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StOWO WSTEPU —KOMITET ORGANIZACYJNY
| NAUKOWY

Szanowni Panstwo,

Biologia medyczna jest przykladem integracji nauk dla uzyskania najlepszych
efektow dotyczacych ochrony zdrowia cztowieka. Laczy wiele dziedzin obejmu-
jacych nauki biologiczne, medyczne, weterynaryjne czy farmaceutyczne. Dzigki
biologii medycznej obserwuje si¢ w ostatnich latach dynamiczny rozwdj nowych
technologii i metod rozwigzywania istotnych probleméw dotyczacych etiologii,
profilaktyki, diagnostyki czy ukierunkowanej terapii.

Niniejsze opracowanie w postaci abstraktéw jest zbiorem najnowszych badan
z zakresu biologii medycznej zaprezentowanych w trakcie V Zjazdu Naukowego
Polskiego Towarzystwa Biologii Medycznej ,Biologia-Medycyna-Terapia’, kto-
ry odbyt sie w Lublinie w dniach 15-17 wrze$nia 2022 roku. Pragnelismy polozy¢
szczegblny nacisk na przedstawienie aktualnych problemoéw dotyczacych zagrozen
zdrowotnych, najnowszych metod monitorowania stanu zdrowotnego oraz szero-
ko pojetej ochrony zdrowia cztowieka.

Pragniemy bardzo serdecznie podzigkowaé Autorom za przygotowanie stresz-
czen do prezentowanego opracowania. Wierzymy, ze to opracowanie bedzie cen-
nym zrédlem informacji oraz przyczyni si¢ do zrozumienia misji jaka pelni biolo-
gia medyczna we wspdlczesnym $wiecie oraz do dalszego intensywnego rozwoju
badan w tym zakresie.

W imieniu Komitetu Organizacyjnego i Naukowego

Iotomme. (_zomnelt
& oy ¢

dr Katarzyna Czarnek







StOWO WSTEPU — REKTOR KATOLICKIEGO UNIWERSYTETU
LUBELSKIEGO JANA PAWtA II

Lublin, dnia 2 wrzesnia 2022 r.

V. Zjazd Naukowy
Polskiego Towarzystwa Biologii Medycznej

Wielce Szanowni Panstwo!

Jako Rektor Katolickiego Uniwersytetu Lubelskiego Jana Pawla II mam ogromng
przyjemnos¢ otworzy¢ V. Zjazd Naukowy Polskiego Towarzystwa Biologii Medyczne;j.

Ciesz¢ si¢, ze zainicjowane dzisiaj obrady w naszym Uniwersytecie, wpisujg sie
w cykliczne spotkania naukowcéw skupionych w kilku dyscyplinach: nauk biologicznych,
medycznych i nauk o zdrowiu. Moja rados¢ wynika rowniez z faktu, ze rozwdj
wymienionych dyscyplin naukowych stanowi dla $rodowiska akademickiego KUL -
zaréwno dla Wladz, jak i pracownikéw naukowo-dydaktycznych - podstawe do dumy
z mozliwosci realizowania badan w wymienionych obszarach, ale takze rodzaj waznego
wyzwania naukowo-badawczego.

Nawigzujgc do motta V. Zjazdu Polskiego Towarzystwa Biologii Medycznej -
Biologia-Medycyna-Terapia — pragne podkresli¢ znaczenie efektéw prowadzonych obrad
ze wzgledu na istnienie ich waznego odbiorcy: czlowieka chorego. W encyklice
Evangelium vitae Jan Pawel II podkresla bardzo wyraznie, ze wspdlczesny $wiat
potrzebuje refleksji antropologicznej, ktéra jest wynikiem wspélpracy naukowcéw
reprezentujgcych nauki biologiczne i humanistyczne m.in.: teologi¢. Wazne jest zatem to,
aby w ramach prowadzonych obrad podkresla¢ szczegdlne znaczenie cztowieka chorego
i przejawiaé¢ wrazliwosé na jego potrzeby.

Zainaugurowany dzisiaj cykl prezentacji, sluzacy promowaniu rozwoju biologii
medycznej, stanowi istotna forme wymiany réznorodnych doswiadezen, m.in. w wymiarze
prowadzonych badafi naukowych, integrowania miedzynarodowych zespolow
badawczych, czy tez wymiany pogladéw mig¢dzy naukowcami i praktykami. Zatem zycze
Panstwu, aby wuczestnictwo w obradach zaowocowalo dalszym rozwojem
reprezentowanych dyscyplin naukowych, prowadzonej praktyki klinicznej i poprawsa
zdrowia pacjentow.

4 Rektor

//
ks #pfot; ab. Mirostaw Kalinowski
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SEOWO WSTEPU —
PREZES POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOLOGII MEDYCZNEJ

Szanowni Panstwo,

Interdysplinarnos¢ jest obecnie kotem napgdowym postepu w naukach medycznych.
Spotkania 0sob praktykujacych ze Srodowiskiem naukowym pozwalajg nie tylko na po-
znanie skomplikowanych mechanizméw powstawania chorob ale sg rowniez inspiracja
dla tworzenia nowych rozwigzan w zapobieganiu ich pojawiania si¢ oraz w ich dalszym
leczeniu. Jest to obopdlna korzysé.

Miejscem takiej integracji jest bez watpienia cykl konferencji naukowych organizo-
wanych przez Polskie Towarzystwo Biologii Medycznej. Tu mozliwo$¢ prezentacji wyni-
koéw badan naukowych maja wybitni naukowcey z Polski i zagranicy reprezentujacy takie
dziedziny jak biologia komorki, genetyka, biologia molekularna, biotechnologia, diagno-
styka laboratoryjna, farmacja, immunologia, wirusologia, pediatria, onkologia, wakcyno-
logia oraz wiele innych.

Ogromne zainteresowanie naszymi wczesniejszymi Zjazdami przekonato nas do or-
ganizacji V Zjazdu Naukowego Polskiego Towarzystwa Biologii Medycznej ,,Biologia-
-Medycyna-Terapia”. Miejscem tegorocznego Zjazdu jest Katolicki Uniwersytet Lubelski
Jana Pawta II w Lublinie — o$rodek naukowym z wieloletnig tradycja.

Jestem przekonany, ze w trakcie Zjazdu zawigza si¢ znajomosci, ktore doprowadza
do powstania nowych koncepcji i inicjatyw zwigkszajacych ochrong zdrowia jednostki
1 ogotu spoteczenstwa.

Prezes Polskiego Towarzystwa Biologii Medycznej

Sy ons (O

dr hab. n. med. Stawomir Lewicki
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RAMOWY PROGRAM OBRAD

15.09.2022

Otwarcie Zjazdu 9:30-9:50
Wyktad Inauguracyjny: prof. Grzegorz Telega 9:50-10:20
Wyktad Plenarny: dr hab. Agnieszka Woliriska 10:20-10:50
| Terapie Biologiczne i Eksperymentalne 10:50-13:30
Il Petnoprofilowa onkologia-diagnostyka i leczenie 15:00-16:45
1] Biologia i Medycyna Rozwoju 15:00-16:20
Spotkanie z lubelskim folklorem — Muzeum Wsi Lubelskiej 18:00-24:00

17.09.2022

Wyktad Plenarny: prof. Rafat Zielinski 9:00-9:20
I\ Biologia Komorki 9:20-11:00
v Svfi\rctjrscjotizgziaclziien;)élovsizewkiuerzece, w tym COVID-19. Nowe zagrozenia 9:20-11:00
Vi Sesja Plakatowa (VARIA) 11:15-12:15
Vil Immunologia i szczepienia 12:15-16:00
Vil Medycyna Regeneracyjna i Biotechnologia 12:15-16:25
1X Panel dyskusyjny: Badania kliniczne — sita napedowa innowacji w medycynie 16:30-17:30
X VARIA 16:30-17:30

Koncert i kolacja integracyjna 17:30-21:30

XI Sesja Mtodych Naukowcow 9:00-11:15
Xl Sesja Plakatowa Mtodych Naukowcow 11:15-12:15
Zakonczenie Zjazdu 12:30-13:00
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SZCZEGOtOWY PLAN OBRAD

Wyktady Inauguracyjne (W1)/Plenarne (WP): 15-25 min. + 5 min. dyskusja
Wyktady (W): 15-20 min. + 5 min. dyskusja
Referaty (R): 10 min. + 5 min. dyskusja

15.09.2022
9:50-10:20 — prof. Grzegorz Telega: , Przeszczep wqtroby jako forma terapii genowe;.
. . ” WI01
Genetyczne i metaboliczne choroby wgtroby
10:20-10:50 — dr hab. Agnieszka Woliniska, prof. KUL: ,Nowoczesne podejscie do WPO1

zastosowania mikroorganizmow w agrobiotechnologii”

SESJA |: TERAPIE BIOLOGICZNE | EKSPERYMENTALNE
Prowadzacy: dr hab. Bartosz Stominski, prof. Matgorzata Kloc

10:50-11:15 — prof. Grzegorz Wegrzyn: , Stymulacja autofagii jako potencjalna metoda
leczenia choroby Huntingtona”

11:20-11:45 — prof. Piotr Trzonkowski: , Limfocyty T regulatorowe w klinice cztowieka”

12:00-12:25 — prof. Matgorzata Kloc: ,Nowe terapie zapobiegajqce odrzucaniu
chronicznemu (dtugoterminowemu) przeszczepow”

12:25-12:40 — Anna Wrdblewska, Dawid Kozien, Agnieszka Szczygiet, Katarzyna Wegierek-
Ciura, Jagoda Mierzejewska, Bozena Szermer-Olearnik, Elzbieta Pajtasz-Piasecka:
,Zastosowanie zwigzkéw bogatych w bor w terapii borowo-neutronowej”

12:40-12:55 — Ewa Btaszczak, Natalia Lazarewicz, Gaélle Le Dez, Robert Wysocki, Gwenaél
Rabut: , Identyfikacja interaktomu enzymdw ubikwitynacji w warunkach fizjologicznych
i patologicznych”

12:55-13:10 — Magdalena Michalak-Tomczyk, Anna Rymuszka, Anna Sierostawska: ,,Ocena
potencjatu przeciwnowotworowego w badaniach in vitro fermentowanego jarmuzu
(Brassica oleracea var. sabellica)”

13:10-13:25 — Ewelina A. Wojcik, Jarostaw Dastych: , Bezpieczeristwo stosowania
bakteriofagéw w terapii choréb infekcyjnych na przyktadzie preparatu BAFASAL”

SESJA II: PELNOPROFILOWA ONKOLOGIA-DIAGNOSTYKA | LECZENIE
Prowadzacy: prof. Elzbieta Starostawska, prof. Ryszard Maciejewski

15:00-15:20 — prof. Elzbieta Starostawska: , Pefnoprofilowa onkologia-diagnostyka
i leczenie”

15:20-15:40 — prof. Wiestaw Jedrzejczak: , Przeszczepianie szpiku w XXI wieku”
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15:40-16:00 — dr Tomasz Trombik: , Biatko ABCA1 czerniak — jak cholesterol wptywa na
rozwdj nowotworu”

16:00-16:15 — Anna Brzozowska: ,Wspdfczesna radioterapia onkologiczna”

16:15-16:30 — Pawet Andrzejewicz, Wtadystaw Rogata, Tomasz Wnuk, Piotr Maksymiuk,
Dawid Pyzik, Krzysztof Grabowski, Dawid Kijewski, Mateusz Matyjaszczyk, Tomasz
Mazurkiewicz: ,,Wyniki leczenia operacyjnego jednoogniskowych i wielomiejscowych
przerzutow rakéw do kregostupa”

16:30-16:45 — Wtadystaw Rogata, Pawet Andrzejewicz, Tomasz Wnuk, Piotr Maksymiuk,
Dawid Pyzik, Krzysztof Grabowski, Dawid Kijewski, Mateusz Matyjaszczyk, Tomasz
Mazurkiewicz: ,,Zespolenia ztaman patologicznych kosci dfugich”

SESJA l1I: BIOLOGIA | MEDYCYNA RozwoJu
Prowadzacy: prof. Barbara Wrdblewska, prof. Bolestaw Kalicki, ptk dr hab. Marek Saracyn, prof. WIM

15:00-15:25 — ptk dr hab. Marek Saracyn, prof. WIM: ,Hormon tyreotropowy — nowe

mechanizmy dziatania” ey
15:25-15:50 — dr Kamil Janeczek: ,,Komdrkowe i molekularne mechanizmy dziatania lizatow

. . ” wos
bakteryjnych w chorobach alergicznych
15:50-16:05 — Ryszard Sitarz, Alicja Forma, Kaja Karakuta, Dariusz Juchnowicz, Jacek Baj,
Robert Karpinski, Joanna Rog, Pawet Krukow, Kamil Jonak, Hanna Karakuta-Juchnowicz: ROS
,SKINREMS- skorny test niacynowy jako potencjalne narzedzie do biotypowania pacjentow
z zaburzeniami psychotycznymi i personalizacji ich leczenia”
16:05-16:20 — Ryszard Sitarz, Alicja Forma, Kaja Karakuta, Dariusz Juchnowicz, Jacek Baj, RO9

Robert Karpinski, Joanna Rog, Pawet Krukow, Kamil Jonak, Hanna Karakuta-Juchnowicz:
,, Test niacynowy jako metoda stratyfikacji pacjentow i personalizacja ich leczenia — przeglgd
pismiennictwa”

16.09.2022

9:00-9:20 - prof. Rafat Zielinski: , Nowe podejscie do terapii ostrej biataczki szpikowej”

WP02
SESJA IV: BIOLOGIA KOMORKI
Prowadzacy: prof. Jacek Malejczyk, prof. Jacek Kubiak
9:20-9:45 — prof. Jacek Malejczyk: ,Geny EVERT i EVER2 w zdrowiu i chorobie” W09

9:45-10:10 — prof. Jacek Kubiak: ,Translationally Controlled Tumour Protein (TCTP) jako cel w10
terapii przeciwnowotworowe;j”

10:10-10:25 — Katarzyna Czarnek, Andrzej Krzysztof Siwicki: ,Oddziatywanie chromu(lll)
i kobaltu(ll) na wybrane linie komdrkowe — aspekty cytotoksyczne, genotoksyczne R10
i mutagenne”

10:25-10:40 — Klaudia Ciesielska-Figlon, Agnieszka Daca, Adam Kokotkiewicz, Maria

tuczkiewicz, Bozena Zabiegata, Jacek M. Witkowski, Katarzyna A. Lisowska: , Wptyw RM
olejku eterycznego z nasion czarnuszki siewnej (Nigella sativa) na proliferacje, aktywacje

i apoptoze limfocytow T”
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10:40-10:55 — Matgorzata Zasowska, Paulina Laskowska, Anna M. Nowakowska, Aleksandra
Borek-Dorosz, Maciej Szydtowski, Matgorzata Baranska, Katarzyna Majzner, Przemystaw
Juszczynski, Piotr Mréwka: ,Stworzenie modelu komdrkowego ostrej biataczki szpikowej

Z mutacjg FLT3 do badania wptywu mutacji w genie FLT3 na zmiany widma ramanowskiego
komdrek”

SESJA V: CHOROBY ZAKAZNE | ODZWIERZECE, W TYM COVID-19. NOWE ZAGROZENIA WIRUSOLOGICZNE XXI WIEKU
Prowadzacy: prof. Andrzej Krzysztof Siwicki, prof. Waldemar Turski

9:20-9:40 — prof. Andrzej Krzysztof Siwicki: , Koronawirusy — state zagrozenie”

9:40-9:55 — prof. Andrzej Krzysztof Siwicki: ,Choroby odzwierzece — nowe wirusy i ich
nieprzewidywalna patogennos¢ dla cztowieka”

9:55-10:10 — Sylwia Krasowska, Magdalena Charukiewicz, Marta Odzeniak: ,Pandemia
COVID-19, pozne konsekwencje psychologiczne. Badania poréwnawcze”

10:10-10:25 — Monika Lesniak, Karolina Aleksandrowicz, Klaudia Wielgosz, Aleksandra
Majewska, Jacek Z. Kubiak, Katarzyna Plewka, Kszysztof Klos, Robert Zdanowski, Andrzej
Chciatowski: , Wybrane cytokiny/chemokiny jako markery prognostyczne w zakazeniu COVID-19”

10:25-10:45 — Robert Zdanowski, Karolina Aleksandrowicz, Monika Lesniak, Klaudia
Porebska, Kszysztof Klos, Katarzyna Plewka, Aleksandra Majewska, Klaudia Brodaczewska,
Jacek Z. Kubiak, Andrzej Chciatowski: ,Rola limfocytow regulatorowych w zakazeniu
wirusem SARS CoV-2”

10:45-11:00 - Edyta Kaczorek-tukowska, Kerstin Wernike, Martin Beer, Matgorzata Wrdbel,
Joanna Mataczewska, Elzbieta Mikulska-Skupien, Karolina Malewska, lzabela Mielczarska,
Alicja Blank, Mirostawa Blank, Anna Jatonicka, Andrzej Krzysztof Siwicki: ,,Seroprewalencja
zakazeri SARS-COV-2 posrdd psow, kotéw i fretek zyjacych w Polsce, 2021/2022”

SESJA VI: SESJIA PLAKATOWA (VARIA)
Prowadzacy: dr hab. Stawomir Lewicki, prof. IGBZ PAN, dr Robert Zdanowski, dr tukasz Szymanski

11:15-12:15 — prezentacja plakatéow naukowych

Joanna Kozak, Cezary Grochowski, Ryszard Maciejewski: ,,Oddziatywania microRNA rodziny
MIR-200 z biatkami SESN i ich potencjalne znaczenie w terapii przeciwnowotworowe;j”

Monika Janeczko: , 5-fluorourydyna jako inhibitor wzrostu Candida albicans”

Bartosz Stominski, Maria Skrzypkowska, Matgorzata Mysliwiec, Piotr Trzonkowski:
,Polimorfizm genu receptora dopaminy D4 u pacjentéw z cukrzycq typu 1”7

Bartosz Stominski, Pawet Kozak, Agata Maciejewska, Aneta Szofer-Sendrowska, Maria
Skrzypkowska, Aleksandra Biedrzycka, Andrzej tos, Maciej Michat Kowalik, Romuald Lango,
Jan Rogowski: ,, Warianty genéw CCR5 i CAV1 wptywajq na prawdopodobieristwo rozwoju
delirium po operacji kardiochirurgicznej z uzyciem krqzenia”

Katarzyna Potrykus: , 5’trifosforan-3"difosforan adenozyny jako potencjalny alarmon
bakteryjny”

Monika Pitucha, Anna Biernasiuk, Wojciech Ziemichdd: , Potencjat przeciwbakteryjny
nowych 1-hexylosulfonylo-4-podstawionych pochodnych tiosemicarbazydu”




Monika Pitucha, Agnieszka Czylkowska, Agnieszka Korga-Plewko, Ewelina Humeniuk,
Barttomiej Rogalewicz, Grzegorz Adamczuk, Pawet Kozyra: ,Kompleksy miedzi(ll)
1-pirydynoacetylo 4-podstawionych pochodnych tiosemikarbazydu o dziataniu
przeciwnowotworowym”

Agnieszka Szalewska-Patasz, Klaudyna Krause, Monika Karczewska, Krystyna Bogucka,
Dariusz Nowicki: ,Antybakteryjne dziatanie izotiocyjaniandéw przeciwko Shigella
dysenteriae”

Natalia tazarewicz, Ewa Btaszczak, Gaélle Le Dez, Robert Wysocki, Gwenaél Rabut:
,Profilowanie interakcji ligaz ubikwityny w oparciu o czuta technike komplementacji
fragmentow biatka”

Klaudia Brodaczewska, Damian Matak, Aleksandra Majewska, Aleksandra Filipiak, Cezary
Szczylik: ,Regulacja ekspresji ICAM-1 przez hodowle 3D i indukcje CSC w modelu raka nerki
in vitro”

Katarzyna Krdlikowska, Klaudia Porebska, Agnieszka Gosciriska, Karolina Aleksandrowicz,
Monika Lesniak, Agata Tomaszewska, Jacek Z. Kubiak, Robert Zdanowski, Bolestaw Kalicki:
,Immunomodulujqcy wptyw choroby infekcyjnej dziecka na sktad mleka kobiecego —
badania wstepne”

Lidia Markiewicz, Tadeusz Zabolewicz, Dagmara Ztotkowska, Anna Ogrodowczyk, Kamil
Olenski, Ewa Wasilewska, Joanna Fotschki, Stanistaw Kaminski, Barbara Wréblewska:
,Wptyw polimorfizmu beta- i kappa- kazeiny oraz beta-laktoglobuliny na odpowiedz
immunologiczng limfocytow w mysim modelu alergii pokarmowej — badania ex vivo”

Lidia Markiewicz, Anna Ogrodowczyk, Barbara Wréblewska: ,Indukcja apoptozy w ludzkich
zdrowych i nowotworowych kolonocytach pod wptywem metabolitéw mikrobioty jelitowej”

Ewa Sajnaga, Katarzyna Socata, Agnieszka Kalwasiriska, Piotr Wlaz, Adrian Wiater:
,Prebiotyczny efekt a-(1->3)-oligosacharydéw na mikrobiote jelitowg myszy”

Monika Janeczko, Aleksandra Martyna, Antonina Kurowska, Maciej Mastyk, Konrad
Kubinski, Oleg M. Demchuk: ,,Aktywnos¢ nowych pochodnych 4-an wobec Candida
albicans”

