pracy przedstawiono koncepcje SBRT raka
ptuca, jej realizacje, wyniki, toksycznos¢, poréwnanie z le-
czeniem operacyjnym, perspektywy rozwoju i problemy ba-
dawcze.

Materiat i metody: Postep technologiczny ostatnich de-
kad umozliwit ciste ogniskowanie promieniowania na le-
czonej zmianie z rownoczesnym wykluczeniem tkanek zdro-
wych. Wysokodawkowa radioterapia stereotaktyczna raka
ptuca po raz pierwszy zostata oceniona przez Timmermana
w 2005 r. Uzyskano zachecajace wyniki. Raportowano zado-
walajaca toksycznosé z wyjatkiem guzéw potozonych cen-
tralnie. W dtugotrwatych obserwacjach otrzymano zaskaku-
jaco dobre wyniki, poréwnywalne z obserwacjami chirurgdw.
Na pytanie, czy mozna wprost poréwnaé SBRT do chirurgii,
nie uzyskano odpowiedzi — zainicjowane badania przerwano
z powodu stabego naboru. Udato sie oceni¢ skutecznosé¢ SBRT
we wczesnym NSCLC u chorych operacyjnych w badaniach
Il fazy — RTOG 0618 i JCOG 0403. Uzyskano 80-procentowe
2-letnie kontrole miejscowe (local control — LC) i 70-procento-
we przezycia catkowite (overall survival — OS). Retrospektyw-
na analiza pacjentéw odmawiajacych resekcji (Onishi) wyka-
zata 73-92-procentowg 5-letnig LC i 62—72-procentowa OS.

Obecnie zmierza sie do ustalenia optymalnej dawki i spo-
sobu frakcjonowania w SBRT guzéw potozonych centralnie
(badania RTOG 0813 i LungTech) i obwodowo (RTOG 0915,
JCOG 0702), poréwnuje sie rezultaty leczenia SBRT z klasycz-
na radioterapia (SPACE; TROG 09.02).

Problemy badawcze zwigzane z SBRT obejmuja: frakcjono-
wanie dawki promieniowania, powiktania péZzne, zaskakuja-
co niski odsetek wznéw miejscowych i regionalnych, kojarze-
nie SBRT z chemioterapig lub lekami celowanymi.

Wyniki i wnioski: Wysokodawkowa radioterapia stereo-
taktyczna to nowa metoda leczenia NSCLC. Ograniczenia
obejmuja: brak oceny patologicznej, trudnosci w analizie
wynikéw, brak wieloletnich obserwacji, powiktania. Resekcja
stanowi standard leczenia, jednak SBRT moze by¢ obiecujaca
alternatywa réwniez dla pacjentéw operacyjnych.

Stowa kluczowe: rak ptuca, radioterapia stereotaktyczna,
stereotaksja, radiochirurgia, SBRT.
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Abstract

Podoplanin, a highly O-glycosylated transmembrane pro-
tein is expressed in many cell types and cancers [1] involved in
platelet aggregation [2] and in metastasis [3]. Tumor stroma,
composed of cancer, immune, endothelial cells (EC) and can-
cer-associated fibroblasts (CAFs) in an extracellular matrix,
promotes cancer progression. The angiogenic switch starts
malignant stroma development. Fibroblasts activated into
CAFs get a distinct gene profile and properties [4]. They induce
tumor growth, endothelial progenitor cells recruitment and
cooperate to angiogenesis [5]. Cancer-associated fibroblasts
express podoplanin [6, 7], the activity and control of which are
poorly known. Mediation of adhesion by CCL21/CCR7+ axis
[8] and control by miRNAs, as miR-21 an oncomiR targeting
PTEN, tumor suppressor and key regulator of angiogenesis [9]
are hypothesized. By mimicking tumor hypoxia, we show the
effect of miRs on podoplanin expression by CAFs and its role
in angiogenesis and recognition of cancer cells.

Aim of the study: Podoplanin in CAFs impacts on:
 angiogenesis in hypoxia vs. normoxia;

* miRs control;
 adhesion and migration of cancer cells.

Material and methods: MSUL.1 cells transduction to CAF-
like fibroblasts. Adhesion assesment by BioFluxTM. Angiogen-
esis of ECs with CAFs in Matrigel™ miRNAs quantification by
qPCR.

Results and conclusions: Hypoxia-induced podoplanin in
CAFs accelerates tumor angiogenesis and mediates CCR7+/
CCL21 breast cancer cell adhesion. Higher expression of miR-21,
miR-210 and miR-29b in CAFs in hypoxia accompanied podo-
planin up regulation and PTEN down regulation. We propose
miR-21 as control factor of podoplanin that decrease PTEN ex-
pression in tumor microenvironment affected by hypoxia.

Key words: podoplanin, breast cancer, cancer microenvi-
ronment, CAF, miRNA, hypoxia.
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Streszczenie

Podoplanina jest silnie O-glikozylowana transbtonowa pro-
teing, ekspresjonowana w wielu typach komérek i nowotwo-
réw [1], zaangazowana w agregacje ptytek krwi[2] i metastaze
[3]. Podscielisko guza sktadajace sie z komdrek nowotworo-
wych, odpornosciowych, endotelialnych oraz fibroblastéw
towarzyszacych nowotworom (cancer associated fibroblasts
— CAFs) wspomaga rozwdj nowotworu. Ponadto rozpoczecie
angiogenezy powoduje zmiany w tym mikrosrodowisku. Fi-
broblasty ulegaja aktywacji do CAFs, ktére maja inne od nor-
malnych wtasciwosci i profil genetyczny [4]; indukuja wzrost
guza, rekrutacje endotelialnych komoérek progenitorowych
i angiogeneze [5]. Fibroblasty towarzyszace nowotworom eks-
presjonujg podoplanine [6, 7], a jej aktywnos¢ i mechanizmy
kontroli sg stabo poznane. Sugeruje sie, ze miRs, takie jak miR-
21, ktéry degraduje mRNA supresora nowotworéw i kluczowy
regulator angiogenezy (PTEN) [9], kontroluja ekspresje podo-
planiny. Uzyskana w ten sposéb nadekspresja podoplaniny
moze wptywac na adhezje zachodzacg na osi CCL21/CCR7+8.
W badaniach wykazalismy efekt miRs na ekspresje podopla-
niny w CAFs oraz jej role w angiogenezie oraz rozpoznawaniu
komaérek nowotworowych w warunkach hipoksji.

Cel pracy: Wptyw podoplaniny w CAFs na:
 angiogeneze w hipoksji vs normoksji;
 ekspresje miR;

« adhezje i migracje komorek nowotworowych.

Materiat i metody: Komorki MSUL.1 stransdukowano do
fibroblastéw CAF-like. Ocena adhezji — BioFluxTM. Angiogene-
za z ECs i CAFs w MatrigeluTM. Ocena ekspresji miRs metoda
qPCR.

Wyniki i wnioski: Indukowana w hipoksji ekspresja po-
doplaniny w CAFs przyspiesza angiogeneze i posredniczy
w adhezji komérek raka piersi na osi CCL21/CCR7+. Wzrost
ekspresji miR-21, miR-210 i miR-29b w CAFs w hipoksji to-
warzyszy nadekspresji podoplaniny i zmniejszeniu ekspresji
PTEN. Uwazamy, ze miR-21 moze kontrolowac ekspresje podo-
planiny poprzez inhibicje ekspresji PTEN w mikrosrodowisku
nowotworu.

Stowa kluczowe: podoplanina, rak piersi, mikrosrodowi-
sko nowotworu, CAF, miRNA, hipoksja.
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Abstract

Magnetic nanoparticles (MNPs) have been widely investi-
gated due to their potential use in multiple biomedical ap-
plications such as cancer therapy, especially as components
of drug delivery systems, contrasting agents in medical imag-
ing or in hyperthermia [1]. Biological templating of inorganic
nanoparticles provides promising opportunities for medicine.
The most promising carriers for the synthesis of magnetic
nanoparticles are plant viruses, such as the Brome Mosaic
Virus (BMV) and the Red Clover Necrotic Mosaic Virus (RCN-
MV). Both mentioned viruses can be utilized also as excellent
delivery vehicles. Here we report on the structural transition
of BMV at pH ranging from 4.5 to 8.5 using circular dichroism
(CD) and dynamic light scattering (DLS) techniques.