Oleg M. Demchuk, Maciej Mastyk, Konrad Kubinski, Kamila Gérka, Monika Janeczko,
Aleksandra Martyna, Mateusz Kwasnik, Mariusz Borkowski, Anna Boguszewska-Czubara,
Joanna Kowalczuk, Elzbieta Stolarczyk: ,Hydrozele na bazie alaniny zawierajgce
nanoczgsteczki ztota i srebra jako potencjalne nosniki lekow”

Rafat topucki, Monika Elzbieta Jach, llona Sadok, Katarzyna Michalak, Marta Klos, Konrad
Kubinski, Ignacy Kitowski, tukasz Bednarz, Maciej Mastyk: ,, Monitoring wystepowania
antybiotykoopornych szczepéw bakterii w populacjach dzikich ptakow”

Ewa Lenarczyk, Monika Elzbieta Jach, Rafat topucki, Maciej Mastyk, Konrad Kubinski:
,Analiza potencjalnych zagrozen wybranych bakterii patogennych izolowanych z myszy
2yjgcych w poblizu ludzkich siedzib”

Agnieszka Rustecka, Maria Wegrzynek, Agata Bedzichowska, Agnieszka Lipinska-Opatka,
Bolestaw Kalicki: ,,Rola diagnostyki komponentowej w alergii na biatko mleka krowiego
u dzieci”

Anna Sierostawska, Anna Bordwka, Anna Rymuszka: ,,Ocena bezpieczeristwa nanonosnikow
krzemionkowych z wykorzystaniem 2D i 3D modeli komdrkowych”
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Anna Boréwka, Andrea Baier: , Czynniki wptywajqce na adsorpcje biatek na
modyfikowanych materiatach krzemionkowych”

Matgorzata Poniewozik, Tomasz Lenard: ,Wpfyw cyjanobakterii na stan ekologiczny
Srodowiska i zdrowie cztowieka”

Anna Boguszewska-Czubara, Agata Matek, Sylwia Wnorowska, Renata Zelazowska: ,Rybie
LAWATARY” ludzkich nowotwordow jako nowe podejscie spersonalizowanej medycyny
w onkologii”

Przemystaw J. Jodtowski, Grzegorz Kurowski, tukasz Kuterasinski, Maciej Sitarz, Piotr Jelen,
Jolanta Jaskowska, Andrzej Kotodziej, Anna Pajdak, Zbigniew Majka, Anna Boguszewska-
Czubara: ,,Zastosowanie sieci metalo-organicznych jako nosnikow przeciwdziatajgcych
kardiotoksycznym skutkom ubocznym stosowania chlorochiny — badania in vivo i in vitro”

Adam Kiersztyn, Krystyna Kiersztyn: ,Anomalie w raportach COVID-19”

llona Sadok, Rafat topucki, Kinga Ozga: ,Zmiany poziomu markerdw stresu we wtosach
u 0sob z tagodnym przebiegiem COVID-19”

Matgorzata Gorzel, Ramotowska Ewelina, Mencfel Radostaw: ,Terapia sztukq jako forma
zapobiegania i walki ze stresem”

Radostaw Mencfel, Matgorzata Gorzel: ,Wptyw stresu na uktad odpornosciowy — wybrane
zagadnienia”

Sara Motyka, Karolina Jafernik, Eliza Blicharska, Katarzyna Czarnek, Halina Ekiert, Agnieszka
Szopa: ,Bioakumulacja pierwiastkow prozdrowotnych w modelu kultur in vitro Salvia
hispanica (CHIA)”

SESJA VII: IMMUNOLOGIA | SZCZEPIENIA
Prowadzacy: prof. Bolestaw Kalicki, dr hab. Barbara-Joanna Batan, prof. WUM, dr Agnieszka Rustecka

12:15-12:40 — prof. Teresa Jackowska: , Szczepienia rekomendowane u dorostych”

12:40-13:05 — dr hab. Barbara-Joanna Batan, prof. WUM: ,/mmunomodulacja
jako podstawowy element ochrony zdrowia cztowieka — wybrane leki o dziataniu
immunomodulujgcym stosowane w infekcjach”

15:00-15:30 — dr Dorota Siwicka-Gieroba, prof. UM: , Burza cytokinowa jako problem
intensywnej terapii”

15:30-15:45 — Alicja Sierakowska, Michat Braczkowski, Dariusz Soszynski, Beata Chomicz:
,Wystepowanie stanow zapalnych u mtodych dorostych”

15:45-16:00 — Anna Sierostawska, Anna Rymuszka: ,Badania nad aktywnoscig
cytotoksyczng zwigzkdw z grupy fitoaleksyn na komdrki nowotworowe wywodzqce sie
z enterocytow”

SESJA VIII: MEDYCYNA REGENERACYJNA | BIOTECHNOLOGIA
Prowadzacy: dr hab. Konrad Kubinski, prof. KUL, dr hab. Maciej Mastyk, prof. KUL

12:15-12:35 — dr hab. Agnieszka Szopa: , MoZliwos¢ wykorzystania badari z zakresu
biotechnologii roslin w medycynie, farmacji i kosmetologii”

12:35-12:55 — dr hab. Marta Fiotka, prof. UMCS: ,, Zwigzki bioaktywne z dzdzownic do
wykorzystania w medycynie”




12:55-13:10 — Konrad Kubinski, Maciej Mastyk, Monika Janeczko, Waldemar Goldeman,
Anna Nasulewicz-Goldeman, Mateusz Psurski, Aleksandra Martyna, Anna Boguszewska-
Czubara, Tomasz M. Goszczynski: ,,Metalokarborany jako innowacyjne czgsteczki
przeciwgrzybicze”

15:00-15:25 — Maciej Mastyk, Tomasz Lenard, Marta Olech, Aleksandra Martyna, Elzbieta
Kochanowicz, Matgorzata Poniewozik, Anna Boguszewska-Czubara, Kamila Gérka, Mateusz
Kwasnik, Ajoku U. Sampson, Konrad Kubinski: ,Jeziora zapadliskowe jako bogate Zrodto
zwigzkow przeciwnowotworowych. Na przyktadzie makrofitu Ceratophyllum demersum”

15:25-15:40 — Monika Janeczko, Konrad Kubinski, Maciej Mastyk, Elzbieta Kochanowicz,
Kamila Gérka: , Nowe mozliwosci leczenia zakazer Candida albicans oparte na naturalnych
substancjach”

15:40-15:55 — Kinga Lewtak, Marta Fiotka, Paulina Czaplewska, Tomasz Buchwald,
Weronika Sofinska-Chmiel: ,Slazowiec pensylwanski jako zrédto zwigzkéw o dziataniu
przeciwgrzybowym”

15:55-16:10 — Lena tyko, Marta Olech, Renata Nowak, Wojciech Ziemichdd: ,, Wtasciwosci
przeciwzapalne rozanecznika zottego (Rhododendron luteum Sweet)”

16:10-16:25 — Wojciech Ziemichdd, Sylwia Podstawka, Mateusz Gajos, Marta Olech:
,Zastosowanie ekstrakcji wspomaganej dziataniem enzymow celulolitycznych
w pozyskiwaniu bioaktywnych metabolitow z pseudoowocni rézy”

SESJA IX: PANEL DYSKUSYJNY: BADANIA KLINICZNE — SItA NAPEDOWA INNOWACJI W MEDYCYNIE

Prowadzacy: dr hab. Radostaw Sierpiniski (Prezes Agencji Badan Medycznych), Prezes
Stanistaw Pisarski (Factor Consulting), dr Marek Konieczny (KOMED - Centra Medyczne)
16:30-17:30 — panel dyskusyjny: ,Nowoczesny osrodek badar klinicznych jako wsparcie
polskiej systemu ochrony zdrowia”

SESJA X: VARIA
Prowadzacy: prof. Barbara Wréblewska, prof. Andrzej Krzysztof Siwicki

16:30-16:45 — tukasz Szymanski, Rafal Skopek, Matgorzata Palusiriska, Stawomir Lewicki, R26
Artur Zelent: ,,Innowacyjne metody leczenia MDS i AML”

16:45-17:00 — Jerzy Bednarski, Aleksandra Gorska, lwona tuszczewska-Sierakowska, Zofia R27
Hoffman: ,Hemofilia i jej rola w kontekscie dolegliwosci kregostupa”

17:00-17:15 — Anna Boréwka, Grzegorz Zukocinski, Anna Sierostawska, Anna Rymuszka:

,Nanomateriaty krzemionkowe zawierajgce metale jako potencjalne nosniki substancji s
aktywnych”
17:15-17:30 — llona Sadok, Magdalena Staniszewska: ,Analityczne aspekty ilosciowego R29

oznaczania metabolitow szlaku kinureninowego w ptynach ustrojowych cztowieka”

17.09.2022

SESJA XI: SESIA MtoDYCH NAUKOWCOW
Prowadzacy: dr Dorota Siwicka-Gieroba, prof. UM, dr Rafat topucki, dr hab. Barbara-Joanna Batan,
prof. WUM
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9:00-9:15 — Kamila Baran, Ewa Brzezianiska-Lasota: ,Ocena zwigzku poziomu ekspresji
mRNA CCR6/CCL20 z wybranymi regulatorami epigenetycznymi u pacjentéw
z niedrobnokomdrkowym rakiem ptuca — poszukiwanie biomarkerdw progresji”

9:15-9:30 - Jolanta Kryczka, Beata Kolesinska, Ewa Brzezianiska-Lasota: ,Antymetastatyczne
wiasciwosci izotiocyjanianow (ITCS) w terapii niedrobnokomdrkowego raka ptuca (NSCLC)”

9:30-9:45 — Agnieszka E. Zajac, Jakub Pigtkowski, Pawet Golik, Anna Szumera-Cieckiewicz,
Pawet Teterycz, Andrzej Tysarowski, Anna M. Czarnecka, Piotr Rutkowski: ,, Profil mutacyjny
chrzestniakomiesakow na podstawie celowanego sekwencjonowania nastepnej generacji”

9:45-10:00 - Klaudia Bobak, Andrzej Tysarowski, Mateusz J. Spatek, Anna Szumera-
Cie¢kiewicz, Kamil Sokot, Michat Wagrodzki, Hanna Koseta-Paterczyk, Piotr Rutkowski, Anna
M. Czarnecka: ,,Profil molekularny miesakow tkanek miekkich”

10:00-10:15 — Rafat Skopek, Matgorzata Palusinska, tukasz Szymanski, Artur Zelent: , Wpfyw
zwigzkéw matoczgsteczkowych o charakterze epigenetycznym w kombinacji z ATRA na
aktywacje szlaku sygnatowego kwasu retinowego: badanie przesiewowe”

10:15-10:30 — Matgorzata Wrdbel, Joanna Mataczewska, Edyta Kaczorek-tukowska, Andrzej
Krzysztof Siwicki: ,Wptyw ksantohumolu na uktad immunologiczny”

10:30-10:45 — Michat Sutek, Pawet Mak, Jakub Kordaczuk, Justyna Smiatek, Iwona Wojda:
,Identyfikacja niskoczgsteczkowych polipeptydow przeciwdrobnoustrojowych w hemolimfie
larw Galleria mellonella po zakazeniu bakteriami Pseudomonas entomophila”

10:45-11:00 — Michalina Gos: , Perspektywy wykorzystania metalokarboranéw w naukach
biologicznych”

11:00-11:15 — Sylwia Wdjcik-Mieszawska, Marta Fiotka: ,,Analiza dziatania kompleksu
biatkowo-polisacharydowego otrzymanego z ptynu celomatycznego dzdzownicy
Dendrobaena veneta na komarki drozdzaka Candida albicans”

SESJA XII: SESIA PLAKATOWA MtODYCH NAUKOWCOW

Prowadzacy: dr Katarzyna Czarnek, dr hab. Eliza Blicharska, prof. UM, dr hab. Agnieszka
Szopa

11:15-12:15 — prezentacja plakatéw naukowych

Sandra Romanis, Matgorzata Dostatni, Jan Rucinski, Ewelina Kurowska-Rucinska: ,Rola
mikrobioty jelitowej w zaburzeniach lekowych”

Sandra Romanis, Matgorzata Dostatni, Jan Rucinski, Ewelina Kurowska-Rucinska: , Dieta dla
mozgu — co lubig nasze neurony?”

Matgorzata Palusiniska, Rafat Skopek, tukasz Szymanski, Artur Zelent: , Wptyw zwigzkéw
epigenetycznych na réznicowanie komorek w ostrej biataczce szpikowej (AML)”

Agnieszka Krzyszczak, Bozena Czech: ,Sorpcja lekéw przeciwwirusowych na bioweglach”

Agnieszka Krzyszczak, Bozena Czech: , Toksycznosc pozostatosci lekéw przeciwwirusowych
w probkach sciekow oczyszczonych réznymi metodami”




Aleksandra Gorska, Paulina Wdowiak, Agnieszka Markiewicz-Gospodarek, Jerzy Bednarski,
Zuzanna Chilimoniuk: ,Wpfyw wybranych substancji podawanych drogq parenteralng na
szczelnos¢ i parametry morfologiczne chirurgicznego zespolenia jelita grubego u szczuréw”

Julia Gtadysz, Bartosz Stominski, Agata Maciejewska, Maria Skrzypkowska, Matgorzata
Mysliwiec, Piotr Trzonkowski: ,,Zaleznos¢ pomiedzy polimorfizmem genu KLF-14
a powiktaniami i chorobami wspdtfistniejgcymi u chorych na cukrzyce typu 17

Matgorzata Dostatni, Dominika Ptotka, Sandra Romanis, Jan Rucinski, Ewelina Kurowska-
Rucinska: ,,Rola wybranych neuroprzekaznikéw w etiologii choréb neuropsychiatrycznych
oraz neurodegeneracyjnych”

Matgorzata Dostani, Jan Rucinski, Ewelina Kurowska-Rucinska, Sandra Romanis, Feliks
Olszanski, Martyna Bernard, Dorota Myslinska, Irena Majkutewicz: ,Wptyw terapii
citalopramem oraz indywidualnej charakterystyki behawioralnej na wybrane wskazniki
hematologiczne we krwi obwodowej szczuréw w warunkach hiperaktywacji ciata
migdatowatego”

Wojciech Flieger, Tomasz Sniegocki, Alicja Forma, Jacek Baj, Ryszard Maciejewski, Elzbieta
Radzikowska, Jolanta Flieger: ,Walidacja metody oznaczania wybranych bisfenoli za
pomocq UHPLC-MS/MS”

Wojciech Flieger, Alicja Forma, Jacek Baj, Ryszard Maciejewski, Elzbieta Radzikowska,
Jolanta Flieger: ,,Wykorzystanie nanoczqstek srebra (AGNPS) w badaniu aktywnosci
antyoksydacyjnej ekstraktéw roslinnych”

Dominika Ptotka, Matgorzata Dostatni, Dorota Mysliriska, Wojciech Glac: ,,Wptyw choroby
Alzheimera i otepienia czotowo-skroniowego na zachowania antyspoteczne”

Kinga Ozga, llona Sadok, Katarzyna Geca, Karol Rawicz-Pruszynski, Radoslaw Mlak,
Wojciech Polkowski, Magdalena Staniszewska: ,,Zwigzane z biatkami oraz wolne metabolity
tryptofanu jako nowe markery raka Zotqgdka”

Agata tadniak, Matgorzata Jurak, Klaudia Szafran, Kacper Przykaza, Agnieszka Ewa Wiacek:
JWptyw dyspersji chitozan/kwas hialuronowy/TiO2 na strukture bton DOPC”

Agnieszka Stodkowska, Robert Mroczka, Paulina Marzec, Agaton Szapowicz, Konrad
Kubinski, Maciej Mastyk: ,,Charakterystyka powierzchniowa warstw hydroksyapatytu
osadzonych na nitinolu jako potencjalne podtoze dla polimerowych nosnikow lekéw”

Agata Maciejewska, Piotr Czernia, Magdalena Piotrowska, Beata Wajda, Bartosz Stominski,
Jan Romantowski, Adam Sudot, Matgorzata Dgbrowska, Lucyna Gérska, Tomasz Smiatacz,
Marek Niedoszytko, Ewa Jassem, Maria Skrzypkowska, Piotr Trzonkowski: ,, Nieprawidtowa
skutecznos¢ szczepionki Pfizer BNT162b2 mRNA COVID-19 u pacjentdw z idiopatycznym
wtdknieniem ptuc (IPF)”
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Paulina Rybkowska, Anna Figiel-Dgbrowska, Dorota Dymkowska, Krzysztof Zabtocki,
Anna Sarnowska: ,Wpfyw zmiennych warunkéw tlenowych na metabolizm ludzkich
mezenchymalnych komdrek macierzystych pochodzqgcych z tkanki ttuszczowej”

Magdalena Chodkowska, Monika Sypecka, Anna Sarnowska: ,,Ocena jakosciowa
mezenchymalnych komérek macierzystych/stromalnych pozyskiwanych z tkanki
ttuszczowej i przygotowanych do zastosowania klinicznego”

Klaudia Radoszkiewicz, Magdalena Szymarnska, Paulina Rybkowska, Dorota Sulejczak,
Anna Sarnowska: ,Wptyw warunkéw biomimetycznych na potencjat neurogenny
i wlasciwosci neuroprotekcyjne odréznicowanych komdérek ttuszczowych (DFAT)”

Aleksandra Majewska, Klaudia Brodaczewska, Claudine Kieda: ,,Rola miR-224-5p
w progresji raka nerki”

Julia Kobiela, Dorota Zurawa-Janicka: ,Znaczenie ludzkich biatek HTRA w onkogenezie
i potencjalne mozliwosci terapeutyczne”

Milena Pogonowska, Agnieszka Rustecka, Agata Bedzichowska, Karolina
Aleksandrowicz, Bolestaw Kalicki: ,Progranulina jako biomarker astmy u dzieci”

Maciej P. Golan, Kinga Wilkus, Klaudia Brodaczewska: , Wpfyw O-gluknazylacji na
wrazliwos¢ komdrek srédbtonka na leki antyangiogenne”

Karolina Aleksandrowicz, Monika Lesniak, Klaudia Porebska, Kszysztof Klos, Katarzyna
Plewka, Renata Rozynska, Ewa Pietruszka, Karina Jahnz-Rdzyk, Robert Zdanowski,
Andrzej Chciatowski: ,Humoralne markery COVID-19 — badania wstepne”

Bartosz Knap, Marta Marszatek-Grabska, Waldemar Turski, Kinga Gawet: ,Wpfyw kwasu
cinnabarynowego na zachowania podobne do depresji i leku u myszy doswiadczalnych”

Maciej Mastyk, Tomasz Lenard, Marta Olech, Aleksandra Martyna, Elzbieta
Kochanowicz, Matgorzata Poniewozik, Anna Boguszewska-Czubara, Kamila Gérka,
Mateusz Kwasnik, Ajoku U. Sampson, Konrad Kubinski: ,,Ceratophyllum demersum
(rogatek sztywny) jako bogate Zrédto substancji przeciwnowotworowych”
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PRZESZCZEP WATROBY JAKO FORMA TERAPII GENOWEIJ.
GENETYCZNE | METABOLICZNE CHOROBY WATROBY

GRZEGORZ TELEGA
Medical College of Wisconsin

Genetyczne i metaboliczne choroby watroby stanowig liczng grupe, sktadaja-
ca sie z kilkuset rozpoznanych schorzen, ktérych objawy sa bardzo zréznicowane
i obejmujg m.in. ostrg lub chroniczng niewydolnos¢ watroby, nadci$nienie wrotne,
infekcje, nowotwory watroby czy uszkodzenie mozgu.

Przy wielu genetycznych i metabolicznych schorzeniach watroby u dzieci naj-
korzystniejszym rozwigzaniem pozwalajagcym na zmniejszenie ryzyka jest prze-
szczep watroby. Zasadne tym samym jest dalsze badanie rozszerzonych kryteriéw
do stosowania przeszczepu watroby jako formy terapii genowej.

Z drugiej strony, rozwoj narzedzi diagnostycznych i rozszerzenie mozliwosci
leczenia pozwala unikna¢ przeszczepu watroby u niektérych pacjentéw, dla kto-
rych do niedawna to wlasnie przeszczep byt czesto jedynym ratunkiem.

Motywem przewodnim niniejszej prezentacji jest proces podejmowania de-
cyzji klinicznych dotyczacych przeszczepu watroby w wybranych genetycznych
i metabolicznych chorobach watroby w szybko zmieniajacym si¢ otoczeniu.
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LIVER TRANSPLANT AS A GENE THERAPY. GENETIC AND
METABOLIC LIVER DISORDERS

GRZEGORZ TELEGA
Medical College of Wisconsin

Genetic and metabolic liver disorders constitute broad group of few hundreds’
identifiable conditions. The presentation is extremally variable with symptoms
ranging from acute and chronic liver failure, portal hypertension infections but
also including liver tumors and brain injury.

As outcomes of liver transplantation in children improves the balance of risk
and benefit becomes favorable for many of genetic and metabolic disorders. That
leads to further investigation of expanded criteria for using liver transplant as form
of the gene therapy.

On the other hand, better diagnostic tools and improved medical treatment
options allow some patients to avoid liver transplantation in condition which until
recently frequently led to transplantation.