We have investigated the impact of magnetic nanoparticles
with three different core sizes (10, 13, 15 nm) on biomembrane
model systems based on 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phos-
phocholine (DMPC). Samples with 10% (w/w) DMPC and four
concentrations of MNP’s were examined by Attenuated Total
Reflectance — Fourier Transform Infrared Spectroscopy (ATR-
FTIR) and Differential Scanning Calorimetry (DSC), to define
the phase behaviour of phoshpolipids under the influence
of magnetic nanoparticles. The size of the nanoparticles core
has the greatest impact on the biomembrane model, but the
concentration of MNP’s in this interaction is also meaning-
ful. These aspects are directly connected to the toxicity of
nanoparticles and therefore stand in the focus of our study.

Key words: magnetic nanoparticles, Brome Mosaic Virus
(BMV), DMPC.
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Streszczenie

Z uwagi na liczne potencjalne zastosowania biomedyczne,
w tym w terapii nowotworowej, jako nosniki lekéw, srodki
kontrastujgce w obrazowaniu, czy w terapii hipertermicznej,
nanoczastki magnetyczne sa obiektem szeroko zakrojonych
badan [1]. Wykorzystanie matryc biologicznych do enkapsu-
lacji nanoczastek nieorganicznych stwarza dodatkowo wiele
obiecujacych mozliwosci zastosowania ich w medycynie. Jed-
nymi z najbardziej obiecujacych matryc do syntezy i enkap-
sulacji nanoczastek magnetycznych sa wirusy roslinne, takie
jak wirus mozaiki stoktosy (BMV) oraz wirus nekrotycznej
mozaiki koniczyny czerwonej (RCNMYV). Za pomocg metod di-
chroizmu kotowego (CD) i dynamicznego rozpraszania $wiatta
(DLS) scharakteryzowalismy zmiany strukturalne wirusa BMV
w zaleznosci od pH w zakresie od 4,5 do 8,5.

Zbadalismy takze wptyw nanoczastek magnetycznych
o trzech wielkosciach rdzenia (10, 13 oraz 15 nm) na uktad
modelowy bton biologicznych zbudowany z czasteczek 1,2-di-
myristoylo-sn-glycero-3-fosfatydylocholiny (DMPC). W celu
okreslenia wptywu nanoczastek na przemiany fazowe fosfo-
lipidow, przebadalismy za pomoca spektroskopii w podczer-
wieni (ATR-FTIR) oraz kalorymetrycznie (DSC) roztwory 10%
DMPC z dodatkiem nanoczastek (w czterech stezeniach).
Najwiekszy wptyw na modelowy uktad bton biologicznych
ma rozmiar rdzenia nanoczastek, ale réwniez ich stezenie jest
znaczace. Wymienione czynniki Scisle wigzg sie z toksyczno-
Scig nanoczastek i dlatego tez sa przedmiotem naszych ba-
dan.

Stowa kluczowe: magnetyczne nanoczastki, wirus mozai-
ki stoktosy (BMV), DMPC.
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Abstract

Expression of heat shock protein 27 (Hsp27) increases
during cellular stress conditions. Hsp27 regulates the expres-
sion of steroid receptors and modulates extracellular matrix
homeostasis. Hsp27 was shown to be overexpressed also in
neoplastic cells of breast, prostate cancers and increases with
higher malignancy grade. Epithelial-Mesenchymal Transition
(EMT) is a process in which cancer cells lose E-cadherin ex-
pression and start to express markers characteristic for cells
of mesenchymal origin (e.g. N-cadherin, vimentin). The tran-
scription factor SNAIL is involved in this process.

The aim of the study was to examine the intensity of Hsp27
and SNAIL expression as well their reciprocal correlations and
with clinico-pathological data of invasive ductal breast cancer
(IDQ), invasive lobular breast cancer (ILC) and mastopathies.