Presentation will focus on clinical decision-making regarding liver transplanta-
tion in select genetic and metabolic liver conditions in rapidly changing landscape.
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NOWOCZESNE PODEJSCIE DO ZASTOSOWANIA
MIKROORGANIZMOW W AGROBIOTECHNOLOGII

AGNIESZKA WOLINSKA, AGNIESZKA KUZ'NIAR, ANNA KRUCZYNSKA, WERONIKA GORAIJ
Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta II, Wydziat Nauk Scistych i Nauk o Zdrowiu, Katedra Biolo-
gii i Biotechnologii Mikroorganizmdw, ul. Konstantynow 11, 20-708 Lublin

Agrobiotechnologia jest dzialem zielonej biotechnologii, wykorzystywanym
w rolnictwie, le$nictwie i gospodarce zywnosciowej. Opiera si¢ przede wszystkim
na metodach inzynierii genetycznej i biologii molekularnej. Jedng z najnowoczes-
niejszych metod stosowanych w biotechnologii do rozpoznania bioréznorodnosci
jest metagenomika, stanowigca technike analizy genomu ztozonego z ogétu mi-
kroorganizmoéw, zasiedlajacych dany mikrobiom (np. glebe). Technika sekwencjo-
nowania nastepnej generacji (NGS) regiondw hiperzmiennych pozwala na wglad
w genetyczng réznorodno$¢ mikroorganizméw bez koniecznosci prowadzenia
nieefektywnych hodowli komérkowych.

Celem wyktadu jest prezentacja najwazniejszych wynikéw zwigzanych z mi-
kroorganizmami, majacymi zastosowanie w agrobiotechnologii, uzyskanych
w Katedrze Biologii i Biotechnologii Mikroorganizméw KUL w toku realizacji
trzech projektow naukowych: (1) finansowanego przez Ministerstwo Edukacji
i Nauki w ramach programu Nauka dla Spoteczenstwa, (2) finansowanego przez
Narodowe Centrum Badan i Rozwoju w ramach programu LIDER IX oraz (3) fi-
nansowanego przez Fundacje Potulicka w Wojnowie.

Przedstawiony zostanie (1) wpltyw zredukowanego nawozenia azotowego na
mikrobiom bakterii, zasiedlajacy glebe spod uprawy kukurydzy w systemie or-
kowym i bezorkowym, (2) zréznicowanie endofitéw bakteryjnych, zasiedlaja-
cych rézne odmiany pszenic i stanowigcych komponent biopreparatu InnoEndop
oraz (3) mikrobiom seréw §lesinskich (dlugo-dojrzewajacych oraz plesniowych).
Wszystkie wspomniane zagadnienia sg bezposrednio zwigzane z agrobiotechnolo-
gig i zdrowiem konsumentow.

(1) Praca naukowa dofinansowana ze srodkow budzetu panstwa w ramach programu Ministra Edu-
kacji i Nauki pod nazwa ,,Nauka dla Spoteczenstwa” nr projektu NdS/531260/2021/2021, kwota do-
finansowania 100%, catkowita wartos¢ projektu 625 910,50 PLN

(2) Praca powstata w wyniku realizacji projektu finansowanego przez Narodowe Centrum Badan
i Rozwoju pt. ,Innowacyjny preparat do stymulacji wzrostu i plonowania pszenicy ozimej” w ra-
mach programu LIDER IX (nr 0024/L-9/2017)

(3) Badania sfinansowane przez Fundacje Potulicka (1/6-40-21-10-0603-0018-0049).
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A MODERN APPROACH TO THE USE OF MICROORGANISMS
IN AGROBIOTECHNOLOGY

AGNIESZKA WOLINSKA, AGNIESZKA KUZNIAR, ANNA KRUCZYNSKA, WERONIKA GORAJ
The John Paul Il Catholic University of Lublin, Faculty of Natural Sciences and Health, Department of
Biology and Biotechnology of Microorganisms, Konstantynéw 11 Str., 20-708 Lublin, Poland

Agrobiotechnology is a branch of green biotechnology which is used in ag-
riculture, forestry and food management. It is based primarily on genetic engi-
neering and molecular biology methods. One of the most modern methods used
in biotechnology to identify biodiversity is metagenomics, which is a technique
for analyzing the genome made up of all the microorganisms inhabiting a given
microbiome (e.g., soil). The technique of next-generation sequencing (NGS) of hy-
pervariable regions provides insight into the genetic diversity of microorganisms
without the need for ineflicient cell culture.

The purpose of the lecture is to demonstrate the most important results related
to microorganisms with applications in agrobiotechnology, obtained in the De-
partment of Biology and Biotechnology of Microorganisms in the course of three
scientific projects: (1) funded by the Ministry of Education and Science under
the Science for Society program, (2) funded by the National Center for Research
and Development under the LIDER IX program, and (3) funded by the Potulicka
Foundation in Wojnowo.

The following will be presented: (1) the effect of reduced nitrogen fertilization
on the microbiome of bacteria inhabiting the soil from under plowed and no-
till corn, (2) the diversity of bacterial endophytes inhabiting different varieties of
wheat and constituting a component of the InnoEndop biopreparation, and (3) the
microbiome of Slesian cheeses (long-ripened and moldy). All the aforementioned
issues are directly related to agrobiotechnology and consumer health.

(1) Scientific work financially supported by the state budget under the program of the Ministry of
Education and Science called “Science for Society” project number NdS/531260/2021/2021, the
amount of funding 100%, total project value PLN 625,910.50 (Poland)

(2) This work is the result of a project funded by the National Center for Research and Development
entitled “Innovative preparation for growth and yield stimulation of winter wheat” under the LI-
DER IX program (No. 0024/1L-9/2017)

(3) Research funded by the Potulicka Foundation (1/6-40-21-10-0603-0018-0049)
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NOWE PODEJSCIE DO TERAPII OSTREJ BIALACZKI SZPIKOWE)

RAFAL ZIELINSKI, WALDEMAR PRIEBE
The University of Texas MD Anderson Cancer Center, Department of Experimental Therapeutics

Ostra biataczka szpikowa (z ang. Acute myeloid leukemia, AML) to hetero-
genna grupa nowotworéw ukladu krwionosnego, w ktorej obecnos¢ mutacji w ge-
nie p53 koreluje ze ztym rokowaniem pacjentéw. Standardowa terapia indukcyj-
na AML opiera si¢ na zastosowaniu cytarabiny (cytosine arabinoside, ARA-C)
w kombinacji z antracyklinami, jak np. daunorubicyna. Niestety, efektywno$¢ kli-
niczna stosowanych obecnie antracyklin jest ograniczona ze wzgledu na ich kar-
diotoksycznos¢ oraz aktywacje biatek opornosci wielolekowej MDR (z ang. multi-
drug resistance proteins).

Annamycyna (ANN) jest nowa antracykling, efektywnie eliminujaca ko-
morki nowotworowe AML a jej aktywnos¢, w przeciwienstwie do doxorubicyny
(DOX) i daunorubicyny, nie jest ograniczona obecnoscig biatka ABCB1 (z ang.
ATP Binding Cassette Subfamily B Member 1), zwanego takze P-gp. Dzigki temu,
ANN wykazuje cytotoksycznos¢ wobec komorek AML nawet w przypadku eks-
presji bialek MDR. Co wazne, wstepne badania toksykologiczne wykazaly istotnie
nizsza kardiotoksycznos¢ ANN w poréwnaniu z DOX. L-Annamycyna (L-ANN)
jest liposomowa formulacja ANN, ktdrej efektywno$¢ jest obecnie weryfikowana
w badaniach klinicznych u pacjentéw z AML w USA i Polsce.

Biorac pod uwage kliniczne stosowanie kombinacji daunorubicyny i ARA-C,
w przeprowadzonych badaniach przedklinicznych ocenilismy efektywnos¢ tera-
peutyczng kombinacji ANN i L-ANN z ARA-C. Uzyskane wyniki wykazaly sy-
nergistyczne dziatanie ANN i ARA-C w modelach AML, w tym w modelu wysoce
agresywnej formy AML, charakteryzujacej sie obecno$cia mutacji w genach p53-
", MLL, ENL-FLT3, i ITD. Kombinacja ANN i Ara-C indukowala zmniejszenie
blastéw w szpiku kostnym oraz $ledzionie, co korelowalo z wydluzonym $rednim
okresem przezycia zwierzat w odniesieniu do monoterapii. Co ciekawe, niektére
myszy zyty dtuzej niz 180 dni, co wskazuje na catkowita odpowiedz na leczenie.

Podsumowujac, w immunokompetentnym mysim modelu p53”- AML, wyka-
zaliémy, wysoka cytotoksyczno$¢ L-ANN w monoterapii, ktéra ulegata dalszemu
wzmocnieniu w obecno$ci ARA-C. Uzyskane obserwacje in vitro oraz in vivo
wskazuja na silny synergizm pomiedzy badanymi lekami.

Uzyskane wyniki wspieraja dalszy rozwdj kliniczny L-ANN w kombinacji
z ARA-C jako nowej terapii indukcyjnej dla pacjentéw z AML (badanie kliniczne
nr NCT05319587).




FROM BENCH TO BEDSIDE: DEVELOPMENT OF A NEW
THERAPEUTIC APPROACH TO TREAT ACUTE MYELOID
LEUKEMIA

RAFAL ZIELINSKI, WALDEMAR PRIEBE
The University of Texas MD Anderson Cancer Center, Department of Experimental Therapeutics

Acute myeloid leukemia (AML) is a heterologous hematological malignan-
cy in which the p53-mutated subset is associated with poor prognosis. Induction
therapy with cytarabine (cytosine arabinoside, ARA-C) in combination with anth-
racyclines, such as daunorubicin, is routinely used for AML patients. However, the
clinical effectiveness of currently available anthracyclines is limited, in part due to
their cardiotoxicity and appearance of multidrug resistance.

Annamycin (ANN) is a novel anthracycline whose anti-leukemic activity, in
contrast to doxorubicin (DOX) and daunorubicin, is unaffected by ATP Binding
Cassette Subfamily B Member 1 (ABCBI), also known as P-glycoprotein (P-gp). As
a result, ANN can overcome P-gp related multidrug resistance (MDRI1). Impor-
tantly, in preclinical toxicology studies ANN displayed a greatly reduced cardiot-
oxicity profile compared to DOX. L-Annamycin (L-ANN), a liposomal formula-
tion of ANN, is currently being evaluated in patients with AML in the USA and
Poland.

Considering that daunorubicin is clinically administered in combination with
ARA-C as induction therapy to treat AML, we assessed the therapeutic efficacy of
ANN and L-ANN in combination with ARA-C.

Our preclinical data clearly indicated synergy between ANN and ARA-C in
AML models, including the highly aggressive AML animal model that is charac-
terized by p53”-, MLL, ENL-FLT3, and ITD mutations. The combination therapy
resulted in improved blasts clearance in the sanctuary organs (bone marrow and
spleen), which correlated with increased median survival beyond that of single
agent-treated animals. Interestingly, some mice lived longer than 180 days, indi-
cating complete cure.

Overall, our study in the stringent, immune-competent p53’”~ AML mouse
model demonstrated no only the efficacy of L-ANN as a single agent therapy but
importantly, further enhancement of the in vivo activity of L-ANN by the addi-
tion of ARA-C; thus , altogether with the results of the in vitro studies providing
strong evidence for synergism between these two drugs. In summary, these results
strongly support the continued clinical development of L-ANN in combination
with ARA-C for AML patients (study NCT05319587).
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STYMULACIA AUTOFAGII JAKO POTENCJALNA METODA
LECZENIA CHOROBY HUNTINGTONA

GRZEGORZ WEGRZYN, KAROLINA PIERZYNOWSKA, LIDIA GAFFKE, ZUZANNA CYSKE
Katedra Biologii Molekularnej, Wydziat Biologii, Uniwersytet Gdanski, ul. Wita Stwosza 59, 80-308
Gdansk

Choroby neurodegeneracyjne stanowia wielki problem medyczny i spotecz-
ny. Wiekszo$¢ z nich jest nieuleczalna, a pomimo intensywnych prac naukowych
i wielu réznych podej$¢ badawczych, nie udato si¢ opracowaé¢ metody mogacej
skutecznie poméc pacjentom w przypadku ogromnej wigkszosci tych choréb.
Zgodnie z danymi Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO), choroby neurode-
generacyjne s3 przyczyna okofo 10% zgondéw ludzi na $wiecie. Choroby neuro-
degeneracyjne s3 definiowane jako schorzenia wynikajace z postepujacej utraty
komorek nerwowych. Obnizenie liczby oraz aktywnos$ci neuronéw prowadzi do
cigzkich dysfunkcji w uktadzie nerwowym, zwykle wplywajac drastycznie na bio-
logiczne funkcje calego organizmu. W wielu chorobach neurodegeneracyjnych,
takich jak na przyktad choroba Huntingtona, procesy patologiczne zaleza od two-
rzenia si¢ agregatow bialek. Pomimo wielu lat badan, nie ma obecnie skutecznej
metody leczenia tych chordb, a dzialania terapeutyczne ograniczajg si¢ do malo
skutecznych prob leczenia objawowego. Wyniki naszych ostatnich badan sugeruja,
ze zwigkszenie wydajnosci degradacji patologicznych form biatek moze by¢ naj-
bardziej efektywng metoda leczenia tych chordb. Nasze prace wykazaly stymulacje
procesu biogenezy lizosoméw przez genisteing (4,5,7-trihydroksyizoflawon). Co
wigcej, w ramach tych badan stwierdzilismy, Ze genisteina indukuje autofagie i ko-
ryguje fenotyp w komérkowym modelu choroby Huntingtona. Rezultaty testow
behawioralnych przeprowadzonych na mysim modelu choroby wykazaly, ze poda-
wanie doustne genisteiny moze redukowa¢ badz nawet korygowac wiele defektow
motorycznych i kognitywnych u chorych zwierzat. Zrozumienie molekularnych
mechanizméw tego procesu moze da¢ mozliwo$¢ opracowania efektywnej terapii
choréb neurodegeneracyjnych w przysztosci.
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STIMULATION OF AUTOPHAGY AS A POTENTIAL TREATMENT
FOR HUNTINGTON DISEASE

GRZEGORZ WEGRZYN, KAROLINA PIERZYNOWSKA, LIDIA GAFFKE, ZUZANNA CYSKE
Department of Molecular Biology, Faculty of Biology, University of Gdansk, Wita Stwosza 59, 80-
308 Gdarnisk, Poland

Neurodegenerative diseases will pose an increasing burden on society. Most
of them are incurable, and despite extensive work and many efforts, no effective
treatment can be proposed to a vast majority of patients. According to World
Health Organization (WHO), neurodegenerative diseases are the cause of about
10% deaths worldwide. Neurodegenerative diseases are defined as disorders re-
sulting from the gradual and progressive loss of neural cells. Such a decrease in
number and activity of neurons leads to severe dysfunctions in the nervous sys-
tem, usually affecting biological functions of the whole organism. In many neuro-
degenerative diseases, including Huntington’s disease, the pathological processes
depend on formation of protein aggregates. Despite many years of studies, no cure
is available for these diseases apart from symptomatic treatment which can only
weakly alleviate major destructive effects of neurodegeneration. Our recent studies
have suggested that enhanced degradation of pathological proteins might be the
most effective way to treat these diseases. We have demonstrated the stimulation
of lysosomal biogenesis by genistein (4,5,7-trihydroxyisoflavone). Moreover, we
found that genistein induces autophagy and corrects phenotypes of cellular mod-
el of Huntington’s disease. Results of behavioral tests performed with the mouse
model of this disease indicated that orally administered genistein can reduce or
even correct many motor and cognitive defects in affected animals. Understand-
ing molecular mechanisms of this process may provide a possibility to develop an
effective therapy for neurodegenerative diseases in the future.
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LIMFOCYTY T REGULATOROWE W KLINICE CZtOWIEKA

PIOTR TRZONKOWSKI"?
"Poltreg S.A., Gdansk, Poland
2 Department of Medical Immunology, Medical University of Gdansk, Poland

W mediach codziennie dowiadujemy si¢ o przelomowych odkryciach na-
ukowcow, ktore majg zmieni¢ nasz $wiat, umozliwi¢ wyleczenie nieuleczalnych
choréb i generalnie umozliwi¢ nam wizyte na ksigzycu juz w nastepny weekend.
Tymczasem nawet najbardziej spektakularne odkrycia wymagaja czesto lat pra-
cy aby zweryfikowac¢ ich prawdziwos¢, sprawdzi¢ bezpieczenstwo ich stosowania
i opracowac sposob ich udostepnienia kazdemu z nas.

Szczegolnie w przypadku chordb nieuleczalnych istnieje duza presja aby od-
krycia naukowe byty szybko implementowane jako nowe leki i nowe sposoby tera-
pii. W wyktadzie przedstawimy $ciezke rozwoju nowoczesnych terapii od odkrycia
do gotowego leku na przykladzie terapii komorkowej opartej o limfocyty T regu-
latorowe w terapiach choréb autoimmunologicznych takich jak cukrzyca typu 1
i stwardnienie rozsiane. Sprobujemy wyjasni¢ dlaczego rozwdéj nowoczesnego leku
trwa tak diugo, dlaczego kosztuje tak drogo i czy rzeczywiscie musi tyle kosztowac.




TREATMENT WITH T REGULATORY CELLS IN THE CLINIC

PIOTR TRZONKOWSKI"?
"Poltreg S.A., Gdansk, Poland
2 Department of Medical Immunology, Medical University of Gdarsk, Poland

Media press communicates on a daily basis ground-breaking discoveries
which will change the world, allow recovery from untreatable diseases and give
us a chance to walk on the moon within the next few days. In fact, even the most
brilliant discoveries usually require years in order to verify their efficacy and safety
and the ways to apply them widely in the society.

There is a special interest in applying new drugs in the treatment of diseases
without cure, which are so-called unmet medical needs. In the lecture, we will
present — from bench to bedside — the path of development of the new cellular
therapy based on T regulatory cells in the treatment of untreatable autoimmune
diseases, such as type 1 diabetes or multiple sclerosis. We will also try to explain
why this development lasts so long, why it is so expensive and address whether it
must be so expensive.
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NOWE TERAPIE ZAPOBIEGAJACE ODRZUCANIU
CHRONICZNEMU (DLUGOTERMINOWEMU) PRZESZCZEPOW

MAtGORZATA KLOC
The Houston Methodist Research Institute and Houston Methodist Hospital, Department of Surge-
ry, Houston, Texas, USA

Odrzucanie chronicznie (dlugoterminowe) jest nierozwigzanym, i jak do-
tychczas nieuleczalnym, problemem w transplantacji klinicznej. W ciagu 10-ciu
lat po przeszczepie, 70% wszystkich przeszczepionych organéw jest odrzucanych
i pacjenci wymagaja powtérnej transplantacji. Gtéwne symptomy odrzucania
chronicznego to zamykanie $wiatta naczyn krwionosnych i odkladanie widkien
kolagenowych (zwldknienie tkanek). Nasze badania w modelu przeszczepu ser-
ca u gryzoni wykazaly, Ze odrzucanie chronicznie zalezy od makrofagéw, ktére
wchodza do przeszczepu w pierwszym tygodniu po transplantacji indukujac za-
mykanie naczyn i zwldknienie. WykazaliSmy tez, ze wchodzenie makrofagéw do
przeszczepu zalezy od cytoszkieletu aktynowego. Cytoszkielet aktynowy jest regu-
lowany przez mata ATPaz¢ RhoA i jej efektora, kinaz¢ ROCK1/2. Udowodnili$my
ze zablokowanie aktywno$ci ROCK, albo genetyczne usuniecie RhoA z makrofa-
gow, zaburza funkcje cytoszkieletu aktynowego, powoduje wydluzenie makrofa-
gow (tzw., fenotyp kolibra) i zapobiega wchodzeniu makrofagéw do przeszczepu.
Ostatnie nasze badania wykazaly, ze inhibitory ROCK, ktoére sa dopuszczone do
stosowania klinicznego, Fingolimod (uzywany do leczenia stwardnienia rozsiane-
go) i Rezurock (uzywany do leczenia choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi,
GVHD) blokuja odrzucanie chroniczne w modelu przeszczepu serca u gryzoni. Te
wyniki pozwolity nam na rozpoczgcie prob klinicznych z tymi dwoma lekami na
pacjentach po przeszczepie nerki. W innych badaniach zwigzanych z tym tematem
wykazalismy, ze $ciezka sygnalizacyjna RhoA jest takze regulowana przez prze-
ksztalcanie bodzca mechanicznego na informacje¢ elektrochemiczng (mechano-
transdukcje) poprzez receptory bodzca mechanicznego btony komdrkowej, ktore
reaguja na mechaniczny nacisk na blone. Wykazaliémy, ze makrofagi poddane
dzialaniu sily mechanicznej wykreowanej przez gradient pola magnetycznego, po-
dobnie do makrofagéw o zablokowanej funkcji RhoA, maja zaburzony cytoszkie-
let aktynowy i przyjmuja wydtuzony fenotyp kolibra. Na podstawie tych wynikdw,
zaproponowalismy, ze zainstalowanie, w poblizu przeszczepu, urzadzenia wytwa-
rzajacego gradient pola magnetycznego, zablokuje wchodzenie makrofagéw do
przeszczepu i moze zablokowa¢ odrzucanie chroniczne.




NOVEL THERAPIES FOR CHRONIC REJECTION OF
TRANSPLANTED ORGANS

MALGORZATA KLOC
The Houston Methodist Research Institute and Houston Methodist Hospital, Department of Surge-
ry, Houston, Texas, USA

Chronic (long-term) rejection of transplanted organs remains unresolved
and, so far, an uncurable obstacle in clinical transplantation. Ten years post-trans-
plantation, ~ 70% of all organs become chronically rejected, and patients require
re-transplantation. The main signs of chronic rejection are vessel occlusion and
fibrosis. Our studies in the rodent cardiac transplantation model showed that
chronic rejection depends on macrophages that infiltrate the graft within one week
after transplantation, inducing vessel occlusion and collagen deposition (fibrosis).
We also showed that the movement of macrophages to the graft depends on the ac-
tin cytoskeleton. The actin cytoskeleton is regulated by a small GTPase RhoA and
its downstream effector ROCK 1/2 kinase. We showed that inhibition of ROCK
or macrophage-specific deletion of RhoA disrupts the actin cytoskeleton, causing
extreme elongation (hummingbird phenotype) of macrophages and preventing
macrophage movement to the graft. We also showed that the ROCK inhibitors,
which are approved for clinical use: Fingolimod (used for the treatment of mul-
tiple sclerosis) and Rezurock (used for the treatment of graft versus host disease
(GVHD), successfully inhibit chronic rejection in rodent transplantation model.
These findings allowed us to proceed with these two drugs to clinical trials. In the
related studies, we found that the RhoA pathway is also regulated by the mech-
anotransduction through the mechanosensors embedded in the cell membrane
and sensing mechanical stimuli. We showed that the exposure of macrophages
to the mechanical force created by the magnetic field gradient causes, like ROCK
inhibition, disruption of the actin cytoskeleton and extreme elongation of mac-
rophages. We propose to apply magnetic devices in the vicinity of the transplant to
inhibit macrophage entry and prevent the development of chronic rejection.




PELNOPROFILOWA ONKOLOGIA — DIAGNOSTYKA | LECZENIE

ELZBIETA STAROStAWSKA
Centrum Onkologii Ziemi Lubelskiej im. sw. Jana z Dukli

Pelnoprofilowa diagnoza i leczenie onkologiczne to wysokospecjalistyczne po-
dejscie do diagnostyki i leczenia polegajace na ocenie immunohistopatologicznej,
genetycznej, immunologicznej, radiologicznej, kardiointernistycznej na aktualnie
najwyzszym poziomie i konsyliarnemu ustaleniu skojarzonego sposobu leczenia.
Kazdy pacjent ma ustalonego koordynatora postepowania diagnostyczno-terapeu-
tycznego, ktéry monitoruje poprawnos¢ realizacji diagnozy i ustalen poszczegol-
nych konsyliéw. Po specjalistycznym leczeniu ustala si¢ badania kontrolne zgod-
nie z miedzynarodowymi standardami w poradniach specjalistycznych centrow
lub szpitali onkologicznych.

Zglaszajacy si¢ pacjenci do centréw lub szpitali onkologicznych sa w ré6znym
stadium rozwoju choroby nowotworowej. Pacjenci o niskim stopniu zaawansowa-
nia nowotworu majg najwieksze szanse na wyleczenie i najdtuzsze przezycie. Ta-
kich pacjentéw leczymy radykalnie. Pierwszorazowi pacjenci z obecnoscig prze-
rzutéw poza guzem pierwotnym leczeni sg paliatywnie. W leczeniu paliatywnym
w zalezno$ci od nowotworu nieraz paradoksalnie pacjenci zyja dlugo i leczeni sg
przewlekle z przerwami na obserwacje. Chodzi tu przede wszystkim o nowotwory
wolnorosnace.

Prof. Tadeusz Koszarowski — chirurg onkolog, tworca polskiej chirurgii onko-
logicznej, autor terminu onkologia w polskiej medycynie, Dyrektor Instytutu On-
kologii w Warszawie — na Kongresie Migdzynarodowej Unii Przeciwrakowej w To-
kio w 1966r. wyglosit programowy referat, po ktérym przyjeto poglad o potrzebie
powstania interdyscyplinarnej specjalnosci — onkologii, zorganizowanej w sieci
tzw. komprehensywnych centréw obejmujacych pod jednym dachem wszystkie
stosowane w zwalczaniu nowotworéw metody badawczo-lecznicze, metodyczno-
-organizacyjne i profilaktyczne. Takie centra, jakim jest Centrum Onkologii Ziemi
Lubelskiej im. §w. Jana z Dukli, s3 do dzi§ uznawane za najskuteczniejszy model
klinicznego osrodka walki z rakiem.

49 lat po programowym referacie prof. Tadeusza Koszarowskiego potwierdzo-
no ten poglad w Stanach Zjednoczonych w 2015r. na podstawie przeprowadzonej
metaanalizy wynikéw leczenia pacjentéw z chorobami nowotworowymi w pel-
noprofilowych centrach onkologicznych i szpitalach poza nimi. Pacjenci leczeni
w pelnoprofilowych centrach onkologicznych uzyskali lepsze wyniki terapeutycz-
ne od kilku do kilkunastu procent.




COMPREHENSIVE ONCOLOGY — DIAGNOSIS AND TREATMENT

ELZBIETA STAROStAWSKA
St. John’s Cancer Center, Lublin, Poland

Comprehensive diagnosis and treatment of cancer patients involves highly
specialised approach to diagnostics and therapy including state-of-the art immu-
nohistopathological, genetic, immunological, radiological, and cardiovascular
evaluation, as well as interdisciplinary determination of the combined treatment
method. Every patient is assigned to a coordinator of their diagnostic and thera-
peutic process, who monitors the correct execution of the diagnostic process and
the findings of respective interdisciplinary teams. After the completion of special-
ist treatment, a follow-up examination is scheduled according to international
standards. The follow-up visit takes place in a specialist outpatient clinic of a can-
cer centre or hospital.

Patient reporting to cancer centres or hospitals present with various stages
of cancer progression. Patients in early stage of cancer progression have the best
chances of getting cured and the longest overall survival. These patients receive
radical treatment. Newly diagnosed patients with metastasised cancer receive pal-
liative treatment. Paradoxically, depending on the type of cancer, patients subject-
ed to palliative treatment sometimes live long receiving long-term treatment with
intervals for follow-up examination. This primary concerns slow growing tumours.

Prof. Tadeusz Koszarowski — surgical oncologist, the founder of Polish surgi-
cal oncology, the author of the term “oncology” in Polish medicine, Director of
the Institute of Oncology in Warsaw. At the 1966 Congress of the International
Union Against Cancer, he delivered a keynote lecture on the need of establishing
a multidisciplinary speciality - oncology. Consequently, cancer treatment should
be provided in a network of comprehensive treatment centres offering all the avail-
able examination and treatment methods, as well as performing teaching, organi-
sational, and prophylactic activities in a single institution. Such centres, including
St. John of Dukla Lublin Region Cancer Centre, are still considered as the most
efficient model of a cancer treatment facility.

This concept found confirmation 49 years after Prof. Tadeusza Koszarowski’s
keynote lecture in a meta-analysis performed in 2015 in the United States. The
outcomes of cancer treatment in comprehensive cancer treatment centres and tra-
ditional hospitals were compared. The outcomes in patients treated in compre-
hensive cancer treatment centres were from several to over a dozen percent better.
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PRZESZCZEPIANIE SZPIKU W XXI WIEKU

WIEStAW WIKTOR JEDRZEICZAK
Katedra i Klinika Hematologii, Transplantologii i Chorob Wewnetrznych Warszawskiego Uniwersy-
tetu Medycznego

Przeszczepianie szpiku jest metoda leczenia wielu nowotworowych i nienowo-
tworowych choréb krwi. Jej istota opiera si¢ na wczesniejszym zniszczeniu do-
tychczasowego krwiotworzenia wraz z jego chorobg i nastepowego wytworzenia
zdrowego krwiotworzenia z przeszczepionych komoérek macierzystych. Komorki
te pierwotnie byly uzyskiwane ze szpiku i stad nazwa tej metody, a obecnie sg
uzyskiwane najczesciej z krwi obwodowej po ich mobilizacji ze szpiku. W zalez-
nosci od potrzeby wykorzystuje si¢ wlasne zdrowe komorki wczesniej pobrane
od chorego (przeszczepienia autologiczne) lub komoérki uzyskane od innej, spe-
cjalnie dobranej osoby (przeszczepienia alogeniczne). Po okresie pionierskim
w XX wieku obecnie zabiegi s wykonywane dzigki miedzynarodowej wspotpracy
wyspecjalizowanych placowek, w tym osrodkéw transplantacyjnych, bankéow ko-
morek krwiotworczych, pracowni zgodnosci tkankowej, osrodkéw poszukiwania
i doboru dawcoéw i rejestrow potencjalnych zdrowych dawcéw i sg bardzo zlozo-
nymi przedsiewzieciami. Zabiegi przeszczepienia od dawcow niespokrewnionych
s3 jedynymi zabiegami medycznymi, ktére s3 rutynowo wykonywane w ukladzie
miedzynarodowym. Polega to na tym, ze dobrany dawca jest w jednym kraju i tam
pobiera mu komorki jeden zespot lekarzy, a komorki sg przesylane do drugiego
kraju, gdzie znajduje si¢ biorca i przeszczepia mu je inny zespot lekarzy. Taki roz-
woj sytuacji wynikt z ogromnej ré6znorodnosci cech, w oparciu o ktére dobiera si¢
dawcow 1 biorcoéw szpiku i nawet obecnie w sytuacji rejestracji ponad 40 milio-
néw potencjalnych dawcéw na $wiecie (w tym ponad 2 milionéw w Polsce) oko-
o 20% chorych nie moze znalez¢ zgodnego dawcy. Ten problem byl pierwotnie
rozwigzywany dzieki wykorzystywaniu krwi pepowinowej zamiast szpiku i zostat
w znacznej mierze rozwigzany w XXI wieku dzigki opracowaniu skutecznej me-
tody przeszczepienia od dawcy w polowie zgodnego (tzw. haploidentycznego).
Takiego dawce ma niemal kazdy z nas. Chociaz mineto juz kilkadziesiat lat od
pierwszych prob (w Polsce 38 lat) to metoda ulega stalemu rozwojowi i ratuje zycie
wielu inaczej beznadziejnie chorym.



BONE MARROW TRANSPLANTATION IN THE XXI CENTURY

WIEStAW WIKTOR JEDRZEICZAK
Department of Hematology, Transplantation, and Internal Diseases of the Medical University of
Warsaw

Bone marrow transplantation is a method of treatment of many neoplastic
and non-neoplastic disorders of the blood. Its principle hinges on the earlier de-
struction of existing hematopoiesis together with its disease, and the subsequent
formation of healthy hematopoiesis from transplanted stem cells. These cells were
originally collected from the bone marrow (hence the name of the method), but
these days are collected most frequently from the peripheral blood after their mo-
bilization from the bone marrow. Depending on the circumstances patient’s own
earlier collected healthy cells are used (autologous transplantation) or cells collect-
ed from other, specially matched healthy person (allogeneic transplantation). After
the pioneering period in the XXth century, procedures are carried out owing to the
International collaboration of specialized establishments such as transplantation
centers, cell processing centers, tissue typing laboratories, donor search centers,
and registries of volunteer donors, and are very complex. Procedures of bone mar-
row transplantation from unrelated donors are the only medical procedures thatare
routinely carried out in the international setting. In such a situation, the matched
donor is in one country, and his cells are collected there by one team of doctors,
and cells are transported to another country, where the recipient is transplanted
by another team of doctors. Such development was due to the enormous diversi-
ty of features based on which donors and recipients are matched. Even today, in
the situation of recruitment of more than 40 million potential donors worldwide
(including more than 2 million in Poland alone) still about 20% of patients cannot
find a compatible donor. This problem was originally partially addressed thanks to
the use of cord blood but in the XXI century became largely solved by the develop-
ment of the effective method of transplantation from the half-matched donor (the
so-called haploidentical). Such donor is available for nearly everybody. Despite
the fact, that almost fifty years passed since the first successful transplantations in
the world (38 years in Poland) the method is still being improved and is saving the
lives of many patients with an otherwise incurable diseases.

55




56

BIALKO ABCA1 CZERNIAK — JAK CHOLESTEROL WPLYWA NA
ROZWOJ NOWOTWORU
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nie, Chodzki 1, 20-093 Lublin.

Czerniak jest uwazany za najbardziej agresywna i $miertelng forme nowotworu
skory. Wykazano, ze zawarto$¢ cholesterolu w komdrkach czerniaka jest podwyz-
szona, a jego czes¢ gromadzi si¢ w obrebie tratw lipidowych (lipid rafts); dlatego
poziom cholesterolu w blonie plazmatycznej i jej organizacja lateralna moga by¢
bezposrednio zwigzane z rozwojem nowotworu. Biatko transporterowe ATP Bin-
ding Cassette Al (ABCA1) moduluje rozmieszczenie cholesterolu w blonie komor-
kowej i promuje jego usuwanie z komérki. Badania w tej pracy dowodza, ze eks-
presja biatka ABCALI silnie koreluje z rozwojem czerniaka w probkach klinicznych.
Wykazano réwniez, Ze utrata lub zahamowanie aktywnosci biatka ABCA1 wplywa
na trawienie macierzy pozakomorkowej (extracellular matrix, ECM) i zdolno$¢ do
inwazji komorek czerniaka. Dodatkowo, brak aktywnosci biatka ABCA1 cze$cio-
wo ogranicza ruchliwos¢ komorek poprzez wplyw na tworzenie aktywnych ognisk
adhezyjnych (focal adhesions, FA). Ponadto, wykorzystujac biofizyczne techniki
mikroskopowe wykazano, ze bialko ABCALI reguluje lateralng organizacje blony
plazmatycznej w komdrkach czerniaka. Zaburzenie tej organizacji, poprzez zwigk-
szenie zawartosci cholesterolu, blokuje tworzenie ognisk adhezyjnych. Wyniki tej
pracy sugeruja, ze komorki czerniaka reguluja zawarto$¢ cholesterolu w blonie
komorkowej i jej organizacje poprzez aktywnos$¢ biatka ABCALI, aby promowac
procesy nowotworowe.



ABCA1 AND MELANOMA — HOW CHOLESTEROL IMPACTS
TUMOR PROGRESSION
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Melanoma is considered as the most aggressive and deadliest form of skin
tumor. It has been demonstrated that cholesterol content in melanoma cells is
elevated, and a portion of it accumulates into lipid rafts. Therefore, the plasma
membrane cholesterol level and its lateral organization might be directly linked
with tumor development. ATP Binding Cassette Al (ABCAIl) transporter mod-
ulates cholesterol distribution within the plasma membrane and promotes its ef-
flux. Here we show that the expression of ABCAL correlates with the melanoma
development in clinical samples. Next we demonstrate that depletion or inhibition
of ABCALI impacts extracellular matrix digestion and invasion capacities of mela-
noma cells. Loss of the ABCALI activity partially prevented motility of the cells by
affecting the formation of active focal adhesions. Moreover, using a combination
of biophysical microscopy techniques we demonstrated that ABCALI regulates the
lateral organization of the plasma membrane in melanoma cells. Disrupting this
organization, by increasing the content of cholesterol, also blocks active focal ad-
hesion formation. Together, these results suggest that melanoma cells reorganize
their plasma membrane cholesterol content and organization via ABCALI activity
to promote motility processes.
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HORMON TYREOTROPOWY — NOWE MECHANIZMY DZIAtANIA

MAREK SARACYN
Klinika Endokrynologii, Wojskowy Instytut Medyczny, Warszawa

Pod opieka Kliniki Endokrynologii i Terapii Izotopowej Wojskowego Instytutu
Medycznego (KEiTI WIM) w Warszawie pozostaje jedna z najwigkszych w Polsce
grup chorych na raka tarczycy. Rocznie z tego powodu w KEiTI WIM leczonych
jest ok. 300 chorych. U tych chorych oprdcz skutecznosci leczenia analizowane
jest réwniez bezpieczenstwo stosowanej terapii. W tym przypadku analizie podda-
no grupe chorych leczonych w KEiTT WIM z powodu raka tarczycy radiojodem.
Byli to chorzy po operacji usuniecia tarczycy, poddani terapii uzupetniajacej, pod-
czas ktorej otrzymujg lecznicze dawki radiojodu celem zniszczenia ewentualnych
pozostalosci tkanki tarczycowej i komoérek nowotworowych.

Znali$my wczesniej bardzo dobrze efekty dziatania TSH na tarczyce, wiedzie-
lismy tez o lokalizacji pozatarczycowej receptorow dla TSH, ale do konca nie wie-
dzielismy jaka spelniaj role. Po raz pierwszy w literaturze medycznej pokazalismy
jak TSH w sposdb bezposredni i niezalezny moze wptywa¢, bez udziatu wolnych
hormonéw tarczycy, na ukrwienie i funkcje nerek. Co ciekawe, okazato si¢ iz TSH
wywieral swoj wptyw niezaleznie nie tylko od hormonéw tarczycy, ale réwniez od
istotnych parametréw ukladu krazenia, takich jak czestos¢ akcji serca czy ci$nienie
tetnicze krwi. Wplyw ten dokonuje si¢ prawdopodobnie za posrednictwem swo-
istych dla TSH receptordw, zlokalizowanych m.in. w naczyniach krwiono$nych
nerek.

Po raz pierwszy w literaturze pokazaliSmy nowy mechanizm dzialania TSH,
jego wplyw na ukrwienie i funkcje nerek. Praca powstata we wspolpracy z Ze-
spotem prof. Leonarda Wartofskyego z Georgetown University z Waszyngtonu,
jednego ze $wiatowych lideréw badan nad chorobami tarczycy, a opublikowana
zostata w Thyroid, czasopis$mie endokrynologicznym o najwyzszej punktacji za-
réwno miedzynarodowej jak i krajowe;j.

Znajac te mechanizmy bedziemy mogli m.in. w lepszy i bardziej bezpieczny
sposob modyfikowaé stosowane przez nas leczenie chorych na nowotwory tar-
czycy, indywidualizowa¢ terapie do potrzeb poszczegdlnych chorych, zwlaszcza
u tych z niewydolnoscig nerek.
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THYROID-STIMULATING HORMONE — NEW MECHANISMS
OF ACTION

MAREK SARACYN
Department of Endocrinology and Radioisotope Therapy, Military Institute of Medicine, Warsaw,
Poland

Although thyrotropin (TSH) receptors (TSH-Rs) are found in many non-thy-
roid tissues, we know little about the direct action of TSH on these receptors. Pa-
tients after total thyroidectomy for differentiated thyroid cancer (DTC) provide an
interesting model for studying this issue. The administration of exogenous TSH in
patients with an established thyroid state on L-thyroxine (LT4) treatment allows
us to study the effect of elevated TSH concentrations independent of thyroid status
on the function of various organs, including the kidneys. The aim of this study was
to assess the effects of the administration of recombinant human TSH (rhTSH) on
renal perfusion and glomerular filtration in this group of patients.

The study included patients after total thyroidectomy due to DTC, without
concomitant diseases, receiving only LT4 who qualified for radioiodine treatment
(RIT). For two consecutive days, the patients received rhTSH, and subsequently
the RIT. Clinical and biochemical evaluation of thyroid and renal function was
carried out before and 24 hours after the second dose of rhTSH, and before the
RIT. On the sixth day of hospitalization, the patients’ glomerular filtration rate
(GFR) was re-evaluated. Kidney perfusion was assessed using Color Doppler ul-
trasound imaging, before and 24 hours after the second dose of rhTSH, and before
the RIT.

The administration of rhTSH to patients after total thyroidectomy due to DTC
caused significant deterioration of renal perfusion after the second dose of rhTSH
before the RIT, which was followed by a significant reduction in glomerular filtra-
tion. Furthermore, rhTSH did not significantly affect the hemodynamic parame-
ters that could worsen renal function.

Our work indicates that TSH alone, independent of thyroid hormone concen-
trations, can influence renal perfusion and renal function.




KOMORKOWE | MOLEKULARNE MECHANIZMY DZIALANIA
LIZATOW BAKTERYJNYCH W CHOROBACH ALERGICZNYCH

KAMIL JANECZEK
Klinika Choréb Ptuc i Reumatologii Dzieciecej, Uniwersytet Medyczny w Lublinie

Ze wzgledu na duza czesto$¢ wystepowania chordb alergicznych, ich nieko-
rzystny wplyw na jako$¢ Zycia oraz niepelng skuteczno$¢ dotychczas dostepnych
metod, ciggle poszukuje si¢ nowych sposobdéw terapii. Jedna z opcji terapeutycz-
nych moga by¢ lizaty bakteryjne (ang. bacterial lysates, BLs) wykazujgce wlasciwo-
$ci immunomodulujace. BLs s3 mieszaning antygenow, ktére pozyskuje si¢ z inak-
tywowanych bakterii, bedacych najczestszymi czynnikami etiologicznymi zakazen
uktadu oddechowego.

Istotnym ogniwem w mechanizmie dziatania preparatow immunostymulu-
jacych sa komorki dendrytyczne. BLs oddzialujg za posrednictwem receptorow
Toll-podobnych z komérkami dendrytycznymi w blonie §luzowej gérnych drog
oddechowych i przewodu pokarmowego. Prezentacja antygenéw bakteryjnych
przez komorki dendrytyczne pobudza wrodzong odpowiedZz immunologiczna,
prowadzac do uwalniania licznych chemokin stymulujacych dojrzewanie monocy-
tow, komorek NK oraz promujac migracje wielojadrzastych neutrofiléw. Ponadto
BLs wptywaja na odpornos¢ adaptacyjng poprzez stymulowanie limfocytéw B do
produkcji swoistych przeciwcial. BLs wykazuja dzialanie przeciwzapalne, ale tak-
ze przywracaja rownowage limfocytéow Th1/Th2, ktérej zaburzenia lezg u podstaw
chordéb alergicznych. Wptywajac na komoérki dendrytyczne, BLs obnizaja poziom
cytokin Th2 (IL-4, IL-13) i podwyzszaja poziom cytokin Thl (IFN-y). Przywroce-
nie i utrzymanie réwnowagi Th1/Th2 zmniejsza intensywnos¢ zapalenia alergicz-
nego i tym samym poprawia przebieg kliniczny choréb alergicznych.