The study was conducted on 148 cases of IDC, 31 cases of
ILC and 19 mastopathies. We performed immunohistochemi-
cal (IHC) reactions using Dako Autostainer Link 48. Cytoplas-
mic Hsp27 expression was evaluated with Immunoreactive
Score (IRS) of Remmele and Stegner, whereas SNAIL nuclear
expression was evaluated semiquantitatively based on the
percentage of cancer cells with reaction product.

Statistical analysis showed higher Hsp27 expression in
IDC and ILC cells as compared to mastopathies (p < 0.001 and
p < 0.01 respectively). In IDC, a weak positive correlation be-
tween Hsp27 and SNAIL (r = 0.241, p < 0.01), as well as a weak
positive correlation of Hsp27 with estrogen (ER) and proges-
terone (PR) receptors (r=0.268, p < 0.01;r=0.248, p < 0.05, re-
spectively) was found. Nuclear SNAIL expression was positive-
ly correlated with ER (r = 0.376, p < 0.0001) and PR (r = 0.352,
p < 0.0001) in IDC.

Higher Hsp27 expression in IDC and ILC in comparison to
mastoptahies may suggest its role in carcinogenesis. Further-
more, the observed positive correlation of Hsp27 and SNAIL
expression might suggest a possible role of Hsp27 in EMT
process in IDC.

Streszczenie

Ekspresja biatka szoku termicznego-27 (Hsp27) wzrasta
w komérkach narazonych na warunki stresowe. Wykazano,
ze Hsp27 reguluje ekspresje receptoréw hormonéw stero-
idowych oraz homeostaze macierzy zewngtrzkomérkowej.
Ponadto nadekspresja Hsp27 wystepuje m.in. w komérkach
nowotworowych rakéw gruczotu piersiowego oraz prostaty
i wzrasta wraz ze stopniem ztosliwosci ww. guzéw. Przejscie
epitelialno-mezenchymalne jest procesem, podczas ktérego
komaorki nowotworowe tracg ekspresje E-kadheryny, a zaczy-
naja ekspresjonowac biatka charakterystyczne dla fenotypu
mezenchymalnego (np. N-kadheryne, wimentyne). Ponadto
zjawisko EMT zachodzi przy udziale czynnika transkrypcyjne-
go SNAIL

Celem pracy byto okreélenie stopnia nasilenia ekspre-
sji Hsp27 oraz SNAIL, zbadanie ich wzajemnej korelacji oraz
zwigzku z danymi kliniczno-patologicznymi w rakach przewo-
dowych gruczotu piersiowego (IDC), rakach zrazikowych gru-
czotu piersiowego (ILC) oraz mastopatiach.

Do badah uzyto 148 przypadkéw IDC, 31 przypadkéw ILC
oraz 19 mastopatii. Z wykorzystaniem Dako Autostainer Link
48 przeprowadzono reakcje immunohistochemiczne (IHC).
Cytoplazmatyczng ekspresje Hsp27 oceniano za pomoca skali
IRS wg Remmele i Stegnera, natomiast jadrowa ekspresje
SNAIL za pomoca pétilosciowej, skali uwzgledniajacej odsetek
komarek wykazujacych reakcje barwna.

Analiza statystyczna uzyskanych wynikéw wykazata wyz-
sza ekspresje Hsp27 w komérkach IDC oraz ILC w poréwnaniu
z mastopatia (odpowiednio: p < 0,001, p < 0,01). W IDC wy-
kazano staba dodatnig korelacje pomiedzy ekspresjg Hsp27
i SNAIL (r = 0,241, p < 0,01), jak réwniez ekspresja receptoréw
estrogenowych (ER; r = 0,26, p < 0,01) oraz progesteronowych
(PR; r = 0.24, p < 0.05). Jadrowa ekspresja SNAIL korelowata
dodatnio z ekspresjg ER (r = 0,37, p < 0,0001) i PR (r = 0,35,
p < 0,0001).

Wyzsza ekspresja Hsp27 w komérkach IDC i ILC w po-
rownaniu z mastopatiami moze sugerowac role tego biatka
w procesie kancerogenezy. Dodatkowo uzyskane rezultaty
korelacji ekspresji Hsp27 z SNAIL moga wskazywac na role
Hsp27 w procesie EMT w IDC.