CELLULAR AND MOLECULAR MECHANISMS OF ACTION
OF BACTERIAL LYSATES IN ALLERGIC DISEASES

KAMIL JANECZEK
Department of Pulmonary Diseases and Children Rheumatology, Medical University of Lublin

Due to the high prevalence of allergic diseases, their negative impact on the
quality of life and incomplete effectiveness of the available methods, new methods
of therapy are constantly sought. One of the therapeutic options may be bacterial
lysates (BLs) known for having immunomodulatory properties. They consist of
antigen mixture obtained through lysis of bacteria which are the most common
etiologic agents of respiratory tract infections.

They interact with dendritic cells located in the mucous membranes of the
upper respiratory tract and the gastrointestinal tract by toll-like receptors. The
dendritic cells present acquired antigens resulting in innate immune response
development in behalf of release of chemokines both stimulating monocytes and
NK cells maturation and promoting polymorphonuclear neutrophil migration.
Moreover, they influence the adaptive immune system by stimulating type B lym-
phocytes to produce specific antibodies. The significance of BLs includes not only
an anti-inflammatory effect on local infections, but also restoration of Th1/Th2
balance, whose disturbances underlay allergic diseases’ occurrence. By affecting
dendritic cells, BLs decrease Th2-related cytokine levels (IL-4, IL-13) and increase
Thi-related cytokine levels (IFN-y). The reestablishment of the immune responses
balance leads to lowering atopic reactions incidence which in addition to reduced
risk of inflammation provides the alleviation and improvement of clinical mani-
festations of allergic disorders.




GENY EVER1 | EVER2 N ZDROWIU | CHOROBIE

JACEK MALEICZYK
Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii, Centrum Biostruktury, Warszawski Uniwersytet Medyczny;
jacek.malejczyk@wum.edu.pl

EVERI (TMCo6) i EVER2 (TMCS8) to dwa sasiadujace ze soba geny zlokalizowane
w regionie chromosomu 17q25.3. Kodowane przez nie biatka naleza do rodziny bia-
tek przezblonowych TMC (Transmembrane channel-like) zbudowanych z 6 do 10 do-
men przezblonowych. Rola bialek TCM nie jest doktadnie poznana, przypuszcza si¢
jednak, ze sg one czescig jonowych kanalow przezblonowych badz ich regulatorami.
Bialka EVERI i EVER?2 zlokalizowane sg gléwnie w btonach siateczki wewnatrzpla-
zmatycznej, aparatu Golgiego i jadra komorkowego. Ich ekspresje wykazano w mysiej
skorze, watrobie, nerce, sercu, mozgu i tkankach limfatycznych. Ponadto w ludzkich
keratynocytach i komoérkach limfatycznych: limfocytach T CD4* i CD8, limfocytach
B, komérkach NK, komérkach dendrytycznych. Najwyzsza ekspresje obserwuje sie
w tkankach limfatycznych. Biatka EVER mogg regulowa¢ wewnatrzkomorkowe ste-
zenie cynku wigzac sie z blonowym transportem cynku Zntl, odpowiedzialnym za
usuwanie jonéw cynku z cytozolu, gtéwnie poprzez ich naptyw do wnetrza siateczki
srodplazmatycznej. Ponadto kompleks EVER/Znt-1 zmniejsza aktywnos$¢ czynnikow
transkrypcyjnych JUN i calego kompleksu AP-1, prawdopodobnie poprzez wptyw na
zalezng od cynku aktywacje kinazy JNK. Zaobserwowano, ze ekspresja EVERI/2 jest
hamowana w wyniku aktywacji komorek (limfocytow, keratynocytow).

Mutacje EVERI/2 powodujg podatno$¢ na infekcje wirusami ®-HPV, co pro-
wadzi do rozwoju rzadkiej, dziedzicznej choroby Epidermodysplasia verruciformis
(EV). Jednak mechanizm ich dzialania nie zostal doktadnie zbadany. Co ciekawe,
wykazano réwniez, ze infekcja ®-HPV ma réwniez zwigzek z tuszczyca, przewle-
kia autozapalng chorobg skory. Majac na uwadze zwiagzek pomiedzy EVERI/2 i in-
fekcja ®-HPV postanowilismy zbada¢ poziom ekspresji tych genéw w zmianach
tuszczycowych. Okazalo sie, ze ekspresja EVERI/2 w naskérku w zmianach tusz-
czycowych jest zahamowana zar6wno na poziomie swoistego mRNA jak i biatka.
Podobnej zaleznosci nie wykryto w atopowym zapaleniu skéry. Sugeruje to, ze
geny EVERI/2 pelnia role w patogenezie tuszczycy. Ponadto udato si¢ ustali¢, ze za
zahamowanie ekspresji mRNA EVERI w keratynocytach odpowiada IL-17, gléwna
cytokina odpowiedzialna za immunopatogeneze tuszczycy. Co ciekawe, ekspresja
mRNA EVERI w keratynocytach byta natomiast stymulowana przez TNF i TGE-p.
Majac na uwadze, ze IL-17 jest stymulatorem proliferacji keratynocytéw zas TNF
i TGF-B ja hamuja mozna uzna¢, ze zmiany ekspresji EVERI/2 s3 bezposrednio
lub po$rednio powigzane z mechanizmami regulacji proliferacji komoérek. Zwig-
zek ten wymaga dalszych badan.




EVER1 AND EVER2 GENES IN HEALTH AND DISEASE

JACEK MALEICZYK
Department of Histology and Embryology, Center for Biostructure, Medical University of Warsaw;
jacek.malejczyk@wum.edu.pl

EVERI (TMC6) and EVER2 (TMCS8) neighboring genes are localized in
17q25.3 chromosome region. Proteins encoded by these genes belong to the fam-
ily of Transmembrane channel-like (TCM) proteins consisting of 6 up tol0 trans-
membrane domains. Their role is obscure; however, it is speculated that they play
a role of transmembrane ion channels or act as their regulators. EVER1/2 proteins
are mainly localized in the membranes of endoplasmic reticulum, Golgi complex
and nucleus. Their expression has been shown in murine skin, liver, kidneys, heart,
brain, and lymphatic system. In humans they were found in keratinocytes and
lymphatic cells, e.g., CD4* and CD8" T cells, B cells, NK cells, and dendritic cells.
The highest expression of EVER1/2 proteins was reported in the lymphatic tissue.
EVERI1/2 proteins appear to regulate intracellular Zn** concentration by binding
Zntl, a membrane zinc transporter responsible for removal of zinc from cytoplasm
to endoplasmic reticulum. Furthermore, EVER/Znt-1complex was found to de-
crease JUN and AP-1 transcription complex activity possibly via interfering with
Zn**-dependent activation of JNK. It was found that EVERI/2 expression is inhib-
ited in course of activation of both lymphocytes and keratinocytes.

Mutations in EVERI/2 genes result in susceptibility to infection with ®-HPV
that leads to a rare congenital disease Epidermodysplasia verruciformis (EV). The
mechanism of protective role of EVERI/2 remains poorly understood. Increased
rate of infection with ®-HPV was also reported to be associated with psoriasis,
a lifelong autoinflammatory skin disorder. Considering this we were aimed at in-
vestigating EVERI/2 expression in psoriatic lesions. We found that EVERI/2 ex-
pression is inhibited in psoriatic lesions at the level of both specific mRNA and
protein. Similar phenomenon was not observed in atopic dermatitis lesions. This
may suggest that EVERI/2 genes play a role in the pathogenesis of psoriasis. It
was found that specific inhibition of EVERI/2 mRNA expression in keratinocytes
was mediated by IL-17, a key cytokine responsible for immunopathogenesis of
psoriasis. Interestingly, expression of EVERI/2 in keratinocytes was stimulated by
TNF and TGEF-. Considering IL-17 as a known keratinocyte growth stimulator
and TNF and TGF-f as inhibitors it looks that differential EVERI/2 expression is
linked to the regulatory mechanisms of cell proliferation. This, however, requires
further investigations.
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TRANSLATIONALLY CONTROLLED TUMOUR PROTEIN (TCTP)
JAKO CEL TERAPII PRZECIWNOWOTWOROWE)J

JACEK KUBIAK"?

" Laboratorium Onkologii Molekularnej i Terapii Innowacyjnych — LOMTI, WIM, Szaseréw 128, Warszawa.
2CNRS, UMR 6290 Institut de Génétique et du Développement de Rennes (IGDR), Universite Rennes1,
Rennes, Francja

TCTP (Translationally Controlled Tumor-associated Protein) ma niezwykle
wazne funkcje w fizjologii i w homeostazie komorki [1]. Jego nokaut genetyczny
u myszy powoduje §mier¢ zarodka, co wskazuje na znaczenie biatka TCTP w proce-
sie rozwoju [2]. Co wazne, mysie fibroblasty embrionalne (MEFs) uzyskane z myszy
TCTP -/- proliferujag normalnie w hodowli tkankowej [2]. Ta obserwacja pokazuje,
ze MEF nie wymagaja TCTP do swoich normalnych funkcji w przeciwienstwie do
innych typéw komorek zarodka, u ktérych brak TCTP prowadzi do $mierci. A wiec
obnizony poziom TCTP w réznych typach komorek moze wywoltywac bardzo roz-
ne skutki. Wiele typéw nowotworéw wykazuje nadmierng ekspresja TCTP czesto
skorelowang z agresywnoscia i ze stopniem zaawansowania choroby [3]. Wyciszenie
ekspresji biatka TCTP jest jednym z gtéwnych czynnikéw wywolujacych odwraca-
nie fenotypu nowotworowego (ang. tumor reversion) w komdrkach rakowych [4].
Od czasu tego odkrycia biatko to jest jednym z gtéwnych celow terapeutycznych dla
potencjalnych terapii przeciwnowotworowych [5]. Tak my [6] jak i inni autorzy [7]
wykazalismy, ze obnizeniu poziomu TCTP w komorkach raka jajnika towarzyszy
wzrost ekspresji supresora nowotwordw — biatka p53. TCTP i p53 wzajemnie kontro-
luja swoj poziom w komoérkach rakowych. p53 hamuje ekspresje TCTP, podczas gdy
TCTP wyzwala proteolityczng degradacje p53. Ta wzajemna kontrola pozwala na
utrzymanie homeostazy proliferacji i apoptozy komorek. Jej zachwianie na korzys¢
TCTP jest istotnym czynnikiem wzmacniajagcym nowotworowy fenotyp komorek.

W moim wykladzie przedstawi¢ nowe dane dotyczace degradacji proteolitycz-
nej TCTP, jego udziatu w regulacji proceséw apoptozy i proliferacji komorek i per-
spektywy badan nad wyjasnieniem roli TCTP w regulacji cyklu komérkowego
i cytoszkieletu komorki.
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TCTP (Translationally Controlled Tumor-associated Protein) has extremely
important functions in cell physiology and homeostasis [1]. Its genetic knockout
in mice is embryo lethal, indicating the importance of TCTP in developmental
processes [2]. Importantly, murine embryonic fibroblasts (MEFs) obtained from
TCTP -/ - mice proliferate normally in tissue culture [2]. This observation shows
that MEFs do not require TCTP for their normal functions, unlike other types of
embryonic cells in which the absence of TCTP leads to death. Therefore, lowered
TCTP levels in different cell types can have variable effects. Many types of cancers
show overexpression of TCTP often correlated with aggressiveness and severity of
the disease [3]. Silencing of TCTP protein expression is one of the major triggers of
tumor reversion in cancer cells [4]. Since this discovery, this protein has been one
of the major therapeutic targets for potential anti-cancer therapies [5]. We [6] and
others [7] have shown that lowering the level of TCTP in ovarian cancer cells is
accompanied by an increase in the expression of the major tumor suppressor pro-
tein p53. TCTP and p53 mutually control each other in cancer cells. p53 inhibits
TCTP expression while TCTP triggers proteolytic degradation of p53. This mutual
control allows the maintenance of cell proliferation and apoptosis homeostasis. Its
disruption in favor of TCTP is an important factor that strengthens the neoplastic
phenotype of cells.

In my lecture I will present new data on the proteolytic degradation of TCTP,
its participation in the regulation of the processes of apoptosis and cell prolifera-
tion, and research perspectives on the role of TCTP in regulation of the cell cycle
and the cytoskeleton of the cell.
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KORONAWIRUSY — STALE ZAGROZENIE
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Koronawirusy (rzad Nidovirales, rodzina Coronavitridae; CoVs) zaliczane sa
do wysoce zréznicowanej grupy patogenéw wykazujacych silne dzialanie pato-
genne wobec wielu gatunkow nizszych i wyzszych kregowcow, w tym czlowieka.
Nalezg do wiruséw otoczkowych, ktorych genom stanowi RNA o znaczacej wiel-
kosci (od 27 do 32 kb), co powoduje, ze jest to jeden z najwigkszych znanych geno-
mow wérdd wiruséw RNA. Wiszystkie znane CoV's wykazuja podobng organizacje
genomu. Jednakze cechuja si¢ duza zmiennoscia genetyczna, ktéra w znaczacy
sposob wplywa na ich wlasciwosci biologiczne, a przede wszystkim na patogen-
no$¢, szybka adaptacje do nowych gospodarzy, zmienny tropizm komodrkowy czy
tkankowy, co czesto prowadzi do pojawienia sie choréb zakaznych o nieznanym
wczesniej przebiegu klinicznym. Zmiany genetyczne powstaja najczesciej w na-
stepstwie wymiany fragmentéw genomu pomiedzy réznymi wirusami oraz po-
zyskiwania czy utraty genéw biatek pomocniczych, co moze prowadzi¢ do dra-
stycznych zmian w fenotypie wirusa objawiajace si¢ szybka adaptacja do réznych
gospodarzy, zdolnoscig do unikania jego odpowiedzi immunologicznej, a nawet
zjadliwosci wirusa. Tak wielka zmiennos$¢ koronawirusow jest wypadkowa dwoch
czynnikow: niezwykle labilnego RNA oraz brak mechanizméw naprawczych dla
enzymu RNA-zaleznej polimerazy RNA. Na podstawie roznic genetycznych w ob-
szarze kodujacych enzym replikaze wyrdznia si¢ cztery rodzaje: Alpha-, Beta-,
Gamma- oraz Deltacoronavirus. Szczegoélnie patogenne dla zwierzat i cztowieka
sg alfa- i beta- koronawirusy. Wywoluja one szerokie spektrum chordéb dotycza-
cych ukladu oddechowego, pokarmowego, nerwowego i wydalniczego. Pierwszy
koronawirus czlowieka (HCoV-229E) opisano w 1966 roku, a rezerwuarem tego
wirusa s nietoperze. W ostatnim 20-leciu mialy miejsce dwie powazne epidemie
(SARS-CoV-1, MERS) oraz pandemia Covid-19 (SARS-CoV-2) u ludzi. Natomiast
u zwierzat towarzyszacych czlowiekowi duze zagrozenie wystepuje u pséw oraz
kotdéw, szczegdlnie koronawirusowe zapalenie jelit oraz zakazne zapalenie otrzew-
nej kotéw. Réwniez koronawirusy zwierzat wolnozyjacych (jeze, tchorzofretki,
wieloryby, foki) oraz koni uznano za nowe zagrozenie. Pilnym i bardzo istotnym
zagadnieniem epidemiologicznym oraz filogenetycznym sg koronawirusy u nieto-
perzy czy wezy, ktore coraz czgsciej maja szybka zdolnos¢ adaptacyjng do organi-
zmu cztowieka i zwierzat, wywolujac grozne epidemie, a nawet pandemie.
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CORONAVIRUSES — A CONSTANT THREAT
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Coronaviruses (order Nidovirales, family Coronavitridae; CoVs) are includ-
ed in a highly diverse group of pathogens that exhibit potent pathogenic activity
against many species of lower and higher vertebrates, including humans. They be-
long to the enveloped viruses whose genome is an RNA of significant size (27 to 32
kb), making it one of the largest known genomes among RNA viruses. All known
CoVs exhibit a similar genome organization. However, they are characterized by
high genetic variability, which significantly affects their biological properties, most
notably pathogenicity, rapid adaptation to new hosts, variable cellular or tissue
tropism, which often leads to the emergence of infectious diseases with a previ-
ously unknown clinical course. Genetic changes occur most often as a result of
exchange of genome fragments between different viruses and gain or loss of ac-
cessory protein genes, which can lead to drastic changes in the phenotype of the
virus manifested by rapid adaptation to different hosts, ability to evade its immune
response and even virulence of the virus. Such great variability in coronaviruses is
the result of two factors: extremely labile RNA and the lack of repair mechanisms
for the RNA-dependent enzyme RNA polymerase. Based on genetic differences
in the area encoding the replicase enzyme, four genera are distinguished: Alpha-,
Beta-, Gamma-, and Deltacoronaviruses. Alpha- and beta-coronaviruses are par-
ticularly pathogenic to animals and humans. They cause a broad spectrum of dis-
eases affecting the respiratory, gastrointestinal, nervous, and excretory systems.
The first human coronavirus (HCoV-229E) was described in 1966, and bats are
the reservoir of this virus. In the last 20 years there have been two major epidem-
ics (SARS-CoV-1, MERS) and the Covid-19 pandemic (SARS-CoV-2) in humans.
In companion animals, dogs and cats are at high risk, especially feline coronavi-
rus enteritis and feline infectious peritonitis. Coronaviruses of free-living animals
(hedgehogs, polecats, whales, seals) and horses are also considered a new threat.
An urgent and very important epidemiological and phylogenetic issue are corona-
viruses in bats or snakes, which increasingly have a rapid adaptability to human
and animal organisms, causing dangerous epidemics or even pandemics.
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SZCZEPIENIA REKOMENDOWANE U DOROStYCH

TERESA JACKOWSKA
Klinika Pediatrii, Centrum Medyczne Ksztatcenia Podyplomowego, ul. Marymoncka 99/103; 01-813
Warszawa

Szczepienia nie sg tylko dla dzieci. Wszyscy dorosli co roku powinni by¢ szcze-
pieni przeciwko grypie sezonowej. Kazda osoba dorosta co 10 lat powinna otrzy-
mac szczepionke Tdap (tezec, blonica, krztusiec). U oséb w wieku 19-26 lat nalezy
zaleca¢ szczepionke przeciw HPV, ktdra chroni przed tymi typami wirusa bro-
dawczaka ludzkiego (HPV), ktore s3 odpowiedzialne za raka szyjki macicy, odbytu
i inne nowotwory, a takze brodawki narzagdéw plciowych. U oséb dotychczas nie
szczepionych powinna by¢ zalecana szczepionka przeciwko wirusowemu zapale-
niu watroby typu B (wzw typu B). Szczepionka zapewnia ochrone przed wzw typu
B, ktére moze powodowac ciezkie choroby watroby jak marskos¢, raka watroby,
a nawet prowadzi¢ do zgonu.

Osobom powyzej 65 roku Zycia rekomendujemy skoniugowana szczepion-
ka przeciwko pneumokokom (PCV13, PCV15 lub PCV20), ktéra chroni przed
inwazyjng choroba pneumokokowa (IChP) i zapaleniem pluc. Szczepionka zale-
cana jest osobom, ktdre nigdy nie otrzymaly skoniugowanej szczepionki przeciw
pneumokokom. Jesli stosuje sie szczepionke PCV13 lub PCV15, nalezy poda¢ jed-
ng dawke polisacharydowej szczepionki pneumokokowej (PPSV23).

Osoby doroste (powyzej 19 roku zycia) moga wymagac¢ dodatkowych szcze-
pionek, jesli chorujg na ktérgkolwiek z ponizszych choréb: asplenia, cukrzyca,
choroby serca, udar, zakazenie HIV, choroby watroby, choroby ptuc w tym astme,
choroby nerek, zaburzenia odpornosci (skoniugowana szczepionka przeciwko
pneumokokom i szczepionke meningokowa B i ACWY).

Kobiety w ciazy - zalecamy podczas kazdej ciazy szczepionke Tdap (pomiedzy
27 a 36 tygodniem cigzy) w celu ochrony przed krztuscem oraz przeciwko grypie
(od pazdziernika do maja).

Pracownicy stuzby zdrowia. Oprocz szczepionki przeciwko grypie sezonowej
i Tdap nalezy réwniez zaleca¢ szczepienia przeciwko: wirusowemu zapaleniu wa-
troby typu B, MMR (odra, $winka i rozyczka), ospie wietrznej, meningokokom.
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Immunizations are not just for children. All adults need a seasonal flu vaccine
every year. Every adult should get a Tdap vaccine (tetanus, diphtheria, pertussis)
every 10 years. Adult 19-26 years old, should also get HPV vaccine, which protects
against the types of human papillomaviruses (HPV) that cause most cervical, anal,
and other cancers, as well as genital warts. In addition, the hepatitis B vaccine
is recommended for all adults. The vaccine provides protection from hepatitis B
which can cause serious health problems, including liver damage, cirrhosis, liver
cancer, and even death.

Adults aged 65 years or older we should also recommend pneumococcal con-
jugate vaccine (PCV13, PCV15 or PCV20), which protects against invasive pneu-
mococcal disease (IPD) and pneumonia. Vaccine is recommended adults who have
never received a pneumococcal conjugate vaccine. If PCV13 or PCV15 is used, it
should be followed by a dose of pneumococcal polysaccharide vaccine (PPSV23).

Adults (above 19 years old) may be additional vaccines if have any of these
conditions: asplenia, diabetes, heart disease, stroke, HIV infection, liver disease,
lung disease including asthma, renal disease, weakened immune system (pneumo-
coccal conjugate vaccine and meningococcal B and ACWYvaccine).

Pregnant - is reccommended during each pregnancy Tdap vaccine (between 27
and 36 weeks of pregnancy to help protect against whooping cough and seasonal
flu vaccine (during flu season, which is October through May).

Healthcare workers. In addition to seasonal flu vaccine and Tdap vaccine
should also get vaccination: Hepatitis B, MMR (Measles, Mumps, & Rubella),
Varicella (Chickenpox), and meningococcal vaccine.
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IMMUNOMODULACIJA JAKO PODSTAWOWY ELEMENT
OCHRONY ZDROWIA CZtOWIEKA — WYBRANE LEKI

O DZIAtANIU IMMUNOMODULUJACYM STOSOWANE
W INFEKCJACH
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4 Zaktad Biologii Molekularnej, Instytut Genetyki i Biotechnologii Zwierzat PAN, Polska

Rosliny i produkty z nich powstate byly uzywane od czaséw starozytnych w le-
czeniu wielu dolegliwosci i schorzen. Modulacja funkcji uktadu immunologicz-
nego z wykorzystaniem roslin leczniczych i ich produktéw jest obecnie jednym
z przyjetych podejs¢ terapeutycznych. Immunomodulacji odpowiedzi immuno-
logicznej moze stanowi¢ alternatywe lub wspomaga¢ konwencjonalne leczenie
wielu réznych choréb w tym infekcyjnych wywolanych przez wirusy. Odpornos¢
jest procesem niezwykle skomplikowanym, posiadajacym wiele kompleksowych
mechanizmoéw, pozwalajacych odrozni¢ obcy material od ,,wlasnego” i go zneutra-
lizowa¢ i/lub wyeliminowa¢. Badania immunologii klinicznej i eksperymentalnej
sugeruja, ze wiele chordb powstaje z powodu stresujacych warunkéw srodowisko-
wych, ktére wptywaja na podatnos¢ na infekcje i nowotwory ztosliwe. W niniejszej
pracy przedstawiono wlasciwosci wybranych gatunkow roslin wykazujacych cha-
rakter immunotropowy (Echinaceapurpurea, TeaTreeEssentialOil, Aloevera, Man-
gostan, Kwiat bzu czarnego, ziele Werbeny, Gentianaeradix i inne).
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Plants and products derived from them have been used since ancient times in
the treatment of many ailments and diseases. Modulation of immune system func-
tions using medicinal plants and their products is presently one of the accepted
therapeutic approaches. Immunomodulating the immune response can providean
alternative or aid in conventional therapy of many different diseases, including
infectious diseases caused by viruses. Immunity is an extremely complex process
with many complex mechanisms to distinguish a foreign material from “own one”
and to neutralize and / or eliminate it. Research in clinical and experimental im-
munology suggests that many diseases arise from stressful environmental condi-
tions that affect susceptibility to infections and malignancies. This paper presents
the properties of selected plant species showing an immunotropic nature (Echina-
cea purpurea, Tea Tree Essential Oil, Aloe vera, Mangosteen, Elderflower, Verbena
herb, Gentianae radix and others).
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BURZA CYTOKINOWA JAKO PROBLEM INTENSYWNEJ TERAPII
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Zjawisko ,,.burzy cytokinowe;j” w kontekscie leczenia pacjentéw w Oddziatach
Intensywnej Terapii jest tematem licznych doniesienn naukowych na przestrzeni
ostatnich kilku lat. Pandemia COVID -19, ktéra stala si¢ istotnym wyzwaniem dla
funkcjonowania Oddzialéw Intensywnej Terapii na calym swiecie, w szczegolnosci
zwrdcita uwage na obecnos$¢ i wptyw niekontrolowanego wyrzutu cytokin na stan
kliniczny i postegpowanie z pacjentami z cigzka niewydolno$cig wielonarzadowa.

Zjawisko naglego, ostrego wzrostu poziomu krazacych cytokin prozapalnych,
w tym IL-6, IL-1, TNF-a i interferonu powoduje naplyw komoérek odpornoscio-
wych, takich jak makrofagi, neutrofile i limfocyty T, skutkujac destrukcyjnym
wplywem na tkanki i narzady. Wzrost cytokin powoduje destabilizacje interak-
cji komorek, uszkodzenie bariery naczyniowej, uszkodzenie naczyn wlosowa-
tych, rozlane uszkodzenie pecherzykéw plucnych, niewydolnos¢ wielonarzagdowa
i ostatecznie $mier¢. Uszkodzenie ptuc jest jedna z konsekwencji powyzszego zja-
wiska, doprowadzajac do ciezkiego przebiegu zespotu ostrej niewydolnosci odde-
chowej (ARDS). Ponadto nastgpstwem zespotu wyrzutu cytokin (cytokine release
syndrome, CRS) jest niewydolno$¢ serca, nerek, watroby i ukladu nerwowego. Na
podstawie uzyskanych w ostatnich latach wynikow badan stwierdzono, iz przyczy-
ng uszkodzenia o$rodkowego ukladu nerwowego w przebiegu zakazenia SARS-
-CoV2 jest proces neurozapalny, w ktérym posredniczg cytokiny.

Odpowiedz immunologiczna pacjenta na zakazenie wirusem SARS-CoV-2 jest
nadaktywna, co skutkuje nadmierng ogdélnoustrojowa reakcja zapalng. Wyniki ba-
dan analizujacych profile cytokin pacjentow z COVID-19 wykazaly, iz ,burza cy-
tokinowa” byla bezposrednio skorelowana z uszkodzeniem ptuc, niewydolnoscia
wielonarzagdowsy i niekorzystnym rokowaniem w cigzkim przebiegu COVID-19.

Podsumowujac, zjawisko zespolu wyrzutu cytokin jest istotnym, bezposrednio
zagrazajagcym zyciu, stanem klinicznym, wymagajacym przyjecia na oddziat in-
tensywnej opieki medycznej. Pomimo zaawansowanych metod leczniczych nadal
istnieje konieczno$¢ przeprowadzenia badan dotyczacych nowych metod leczenia
i postepowania z pacjentami w Oddziatach Intensywnej Terapii.
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Over the last years the phenomenon of “cytokine storm” in clinical practice in
intensive care unit (ICU) is the subject of numerous scientific reports. In addition,
the COVID-19 pandemic, which has become a significant challenge for the func-
tioning of ICU around the world, drew attention to the presence and impact of un-
controlled cytokine release for the clinical condition and management of patients
with severe multi-organ failure.

Mentioned above, acute increase of circulating proinflammatory cytokines,
including IL-6, IL-1, TNF-a and interferon, causes an influx of different immune
cells (macrophages, neutrophils and T lymphocytes) and results in destructive ef-
fects on tissues and organs. The increased level of cytokines causes destabilization
of cell interactions, the vascular barrier and capillaries damage, diffuse alveolar
injury, finally multi-organ failure and death. Lung damage is one major conse-
quence, leading to the severe acute respiratory distress syndrome (ARDS). More-
over, the consequence of cytokine release syndrome (CRS) is also heart, kidneys,
liver and nervous system failure. Recent clinical research documented that the po-
tential central nervous system damage following SARS-CoV2 infection is result of
neuroinflammatory processes mediated by cytokines.

The immune response of patients with SARS-CoV-2 infection is overactive,
resulting in an excessive systemic inflammatory response. Recently, results of clin-
ical studies analyzing the cytokine profiles of COVID-19 patients showed that the
“cytokine storm” is directly correlated with lung damage, multi-organ failure and
poor prognosis in severe COVID-19.

In summary, the phenomenon of cytokine release syndrome is an important,
acute life-threatening, clinical condition requiring admission to an intensive care
unit. Despite advanced clinical methods, there is still a need to conduct clinical
research about new methods of treatment and management of patients in intensive
care units.
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Biotechnologia roslin leczniczych, to wazna i interesujaca dziedzina nauki.
Roslinne kultury in vitro moga by¢ potencjalnym zrédtem wielu cennych, bio-
logicznie aktywnych zwigzkéw wykorzystywanych w terapii licznych schorzen.
Roslinne kultury in vitro mozna stymulowa¢ do produkcji metabolitéw stosujac
rézne metody, jak m.in. optymalizacja warunkéw hodowli w zakresie sktadu pod-
tozy, dobdr warunkéw $wietlnych prowadzenia kultur in vitro czy tez stosowanie
prekursorow biogenetycznych i elicytoréw.

Do cennych bioaktywnych metabolitéw roslinnych nalezg m.in. lignany, gli-
kozydy fenylopropanoidowe, glukozynolaty, kwasy fenolowe i flawonoidy. Zwigz-
ki te wykazuja szereg potwierdzonych dziatan farmakologicznych, jak dzialanie
antyoksydacyjne, przeciwzapalne, przeciwnowotworowe, hepatoprotekcyjne czy
przeciwmikrobiotyczne.

Dos$wiadczenia przeprowadzone przez nasz zespdt udowodnily, ze rézne rodzaje
kultur in vitro (agarowe, wytrzasane, bioreaktorowe) gatunkow z rodzajoéw Schisan-
dra, Verbena, Nasturtium, Aronia i Salvia (kultury 10 gatunkéw roslin) sg bardzo
bogatym Zrédtem wyzej wymienionych grup metabolitow. Kultury agarowe A. x
prunifolia produkowaly znaczne ilo$ci fenolokwaséw (1615,2 mg/100 g s.m. (suchej
masy)), a kultury agarowe S. henryi i S. rubriflora lignanéw dibenzocyklooktadie-
nowych (873,7 i 368,5 mg/100 g DW). Kultury bioreaktorowe V. officinalis synte-
tyzowaly duze ilosci werbaskozydu (9516,8 mg/100 g s.m.), a kultury wytrzasane S.
hispanica kwasu rozmarynowego (4050,4 mg/100 g s.m.). Ponadto, w kulturach N.
officinale udowodnilismy stymulujacy wplyw suplementacji biopierwiastkami m.in.
na produkcje glukozynolatéw (172,9 mg/100 g s.m. dla 50 mg/L Ca).

Otrzymane wyniki majg potencjalng warto$¢ aplikacyjna. Dowodza, ze rézne
rodzaje roslinnych kultur in vitro moga by¢ cennym zrédlem surowcéw majacych
zastosowanie w medycynie, farmacji i kosmetologii.
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Biotechnology of medicinal plants is an important and interesting field of sci-
ence. Plant in vitro cultures can be a potential source of many valuable, biologically
active compounds used in the treatment of numerous diseases. The cultures can
be stimulated to produce metabolites using various methods, such as: selection
of lighting conditions, optimization of culture media composition or the media
supplementation with biogenetic precursors or elicitors.

Valuable bioactive plant metabolites include, among others lignans, phenyl-
propanoid glycosides, glucosinolates, phenolic acids and flavonoids. These com-
pounds show numerous scientifically confirmed pharmacological activities, such
as antioxidant, anti-inflammatory, anti-cancer, hepatoprotective and antimicrobial
properties.

The experiments carried out by our team proved that various types of in vitro
cultures (agar, agitated, bioreactor) of species from the genera Schisandra, Verbena,
Nasturtium, Aronia and Salvia (cultures of 10 plant species) are a very rich source
of the above-mentioned groups of metabolites. A. x prunifolia agar cultures pro-
duced significant amounts of phenolic acids (1615.2 mg/100 g DW (dry weight)),
while S. henryi and S. rubriflora agar cultures high contents of dibenzocycloocta-
diene lignans (873.7 and 368.5 mg/100 g DW, respectively). V. officinalis bioreactor
cultures synthesized large amounts of verbascoside (9516.8 mg/100 g DW), and the
agitated cultures of S. hispanica high content of rosmarinic acid (4050.4 mg/100
g DW). Moreover, in the N. officinale cultures we proved the stimulating effect
of supplementation with bioelements, e.g. on the production of glucosinolates
(172.9 mg/100 g DW for 50 mg/L Ca).

The obtained results have a potential applicable value. They prove that various
types of plant in vitro cultures can be a valuable source of raw materials used in
medicine, pharmacy and cosmetology.
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ZWIAZKI BIOAKTYWNE Z DZDZOWNIC DO ZASTOSOWANIA
W MEDYCYNIE

MARTA FIOtKA
Katedra Immunobiologii, Instytut Nauk Biologicznych, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej
w Lublinie

Modele zwierzece, zwlaszcza bezkregowce s3 organizmami kluczowymi
do zrozumienia mechanizméw lezacych u podstaw proceséow biologicznych.
Dzdzownice dostarczaly starozytnym kulturom pozywienia oraz byly zrédiem
zwigzkow leczniczych. Dzdzownice w medycynie Potudniowej i Wschodniej Azji
od wiekow sg wykorzystywane jako sktadnik farmaceutykow stosowanych w wielu
chorobach. Od dawna dzdzownice s3 stosowane w Chinach, Indonezji, i Japonii
w leczeniu wielu przewlektych choréb. Dokumenty rejestrujace wykorzystanie
réznych preparatéow z dzdzownic siegaja 1340 roku. Bezkregowce te w medycy-
nie chinskiej stosuje si¢ do leczenia ponad 80 chordb, takich jak np. astma, nad-
ci$nienie, wrzody, padaczka, schorzenia naczyn krwionosnych czy nowotwory.
Skupienie wigkszej uwagi na dzdzownicach zrodzilo sie przypadkowo z obszernej
analizy wrodzonego ukiadu odpornosciowego tych bezkregowcow. Dzdzownice
jako niedrogie i niekontrowersyjne modele zwierzece, nie s3 wektorami choréb ani
siedliskiem pasozytéw zagrazajacych ludziom.

Wykazano, ze ekstrakty z dzdzownic zawieraja makroczasteczki, ktére wyka-
zujg szereg aktywnosci, takich jak przeciwbakteryjna, przeciwgrzybowa, antyok-
sydacyjna, przeciwzapalna i przeciwnowotworowa. Ekstrakt z Lumbricus terrestris
wykazuje zdolno$¢ do regeneracji nerwéw obwodowych po urazie. Dodatkowo
substancje zawarte w preparatach z dzdzownic przyspieszajg gojenie ran. Proteazy
z tych bezkregowcdw znane sg jako czynniki fibrynolityczne i przeciwnowotwo-
rowe. Ponadto udowodniono, ze proteazy wzmacniaja efekt leczenia radiotera-
pia i chemioterapiag w procesie leczeniu raka pluc. Zwiazki te rowniez. zmniej-
szaja efekt niedokrwienia migé$nia sercowego. Udowodniono dziatanie ochronne
proteaz na miesien sercowy zaréwno u szczurdw z zawalem, jak i u ludzi z cho-
roba wiencows i dawica piersiowa. Opisano ponadto liczne wlasciwoséci pasty
z dzdzownic, ktére przyczyniajg sie do przyspieszenia procesu gojenia ran, takie
jak dzialanie mitogenne, przeciwbakteryjne, Sciagajace i przeciwutleniajace. Eks-
trakt z dzdzownic znaczaco wspomaga proliferacje, réznicowanie i mineralizacje
osteoblastéw oraz hamuje aktywnos¢ osteoklastow, co sugeruje, Ze moze znalez¢
zastosowanie w terapii choréb uktadu kostnego. Ptyn celomatyczny dzdzownic za-
wiera ponad 40 biatek, ktére sprawiaja, Ze wykazuje on aktywno$¢ réznorodna
biologicznie, w szczegélnosci intensywnie badang w ostatnich latach aktywnos¢
przeciwnowotworowa.
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Animal models, especially invertebrates, are key organisms to understand the
mechanisms underlying biological processes. Earthworms provided food for an-
cient cultures and were a source of healing compounds. Earthworms in South and
East Asian medicine have been used for centuries as an ingredient in pharmaceu-
ticals for many diseases. Earthworms have long been used in China, Indonesia,
and Japan to treat a variety of chronic diseases. Documents recording the use of
various preparations from earthworms date back to 1340. In Chinese medicine, in-
vertebrates are used to treat over 80 diseases, such as, for example, asthma, hyper-
tension, ulcers, epilepsy, diseases of blood vessels and cancers. The focus of more
attention on earthworms was born coincidentally from an extensive analysis of the
innate immune system of these invertebrates. As inexpensive and uncontroversial
animal models, earthworms are not vectors of disease or a habitat of parasites that
threaten humans.

Earthworm extracts have been shown to contain macromolecules that exhibit
a variety of activities such as antibacterial, antifungal, antioxidant, anti-inflamma-
tory, and anti-cancer. Lumbricus terrestris extract shows the ability to regenerate
peripheral nerves after an injury. Additionally, substances contained in earthworm
preparations accelerate wound healing. The proteases from these invertebrates are
known as fibrinolytic and antitumor agents. Moreover, proteases have been prov-
en to enhance the effect of radiotherapy and chemotherapy in the treatment of
lung cancer. These compounds also reduce the effect of myocardial ischemia. The
protective effect of proteases on the heart muscle has been demonstrated in both
rats with myocardial infarction and in humans with coronary artery disease and
angina. In addition, numerous properties of earthworm paste have been described
that contribute to the acceleration of the wound healing process, such as mito-
genic, antibacterial, astringent and antioxidant effects. The extract of earthworms
significantly supports the proliferation, differentiation and mineralization of oste-
oblasts and inhibits the activity of osteoclasts, which suggests that it can be used in
the treatment of skeletal diseases. The celomic fluid of earthworms contains more
than 40 proteins, which make it exhibit biodiverse activity, in particular antitumor
activity, which has been intensively studied in recent years.
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Terapia borowo-neutronowa (BNCT) jest jedna z obiecujacych celowanych ra-
dioterapii dedykowanych do leczenia pacjentéw z nowotworami zlokalizowanymi
w trudno dostepnych obszarach oraz nie poddajacych si¢ konwencjonalnemu le-
czeniu. Podstawg BNCT jest wprowadzenie do organizmu pacjenta zwigzkéw bo-
gatych w bor, ktore selektywnie docierajg do tkanki guza, a nastepnie naswietlenie
nowotworu wigzka neutronéw o konkretnej energii. Wskutek naswietlania jadro
boru ulega rozpadowi na jadro litu oraz czastke alfa w wyniku czego dochodzi do
niszczenia komorek nowotworowych z jednoczesnym oszczgdzeniem sasiadujg-
cych, prawidlowych komdrek. Terapia ta nadal pozostaje w fazie badan klinicz-
nych, a jednym z gtéwnych wyzwan dla jej rozwoju jest poszukiwanie nowych
no$nikéw selektywnie dostarczajacych bor do komoérek nowotworowych. Wpisu-
jac sie¢ w $wiatowy nurt badan w naszym laboratorium skupiamy si¢ na testowaniu
nowo zsyntetyzowanych, bogatych w bor dwoch preparatach weglika boru (B,C)
i ocenie ich aktywnosci biologicznej. W ramach prowadzonych badan oceniono
cytotoksyczny wpltyw weglika boru na komoérki prawidtowe i nowotworowe, po-
chodzace zaréwno z mysich jak i ludzkich linii. Ponadto w celu zwigkszenia se-
lektywnosci dostarczania tego zwigzku do komodrek nowotworowych badane jest
wykorzystanie komdrek fagocytujacych pochodzacych z linii komérkowych, ale
réwniez otrzymywanych ze szpiku kostnego zdrowych myszy, jako no$nikéw B,C.
W tym celu przebadano wptyw weglika boru na proliferacje tych komoérek, induk-
cje apoptozy, cykl komoérkowy oraz produkcje cytokin. Ponadto oceniono zdol-
nos¢ tych komoérek do pochtaniania weglika boru. Otrzymane wyniki wskazujg na
potencjal badanych preparatéw do zastosowania w BNCT, a ponadto s3 podstawa
do szerszych badan nad wykorzystaniem komorek fagocytujacych do dostarczania
zwigzkéw bogatych w bor w tej terapii.

Badania zostaly sfinansowane przez Narodowego Centrum Nauki w ramach
projektu OPUSI7 nr 2019/33/B/NZ5/02212.
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Boron neutron capture therapy (BNCT) is one of the promising targeted radio-
therapydedicated to the treatment of patients with tumors located in hard-to-reach
areas and do notrespond to conventional treatment. The basis of BNCT is the in-
troduction into the patient’s body of boron-rich compounds, which are selectively
targeted at the tumor tissue, and then irradiating the tumor with a neutron beam
of a specific energy. As a result of irradiation, the boron nucleus is broken down
into a lithium nucleus and an alpha particle, which leads to the destruction of can-
cer cells while sparing the adjacent, normal cells. This therapy is still at the stage of
clinical trials, and one of the main challenges for its development is the search for
new carriers that selectively deliver boron to cancer cells. As part of the global re-
search trend, our laboratory focuses on testing newly synthesized two boron-rich
boron carbide (B,C) preparations, and the assessment of their biological activity.
For this purpose, the cytotoxic effect of boron carbide on normal and cancer cells,
both from murine and human lines, was assessed. Moreover, in order to increase
the selectivity of delivering this compound to tumor cells, the use of phagocytic
cells derived from cell lines, but also obtained from the bone marrow of healthy
mice, as carriers of B,C is being investigated. For this purpose, the influence of
boron carbide on the proliferation of these cells, the induction of apoptosis, the cell
cycle and the production of cytokines was studied. In addition, the ability of these
cells to uptake boron carbide was assessed. The obtained results show the potential
of the tested preparations for use in BNCT, and are the basis for extended research
on the use of phagocytic cells to deliver boron-rich compounds in this therapy.

Research was funded by National Science Centre, Poland (project no 2019/33/B/
NZ5/02212).
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Interakcje biatko-bialko (ang. protein-protein interactions, PPI) stanowia
zlozong sie¢ oddziatywan komoérkowych i lezg u podstaw prawie wszystkich pro-
ceséw biologicznych, w tym replikacji DNA, transkrypcji, transdukcji sygnatow
komorkowych, reakcji enzymatycznych, komunikacji miedzykomorkowej i trans-
portu blonowego. Sg one réwniez istotne w kontekscie opracowania lekéw wyko-
rzystywanych w terapii szeregu choroéb czlowieka, takich jak choroby nowotworo-
we, neurodegeneracyjne lub metaboliczne oraz niektdre infekcje wirusowe.

Ubikwitynacja biatek to proces przeprowadzany przez kaskade reakcji enzyma-
tycznych. Ta post-translacyjna modyfikacja, w ktorej niewielkie biatko ubikwityna
jest ostatecznie przylaczane do modyfikowanego substratu, jest katalizowana przez
enzymy aktywujace ubikwityne (E1), enzymy koniugujace ubikwityne (E2) oraz liga-
zy ubikwityny (E3). Enzymy te oddzialuja ze soba, regulujac wiele funkcji komarko-
wych przy pomocy proteolitycznych badz nieproteolitycznych mechanizméw.

Dotychczas opracowano réznorodne techniki badania interakcji enzymoéw
ubikwitynacji. Wéréd nich techniki oparte na komplementacji fragmentéw bialek
reporterowych (ang. protein-fragment complementation assays, PCA) umozli-
wiaja bezposrednie wykrywanie oddzialywan bialko-biatko w zywych komdrkach
lub organizmach wielokomoérkowych. Co wigcej, PCA mozna stosowaé¢ do wy-
krywania interakeji biatek eksprymowanych w ich natywnym $rodowisku na po-
ziomie endogennym. Przedstawiona zostanie wysokoprzepustowa technika PCA
wykorzystujaca reporterowe bialko bioluminescencyjne - lucyferaz¢ NanoLuc®
w badaniach interakeji enzymoéw ubikwitynacji u drozdzy Saccharomyces cerevi-
siae jako organizmu modelowego. Odszyfrowanie sieci interakcji komoérkowych
moze w przyszloéci przyczynic si¢ do rozwoju nowatorskich terapii réznych cho-
réb zwigzanych nie tylko z procesem ubikwitynacji, ale takze z innymi szlakami
komorkowymi.

Badania sfinansowano z grantéw Narodowego Centrum Nauki (NCN) nr
2016/21/D/NZ1/00285 (E.B.) oraz 2021/41/N/NZ2/00551 (N.L.).
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Protein-protein interactions (PPIs) constitute a complex cellular network
that orchestrates nearly all biological processes. These include DNA replication,
transcription, signal transduction, enzymatic reactions, cell-to-cell communica-
tion and membrane transport. PPIs are also considered attractive drug targets for
treating many human diseases such as cancer, neurodegenerative or metabolic dis-
orders, and some viral infections.

Protein ubiquitylation is an important enzymatic cascade. This post-transla-
tional modification, in which a small protein ubiquitin is finally attached to the
substrate to be modified, is catalyzed by a variety of enzymes, including El ubig-
uitin-activating enzyme(s), E2 ubiquitin-conjugating enzymes and E3 ubiquitin
ligases. These enzymes work in concert to regulate many cellular functions using
either proteolytic or non-proteolytic mechanisms.

Over the years, different techniques have been developed to study the net-
works of ubiquitylation enzymes’ interactions. Among them, protein-fragment
complementation assays (PCAs) provide a direct and straightforward way to study
these interactions in living cells or multicellular organisms. Importantly, PCAs
can be used to detect the interaction of proteins expressed at endogenous levels
in their native cellular environment. Here, we present the principle of a sensitive
NanoLuc®-based protein-fragment complementation assay and its application in
large-scale experiments to investigate the interactome of ubiquitylation enzymes
using budding yeast Saccharomyces cerevisiae as a model organism. This, in the
future, may contribute to the development of novel therapies and treatments for
various diseases associated not only with ubiquitylation but also with other cellu-
lar pathways.

This work is supported by the National Science Centre (Poland) grant no.
2016/21/D/NZ1/00285 (to E.B.) and the National Science Centre (Poland) grant
no. 2021/41/N/NZ2/00551 (to N.L.).
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OCENA POTENCJAtU PRZECIWNOWOTWOROWEGO
W BADANIACH IN VITRO FERMENTOWANEGO JARMUZU
(BRASSICA OLERACEA VAR. SABELLICA)

MAGDALENA MICHALAK-TOMCZYK, ANNA RYMUSZKA, ANNA SIEROStAWSKA
Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta Il, Wydziat Nauk Scistych i Nauk o Zdrowiu, Katedra Fizjo-
logii Zwierzat i Toksykologii

W ostatnim czasie rosliny bogate w zwigzki biologicznie czynne stajg sie bar-
dzo popularne jako czes¢ nowej zywnosci funkcjonalnej. W przypadku warzyw
szczegolna role odgrywaja przedstawiciele rodzaju Brassica, poniewaz liczne ba-
dania dowiodtly, ze dieta bogata w warzywa kapustowate wigze si¢ z obnizeniem
ryzyka zachorowania na raka i inne choroby przewlekle. Jarmuz (Brassica olera-
cea var. sabellica) jest jednym z przedstawicieli warzyw kapustowatych, ktory zy-
skuje coraz wigksza popularnos¢ jako przedmiot badan naukowych. Zjawiskiem
szczegOlnie istotnym wydaje sie aspekt prozdrowotny jarmuzu, a takze mozliwos¢
wykorzystania tego warzywa w procesach technologicznych w celu opracowania
produktéw spozywczych o nowych cechach. Warzywo to jest cennym zrédtem mi-
neraléw, blonnika, glukozynolandw oraz zwigzkéw przeciwutleniajacych, takich
jak flawonoidy, witaminy, karotenoidy i kwasy fenolowe, dzigki czemu przypisuje
sie mu dziatanie prozdrowotne. Dodatkowo, zastosowanie fermentacji — procesu,
ktéry wydtuza okres przydatnosci do spozycia, zmienia wtasciwosci organolep-
tyczne i biodostepno$¢ zwigzkow bioaktywnych w warzywach, moze modulowa¢
aktywnos¢ biologiczng polifenoli, a co za tym idzie wlasciwosci prozdrowotne sa-
mych produktéw.

W pracy zbadano dzialanie prozdrowotne (przeciwzapalne i przeciwnowotwo-
rowe) wybranych kwaséw fenolowych zawartych w jarmuzu. W tym celu dokona-
no oceny zmian zawartosci zwigzkow fenolowych podczas fermentacji jarmuzu
(ze szczegdlnym uwzglednieniem kwasu gentyzynowego i salicylowego) metoda-
mi LC-MS oraz HPLC. Ocenie poddano cytotoksyczno$¢ kwasu gentyzynowego
i salicylowego wobec wybranych linii komérkowych. Dokonano takze analizy
zmian st¢zenia interleukin IL-1f, IL-6, IL-10, PGE2, CysLT oraz aktywnosci cy-
klooksygenazy stosuja testy ELISA oraz stezenia NO z wykorzystaniem metody
Griess'a. Analizy obejmowaly réwniez monitorowanie zmian w morfologii komo-
rek linii nowotworowych w obecnosci badanych kwaséw fenolowych.
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of Animal Physiology and Toxicology

Recently, plants rich in biologically active compounds have become very pop-
ular as a part of novel functional foods. In case of vegetables, representatives of the
genus Brassica are under scientific attention because numerous studies proved that
a diet rich in cruciferous vegetables is associated with lowering the risk of cancer
and other chronical diseases. Curly kale (Brassica oleracea var. sabellica) is one of
the representatives of cruciferous vegetables, which is gaining increasing populari-
ty as a subject of scientific research. The pro-health aspect of curly kale seems to be
of particular importance, as is the possibility of using this vegetable in technolog-
ical processes to develop food products with new features. This vegetable is a val-
uable source of minerals, fiber, glucosinolates and antioxidant compounds such as
flavonoids, vitamins, carotenoids and phenolic acids, which is why it is believed
to promote health. In addition, the use of fermentation - a process that extends
the shelf life, changes the organoleptic properties and bioavailability of bioactive
compounds in vegetables, may modulate the biological activity of polyphenols,
and thus the health-promoting properties of the products themselves.

In this study health promoting activity (anti-inflammatory and antitumor
effect) of selected phenolic acids presented in curly kale has been investigated.
For this purpose the changes in the content of phenolic compounds during curly
kale fermentation (with particular emphasis on gentisic and salicylic acids) were
assessed using the LC-MS and HPLC methods. The cytotoxicity of gentisic and
salicylic acids against selected cell lines was assessed. The changes in the concen-
tration of interleukins IL-1p, IL-6, IL-10, PGE2, CysLT, and cyclooxygenase activ-
ity were also analyzed using ELISA tests and NO concentration using the Griess
method. The analyzes also included the monitoring of changes in the morphology
of tumor line cells in the presence of the tested phenolic acids.




BEZPIECZENSTWO STOSOWANIA BAKTERIOFAGOW W TERAPII
CHOROB INFEKCYJNYCH NA PRZYKtADZIE PREPARATU
BAFASAL

EWELINA A. WdJCIK, JAROStAW DASTYCH
Proteon Pharmaceuticals SA, £6dz, ul. Tylna 3a, 90-364

Ze wzgledu na narastajacy problem antybiotykoopornosci patogenéw bakte-
ryjnych, terapia fagowa cieszy si¢ w ostatnich latach coraz wigkszym zainteresowa-
niem. Stanowi ona szanse i alternatywe dla wspdtczesnych metod ochrony i walki
z czynnikami infekcyjnymi. Jednak opracowanie nowoczesnego produktu fagowe-
go wymaga racjonalnego doboru sktadnikéw koktajlu i wyboru wlasciwej postaci
preparatu, ktéra wspomaga efektywne dostarczanie aktywnych fagéw do miejsca
ich dziatania. Réwnie wazne jest precyzyjne okreslenie cech produktu bezposred-
nio zwigzanych z biologia bakteriofagéw. Firma Proteon Pharmaceuticals stworzy-
ta platforme technologiczng, ktéra pozwala opracowywac produkty na bazie fagow
i wdraza¢ nowe strategie kontroli bakterii chorobotwdrczych. Platforma opraco-
wana przez Proteon Pharmaceuticals pozwala na projektowanie wysoce bezpiecz-
nych i skutecznych produktéw sktadajacych sie z mieszaniny starannie dobranych
i scharakteryzowanych genotypowo zjadliwych fagéw, ktore eliminuja bakterie
chorobotwdrcze, nie powodujac skutkéw ubocznych. Dostepne juz na wielu ryn-
kach produkty fagowe stosowane u zwierzat hodowlanych chronig zwierzeta przed
chorobami zakaznymi, poprawiajg wydajnos¢ produkeji zwierzecej i zwiekszaja
bezpieczenstwo zywnosci pochodzenia zwierzecego. Przyktadem takiego produk-
tu jest BAFASAL-dodatek paszowy do stosowania u drobiu, chronigcy ptaki przed
Salmonella. Preparat zostal przebadany zgodnie z wytycznymi EFSA, wykazujac
wysokie bezpieczenstwo dla cztowieka, ptakéw i srodowiska oraz wysoka skutecz-
no$¢ w ograniczaniu bakterii Salmonella. W badaniach bezpieczenstwa preparatu
zastosowano nowatorska metode RapidAIM, opracowang przez firme¢ MedBiome
Inc., ktéra pozwolita zbada¢ wptyw preparatu BAFASAL na mikrobiom jelitowy
czfowieka. Analizy multiomiczne, w tym sekwencjonowanie genéw 16S rRNA
i metaproteomika, wykazaty, ze preparat BAFASAL jest dobrze tolerowany przez
naturalna flore jelitowa zdrowego cztowieka. Preparat fagowy nie wptywal nieko-
rzystnie na sklad i funkcje mikroflory ex vivo, co stanowi dodatkowy argument na
rzecz bezpieczenstwa jego stosowania i moze postuzy¢ jako standardowa ocena
dzialania nowych preparatéw fagowych na ludzki mikrobiom.




SAFETY OF THE USE OF BACTERIOPHAGES IN THE THERAPY
OF INFECTIVE DISEASES ON THE EXAMPLE OF THE BAFASAL
PREPARATION

EWELINA A. WdJCIK, JAROStAW DASTYCH
Proteon Pharmaceuticals SA, £odz, Tylna 3a, 90-364

Due to the growing problem of antibiotic resistance of bacterial pathogens,
phage therapy has become more and more popular in recent years. It is an op-
portunity and an alternative to modern methods of protection and fight against
infectious agents. However, the development of a modern phage product requires
a rational selection of cocktail components and the deign of the correct format of
the product that supports the effective delivery of active phages to the place of their
action. It is equally important to precisely define the characteristics of the product
that are directly related to the biology of bacteriophages. Proteon Pharmaceuticals
has created a technology platform to develop phage-based products and implement
new strategies to control pathogenic bacteria. The platform developed by Proteon
Pharmaceuticals allows the design of highly safe and effective products consisting
of a mixture of carefully selected and genotypically characterized virulent phages
that eliminate pathogenic bacteria without causing side effects. Already available
on many markets, phage products used in farm animals protect animals against
infectious diseases, improve the efficiency of animal production and increase the
safety of food of animal origin. An example of such a product is BAFASAL - a feed
additive for use in poultry that protects birds against Salmonella. The preparation
has been tested in accordance with the EFSA guidelines, demonstrating high safety
for humans, birds and the environment, as well as high efficiency in reducing Sal-
monella bacteria. In the safety studies of the preparation, the innovative RapidAIM
method, developed by MedBiome Inc., was used, which allowed to study the effect
of BAFASAL on the human intestinal microbiome. Multiomic analyzes, including
16S rRNA gene sequencing and metaproteomics, showed that BAFASAL is well
tolerated by the natural intestinal flora of a healthy people. The phage preparation
did not adversely affect the composition and function of ex vivo microflora, which
is an additional argument for the safety of its use and can serve as a standard as-
sessment of the effect of new phage preparations on the human microbiome.




WSPOLCZESNA RADIOTERAPIA ONKOLOGICZNA

ANNA BRZOZOWSKA
Centrum Onkologii ZiemiLubelskiejim. sw.Janaz Duklill Oddziat Radioterapii, Jaczewskiego 7,20-090
Lublin

Radioterapia onkologiczna jest jedng z podstawowych, obok chirurgii, che-
mioterapii czy immunoterapii, metod leczenia chorych na nowotwory zltosliwe.
Przy uzyciu promieniowania jonizujacego dochodzi podczas radioterapii do znisz-
czenia komodrek nowotworowych przy niestety nadal duzym ryzyku uszkodzenia
zdrowych tkanek otaczajacych guz nowotworowy. Kierunkiem rozwoju wspol-
czesnej radioterapii jest zastosowanie zaawansowanych technologicznie technik
i urzadzen, ktérych celem jest precyzyjne podanie wysokiej dawki promieniowa-
nia w obszarze guza z réwnoczesnym oszczgdzeniem zdrowych tkanek. Realizacja
tego planu opiera si¢ na wielu wzajemnie zaleznych elementach m.in. takich jak:

1. Wlasciwe obrazowanie leczonego obszaru za pomocg nowoczesnych metod
rekonstrukcji przestrzennych (TK, MR, PET-CT) oraz ich fuzji

2. Wykonanie wlasciwego planu napromieniania przy uzyciu komputerowych
systemow planowania leczenia w celu wyliczania rozkladu dawki w ciele pacjenta.

3. Zaawansowanie wielu nowoczesnych technik radioterapii np:

o IMRT - napromienianie z zastosowaniem modulacji intensywnosci
wiazki pozwala na niemal dowolnie przestrzenne ksztaltowanie rozkla-
du dawki pochlonigtej.

o TBI - (Total Body Irradiation)- napromienianie calego ciala u dzieci
i dorostych przed przeszczepem szpiku kostnego.

« SRS- Radioterapia stereotaktyczna (radiochirurgia) — polega na poda-
niu jednorazowo wysokiej dawki na niewielki obszar w bardzo precy-
zyjny sposob. Najczesciej stosowana do leczenia matych zmian w mézgu
(oponiaki, guzy przysadki, nerwiaki nerwu VIII, przerzuty do mézgu).

o Zastosowanie techniki VMAT z bramkowaniem oddechowym w ra-
diochirurgii stereotaktycznej przy napromienianiu nowotworéw ob-
szaru klatki piersiowej. W technice tej dochodzi do przerwania emisji
promieniowania jonizujacego, gdy guz znajduje si¢ poza polem wigzki
terapeutycznej

o Technika napromieniania na glebokim wdechu (DIBH) pacjentek z ra-
kiem piersi w celu zmniejszenia ryzyka uszkodzenia serca

4. Zastosowanie radioterapii protonowej (hadronowej) z wykorzystaniem
wytworzonych w cyklotronie protonéw umozliwiajg lepsza miejscowa kontrole
nowotworu i mniejsze ryzyko wystapienia powiklan. Terapia protonowa ma za-




stosowanie w przypadku nowotworéw umiejscowionych gleboko (np. guzy we-
wnatrzczaszkowe), o malej promieniowrazliwosci i u dzieci.

Celem tak intensywnego rozwoju radioterapii jest zapewnienie chorym nie
tylko maksymalnej skutecznodci i bezpieczenstwa prowadzonego leczenia oraz
uzyskanie wysokich wskaznikéw wyleczenia, ale takze zapewnienie wysokiej jako-
$ci zycia bez powiktan po zakonczonym leczeniu.
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CONTEMPORARY RADIOTHERAPY

ANNA BRZOZOWSKA
Center of Oncology of the Lublin Region St. Jana z Dukli, Radiotherapy Department, Jaczewskiego 7,
20-090 Lublin

Radiotherapy is the most important modality for the curative treatment of
cancer and it uses beams of intense energy to kill cancer cells. During irradiation
surrounding healthy tissues are also often damaged.

The goal of the development of modern radiotherapy is the use of technolog-
ically advanced techniques and devices aimed to precise administration of a high
dose of radiation in the tumor area while sparing healthy tissues. The implementa-
tion of this plan is based on many interdependent elements, including:

1. Proper imaging of the treated area using modern methods of reconstruction
(CT, MR, PET-CT) and their fusion

2. Make an appropriate radiation plan using computerized treatment planning
systems to calculate the dose distribution in the patient’s body

3. The use of many advanced techniques of radiotherapy, e.g

o IMRT - Intensity-modulated radiation therapy uses multiple small pho-
ton or proton beams of varying intensities to precisely irradiate a tumor.

« TBIT - Total body irradiation is a form of radiation therapy in which
a patient’s whole body is treated with radiation. TBI is used to prepare
the body for a stem cell or bone marrow transplant.

o SRST - Stereotactic radiosurgery is used to treat functional abnormali-
ties and small tumors of the brain such as meningiomas, pituitary tum-
ors, neuromas of nerve VIII, metastases to the brain. SRS involves the
delivery of a high dose of focused radiation therapy to a small area in the
brain or other parts of the head.

o VMAT - Gated Volumetric Modulated Arc Therapy is an emerging ra-
diation therapy modality for treatment of tumors affected by respiratory
motion and it allows the volume of normal tissue exposed to high doses
of radiation to be reduced.

« DIBH - Deep inspiration breath hold is a technique where patients take
a deep breath during treatment, and hold this breath while the radiation
is delivered. Deep-inspiration breath-hold can spare the heart during
irradiation of the left breast in breast cancer patients

4. The use of proton (hadron) radiotherapy with the use of protons produced
in the cyclotron enables better local control of the tumor and a lower risk of
complications. Proton therapy is used in the treatment of deeply located tumors
(e.g. intracranial tumors), with low radiosensitivity and in children
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The aim of such intensive development of radiotherapy is to provide patients
not only with the maximum effectiveness and safety of the treatment and obtain-
ing high survival rates, but also to ensure a high quality of life without complica-
tions after treatment.
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WYNIKI LECZENIA OPERACYJNEGO JEDNOOGNISKOWYCH
| WIELOMIEJSCOWYCH PRZERZUTOW RAKOW DO
KREGOStUPA

PAWEt ANDRZEJEWICZ, WtADYStAW ROGAtA, TOMASZ WNUK, PIOTR MIAKSYMIUK, DA-
WID PyziK, KRzYSZTOF GRABOWSKI, DAWID KIJEWSKI, MATEUSZ MIATYJASZCZYK, TOMASZ
MAZURKIEWICZ

Oddziat Chirurgii Urazowo-Ortopedycznej Centrum Onkologii Ziemi Lubelskiej

Jedna z czestszych lokalizacji przerzutéw nowotworowych w narzadzie ruchu
jest kregostup. Przerzuty moga niszczy¢ jeden lub wiele kregéw. Zmiany przerzu-
towe, obejmujace wiele kregdw stwarzaja problemy terapeutyczne i stawiajg pyta-
nie, czy leczy¢ jedno czy wszystkie ogniska.

Celem pracy. Celem jest ocena wynikow leczenia operacyjnego pacjentow
z pojedynczymi i mnogimi przerzutami do kregostupa.

Metoda. Oceniano stan neurologiczny przed i po operacji, stopien sprawnosci
chorych w skali ECOG, wynik onkologiczny miejscowy oraz czas przezycia.

Material. W latach 2016-2019 operowalismy 240 chorych z przerzutami rakéw
do kregostupa u 197 stwierdzono niszczenie jednego kregu, a u 43 wieloogniskowe
zmiany w kregostupie.

Chorych w wielomiejscowymi przerzutami leczylismy tylko z dojscia tylnego.

Wyniki. Sposrod operowanych pacjentéw do dzis Zyje 70 osob. U chorych wie-
lomiejscowymi przerzutami uzyskano poprawe neurologiczng, zwigkszenie kom-
fortu zycia, poprawe sprawnosci, zmniejszenie dolegliwosci bélowych podobnie
jak u chorych z jednomiejscowymi zmianami. Réznit si¢ natomiast czas przezycia.




SURGICAL TREATMENT RESULTS OF SINGLE-FOCAL AND MULTI-
SITE CANCER METASTASES TO THE SPINE

PAWEt ANDRZEJEWICZ, WtADYStAW ROGAtA, TOMASZ WNUK, PIOTR MIAKSYMIUK, DA-
WID PYZzIK, KRZYSZTOF GRABOWSKI, DAWID KIJEWSKI, MATEUSZ MIATYJASZCZYK, TOMASZ
MAZURKIEWICZ

Center of Oncology of the Lublin Region

One of the most common localization of neoplastic metastases in the locomo-
tor system is the spine.

Metastasis can destroy one or more vertebrae. Metastatic lesions involving
multiple vertebrae cause therapeutic problems and raise the question to treat one
or all lesions.

The goal of the work. The aim is to evaluate the results of surgical treatment of
patients with single and multiple metastases to the spine.

Method. The neurological status before and after the operation, the degree of
efficiency of the patients on the ECOG scale, local oncological result and survival
time were assessed.

Material. In the years 2016-2019, we operated 240 patients with metastases of
cancers to the spine, 197 had destruction of one vertebra, and 43 had multifocal
lesions in the spine.

We treated patients with multiple metastases only from the posterior approach.

Results. Among the operated patients, 70 people are still alive today. In pa-
tients with multiple metastases, neurological improvement was achieved, as well
as increased quality of life, improved efficiency, and reduced pain, similarly to pa-
tients with single-site lesions. However, the time of survival differed.

95




RO7

ZESPOLENIA ZLAMAN PATOLOGICZNYCH KOSCI DLUGICH

WEADYStAW ROGAtA, PAWEE ANDRZEJEWICZ, TOMASZ WNUK, PIOTR MAKSYMIUK, DA-
WID PYZik, KRZYSZTOF GRABOWSKI, DAWID KIJEWSKI, MATEUSZ MIATYJASZCZYK, TOMASZ
MAZURKIEWICZ

Oddziat Chirurgii Urazowo-Ortopedycznej Centrum Onkologii Ziemi Lubelskiej

Przerzuty nowotwordw do kosci dlugich prowadza do ztaman patologicznych,
przez co ograniczaja sprawnos$¢ chorych, wywoluja duze dolegliwosci bélowe.
Znaczaca czg$¢ powoduj przykucie pacjenta do 16zka, zagraza to $miertelnym po-
wiklaniami takimi jak zapalenie ptuc, drog moczowych, odlezyny.

Cel pracy. Celem byla ocena trwatosci i skutecznosci leczenia przerzutéw do
kosci dlugich przez wycigcie przerzutu, stabilizacje $rodszpikows, lub zalozenie
protezy resekcyjnej blizszej czesci kosci udowe;j.

Material. W latach 2016-2019 leczyliémy 187 chorych z przerzutami do kosci,
w tym w kos$ci udowej 138 , ramiennej 44 (inne) u 7 . U 103 pacjentéw wykonano
resekcje blizszej czesci kosci udowej i zalozono proteze resekcyjng, u 58 pacjentoéw
wykonywano odcinkowg resekcje zlamania z zespoleniem gwozdziem $rédszpi-
kowym i uzupelnienie ubytku cementem. U 26 jedynie wzmacniano ko$¢ pretem
$rédszpikowym.

Metoda. Wyniki oceniano stopniem sprawnosci chorych w skala ECOG (ska-
la sprawnosci wedlug Eastern Cooperative Oncology Group), badaniem radiolo-
gicznym, oraz estymatorem przezycia Kaplana-Meiera

Wyniki. 53 pacjentéw nadal Zyje. Czas przezycia od 27 miesiecy do 66,
$rednia 37.

Wszyscy pacjenci po operacji uzyskali zmniejszenie dolegliwosci bélowych
spowodowanych neutralizacjg zlamania po zespoleniu i rekonstrukcji ubytkow.
Znaczne zmniejszenie dolegliwo$ci bolowych, nie wymagajace przyjmowanie le-
kow opioidowych uzyskano u 140 pacjentow.

Dobry i zadowalajacy wynik sprawnosci uzyskano u 118 pacjentow
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STABILIZATION OF PATHOLOGICAL FRACTURES OF LONG BONES

WEADYStAW ROGAtA, PAWEE ANDRZEJEWICZ, TOMASZ WNUK, PIOTR MAKSYMIUK, DA-
WID PYZik, KRZYSZTOF GRABOWSKI, DAWID KIJEWSKI, MATEUSZ MIATYJASZCZYK, TOMASZ
MAZURKIEWICZ

Center of Oncology of the Lublin Region

Metastasis of neoplasms to long bones lead to pathological fractures, which
limit the efficiency of patients and cause severe pain. A significant part of them
causes the patient to be bedridden, it may lead to fatal complications, such as
pneumonia, urinary tract inflammation, pressure ulcers.

Objective of the work. The aim was to evaluate the durability and effectiveness
of the treatment of long bone metastases, by excision of the metastasis, intramed-
ullary stabilization, or insertion of a resection prosthesis in the proximal part of
the femur.

Material. In the years 2016-2019, we treated 187 patients with bone metastases,
including the femur 138, the humerus 44 (other) in 7.

In 103 cases, a resection of the proximal part of the femur was performed and
a resection prosthesis was installed, in 58 cases a segmental fracture resection with
an intramedullary nail was performed and the defect was supplemented with ce-
ment. In 26 cases, only the bone was strengthened with an intramedullary rod.

Method. The results were assessed using the ECOG scale (Eastern Cooper-
ative Oncology Group performance scale), radiological examination, and the
Kaplan-Meier survival estimate.

Results. 53 patients are still alive. Survival from 27 months to 66, mean 37.

All postoperative patients achieved a reduction of pain caused by the neutrali-
zation of the fracture after stabilization and reconstruction of lesions.

A significant reduction in pain, not requiring the use of opioid drugs, was
achieved in 140 cases.

A good and satisfactory result in general efficiency was obtained in 118 cases
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SKINREMS — SKORNY TEST NIACYNOWY JAKO POTENCJALNE
NARZEDZIE DO BIOTYPOWANIA PACJENTOW Z ZABURZENIAMI
PSYCHOTYCZNYMI | PERSONALIZACII ICH LECZENIA

RYSZARD SITARZ', ALICIA FORMA', KAJA KARAKUtA', DARIUSZ JUCHNOWICZ?, JACEK
BAS, ROBERT KARPINSKI*, JOANNA ROG', PAWEt KRUKOW®, KAMIL JONAK*, HANNA
KARAKUtA-JUCHNOWICZ'

"Chair and | Department of Psychiatry, Psychotherapy, and Early Intervention, Medical University of
Lublin, 20-439 Lublin, Poland

2 Department of Psychiatric Nursing, Medical University of Lublin, Poland

3 Chair and Department of Anatomy, Medical University of Lublin, Poland

4 Department of Clinical Neuropsychiatry, Medical University of Lublin, 20-439 Lublin, Poland

Wstep: Zaburzenia psychotyczne sg niejednorodne pod wzgledem patofizjolo-
gii. W zwiazku z tym kwestionowana jest zasadno$¢ poszukiwania pojedynczego
biomarkera choroby, wskazujac na potrzebe stratyfikacji pacjentéw na podstawie
wspdlnego podtoza biologicznego. Hipoteza blonowa zaklada, ze zmiany w me-
tabolizmie kwaséw tluszczowych moga prowadzi¢ do nieprawidtowej budowy
i funkcji bton komérkowych.

Cel pracy: Praca ma na celu przedstawienie nowatorskiego sposobu oceny
skornego testu niacynowego (NSFT)- nieinwazyjnej i powtarzalnej metody po-
miaru reakcji skdrnej na aplikacje kwasu nikotynowego, stuzacej ocenie zawarto-
sci kwasow tluszczowych w btonach komoérkowych.

Materialy i metody: Multidyscyplinarny zespdt badaczy zaprojektowat i stwo-
rzyl nowatorski system pomiarowy do oceny NSFT oraz przeprowadzil jego pierw-
sze proby.

Wyniki: W naszych wczesniejszych badaniach, bez zastosowania zaprojekto-
wanego ukladu pomiarowego, czulo$¢ i swoistos¢ NSFT jako metody réznicujacej
grupe pacjentéw ze SCHI i ChAD wyniosta odpowiednio okoto 91% i 72%. Ocze-
kuje si¢, ze udoskonalenie pomiaru zwigkszy oba parametry testu.

Whioski: Nowa metoda oceny NSFT moze by¢ narzedziem umozliwiajacym:
1. Trafne réznicowanie pacjentéw ze SCHI, ChAD, 2. identyfikacje grupy pacjen-
tow z obserwowanymi zaburzeniami metabolizmu lipidéw blonowych, u ktérych
nalezy sie spodziewac¢ korzystnej odpowiedzi terapeutycznej na wdrozenie suple-
mentacji kwasami tluszczowymi.
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SKINREMS — NIACIN SKIN FLUSH TEST AS A POTENTIAL DEVICE
FOR BIOTYPING PATIENTS WITH PSYCHOTIC DISORDERS AND
PERSONALIZING THEIR TREATMENT

RYSZARD SITARZ', ALICIA FORMA', KAJA KARAKUtA', DARIUSZ JUCHNOWICZ?, JACEK
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" Chair and | Department of Psychiatry, Psychotherapy, and Early Intervention, Medical University
of Lublin, 20-439 Lublin, Poland

2 Department of Psychiatric Nursing, Medical University of Lublin, Poland

3 Chair and Department of Anatomy, Medical University of Lublin, Poland

4 Department of Clinical Neuropsychiatry, Medical University of Lublin, 20-439 Lublin, Poland

Introduction: Psychotic disorders are heterogeneous in terms of pathophysi-
ology. Therefore, the validity of searching for a single biomarker of the disease is
questioned, pointing to the need to stratify patients based on a common biological
basis. The membrane hypothesis assumes that changes in fatty acid metabolism
can lead to abnormal structure and function of cell membranes.

Objectives: The study aims to present an innovative method of assessing the
skin niacin test (NSFT) - a non-invasive and repeatable method of measuring the
skin reaction to the application of nicotinic acid, used to assess the content of fatty
acids in cell membranes.

Materials and Methods: A multidisciplinary team of researchers designed and
developed a novel measurement system for NSFT assessment and conducted its
first trials.

Results: In our previous studies, without the use of the designed measuring
system, the sensitivity and specificity of NSFT as a method differentiating the
group of patients with SCHI and BD were approximately 91% and 72%, respec-
tively. It is expected that the refinement of the measurement will increase both test
parameters.

Conclusions: The new method of NSFT assessment may be a tool enabling: 1.
Accurate differentiation of patients with SCHI and BD, 2. identification of patients
group with observed disorders of membrane lipid metabolism, who should be ex-
pected to have a favorable therapeutic response to the implementation of fatty acid
supplementation.
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Wstep: Wedlug teorii Horrobina nieprawidlowy metabolizm kwaséw ttusz-
czowych jest czynnikiem predysponujacym do rozwoju schizofrenii (SCHI),
choroby afektywnej dwubiegunowej (ChAD) lub zaburzenia schizoafektywnego
(SCHA). Test niacynowy jest powtarzalng i nieinwazyjng metoda oceny reakcji
skornej na aplikacje kwasu nikotynowego, ktéra wskazuje na zaburzenia metabo-
lizmu btonowych kwaséw tluszczowych.

Cel pracy: Celem pracy jest przeglad pismiennictwa w celu oceny przydatno-
$ci i skuteczno$ci testu niacynowego jako potencjalnego badania do monitorowa-
nia przebiegu zaburzen psychicznych.

Materialyimetody: Przegladliteratury w PubMed przy uzyciu stéw kluczowych
[niacin skin flush test] OR [niacin skin flushing] OR [niacin skin flush] OR [niacin
skin test] AND [schizophrenia] OR [bipolar disorder] OR [schizoaffective disor-
der]. Przeglad obejmowat artykuly oryginalne, recenzje, przeglady systematyczne,
metaanalizy i opisy przypadkéw z lat 1974-2022 w jezyku polskim i angielskim.

Wyniki: Przeanalizowano 86 artykuléw poswigconych testowi niacynowemu
w przebiegu zaburzen psychicznych. U chorych na SCHI, ChAD, SCHA obserwu-
je sie nieprawidtowe odpowiedzi na test niacynowy, co sugeruje wspolny mecha-
nizm patofizjologiczny.

Whioski: Zastosowanie testu niacynowego moze by¢ metoda, ktéra daje szan-
se na wyodrebnienie grupy pacjentéw, u ktorych zaburzenia metabolizmu kwaséw
ttuszczowych moga by¢ powodem do stosowania okreslonych schematéw terapeu-
tycznych, takich jak suplementacja wielonienasyconymi kwasami ttuszczowymi.
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Introduction: According to Horrobin’s theory, abnormal fatty acid metabo-
lism is a predisposing factor to the development of schizophrenia (SCHI), bipolar
disorder (BD) or schizoaffective disorder (SCHA). The niacin test is a reproducible
and non-invasive method of assessing the skin reaction to the application of nico-
tinic acid, which indicates disorders of membrane fatty acid metabolism.

Objectives: The aim of the study is to review the literature to assess the use-
fulness and effectiveness of the niacin test as a potential test for monitoring the
course of mental disorders.

Materials and Methods: PubMed literature review using the keywords [niacin
skin flush test] OR [niacin skin flushing] OR [niacin skin flush] OR [niacin skin
test] AND [schizophrenia] OR [bipolar disorder] OR [schizoaffective disorder].
The review included original articles, reviews, systematic reviews, meta-analyzes
and case reports from 1974-2022 in Polish and English.

Results: 86 articles devoted to the niacin test in the course of mental disorders
were analyzed. Abnormal responses to the niacin test are observed in patients with
SCHI, BD, SCHA, which suggests a common pathophysiological mechanism.

Conclusions: The use of the niacin test may be a method that gives a chance
to identify a group of patients in whom disorders of fatty acid metabolism may be
a reason for the use of specific therapeutic regimens, such as supplementation with
polyunsaturated fatty acids.

101




102

R10
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Celem pracy bylo okreslenie wptywu chromu(III) i kobaltu(II) na organella ko-
morki, a nastgpnie okreslenie rodzaju interakcji migdzy tymi pierwiastkami. Wy-
korzystano zwigzki chlorku chromu i chlorku kobaltu w zakresie stezen od 100 do
1400 uM, ktorych dziataniu poddano trzy linie komoérkowe: BALB/3T3, B] i HepG2.
Nastepnie wykonano testy cytotoksycznosci i genotoksycznosci. Przeprowadzono
roéwniez test mutagennosci Amesa (szczepy Salmonella Typhimurium TA98 i TA100
poddano dzialaniu wzrastajacych stezen tj. 100 do 1000 uM chlorku kobaltu lub
chlorku chromu). Na podstawie otrzymanych wynikéw z pierwszego etapu badan,
wybrano stezenia pierwiastkéw w celu okrelenia interakcji miedzy nimi. Komérki
badanych linii poddawano dzialaniu mieszanin zwigzkéw: chlorku chromu o ste-
zeniu 200 uM i chlorku kobaltu o stezeniu 1000 pM lub chlorku chromu o stezeniu
1000uM i chlorku kobaltu o stezeniu 200pM, w przypadku testow cytotoksycznosci
i genotoksycznos$ci. Podobnie w tescie mutagennosci szczepy bakteryjne Salmonella
Typhimurium TA98 i TA100 poddawano dziataniu mieszanin zwigzkéw o takich sa-
mych stezeniach pierwiastkow jak w przypadku wyzej wymienionych testow. W te-
stach cytotoksycznosci w niskich stezeniach obu badanych zwigzkéw obserwowano
stymulacje proliferacji komoérek, a w wyzszych stezeniach odnotowano spadek zy-
wotnosci komorek w przypadku wszystkich badanych linii. Po przeprowadzonych
testach cytotoksycznosci wyznaczono wartosci IC_ . Ponadto odnotowano genotok-
syczne i mutagenne dzialanie obu zwigzkéw wraz ze wzrostem ich stezen. Podczas
jednoczesnej inkubacji z chlorkiem chromu o stezeniu 200 uM i chlorkiem kobaltu
o stezeniu 1000 uM komorek wszystkich badanych linii obserwowano antagonizm -
chrom(III) w stezeniu 200 uM petnit funkcje ochronne wobec toksycznego stezenia
kobaltu(II) o stezeniu 1000 uM. Podobne obserwacje poczyniono w testach genotok-
sycznosci i mutagennosci. Natomiast w przypadku interakeji chlorku chromu o ste-
zeniu 1000 uM i chlorku kobaltu o stezeniu 200 uM nie obserwowano ochronnego
dziatania chlorku chromu wobec chlorku kobaltu. W tym przypadku obserwowa-
no synergizm miedzy badanymi pierwiastkami. Chrom(III) w tej interakcji nasila
proapoptotyczng aktywnos¢ kobaltu(II).
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The aim of the study was to determine the effect of chromium (III) and cobalt
(IT) on cell organelles, and then to determine the type of interactions between these
elements. In this work three cell lines: BALB / 3T3, BJ and HepG2 were exposed to
chromium chloride and cobalt chloride at concentrations ranging from 100 to 1400
uM. The cytotoxicity and genotoxicity assays were used, as well the Ames mutagenic
assay (strains of Salmonella Typhimurium TA98 and TA100 were treated with increas-
ing concentrations ranging from 100 to 1000 uM of cobalt chloride or chromium chlo-
ride). On the basis of the results obtained from the first stage of the research, the con-
centrations of elements were selected in order to determine the interactions between
them. The cells of the tested cell lines were treated with mixtures of the following com-
pounds: chromium chloride at the concentration of 200 uM and cobalt chloride at the
concentration of 1000 uM or chromium chloride at the concentration of 1000 uM and
cobalt chloride at the concentration of 200 uM in the case of cytotoxicity and geno-
toxicity assays. Additionally, in the mutagenicity assay, the bacterial strains Salmonella
Typhimurium TA98 and TA100 were treated with the mixtures with the same element
concentrations as in the case of cytotoxicity assays. In the cytotoxicity assay at low con-
centrations of both tested compounds, stimulation of cell proliferation was observed.
In higher concentrations, the cell viability decreased for all the tested lines. Afterwards
IC,  values were determined in cytotoxicity assays. Negative effects of chromium chlo-
ride and cobalt chloride were also observed in genotoxicity and mutagenicity assays.
Along with the increase in the concentration of the element, the increase of mutations
were observed. During incubation with chromium chloride at the concentration of
200 puM and cobalt chloride at the concentration of 1000 uM in the cells of all the
analyzed cell lines, antagonism was observed — chromium (III) at the concentration of
200 uM protected from cobalt (II) toxicity. Such observations were made in the case of
genotoxicity and mutagenicity assays. However, in the case of interaction of chromium
chloride at the 1000 M and cobalt chloride at 200 1M, the protective effect of chro-
mium chloride on cobalt chloride was not observed. In this case, synergism between
the studied elements was observed. Chromium(III) in this interaction intensified the
pro-apoptotic activity of cobalt(II).
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WPLYW OLEJKU ETERYCZNEGO Z NASION CZARNUSZKI
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Substancje pochodzenia roslinnego ciesza si¢ w medycynie znacznym zain-
teresowaniem, a wsrod rodlin wymienianych w literaturze wazne miejsce zajmuje
czarnuszka siewna (Nigella sativa). Jest to jednoroczna roslina z rodziny Jaskro-
watych. Jej owoce zrosnigte s3 w mieszek i zawieraja czarne, aromatyczne drobne
nasiona. Z nasion pozyskuje si¢ olej, zawierajacy frakcje tlusta, eteryczng oraz al-
kaloidy, tokoferole, fitosterole, saponiny i flawonoidy. Pozyskiwany olej nazywany
w starozytnosci ,,zlotem Faraonéw” byl uwazany za panaceum na wiele réznych
chordb, zwlaszcza ukladu oddechowego, pokarmowego i sercowo-naczyniowego.
Obserwacje kliniczne wskazuja, ze nasiona i olej z N. sativa moga tagodzi¢ objawy
takich choroéb jak astma, alergiczny niezyt nosa lub reumatoidalne zapalenie sta-
wow. Jednak mechanizm dzialania oleju na uklad odpornosciowy nie jest w petni
poznany.

W niniejszej pracy przedstawiamy wlasciwosci immunomodulacyjne olejku
eterycznego (OE) otrzymanego z nasion czarnuszki siewnej metoda hydrodesty-
lacji. Za pomoca cytometrii przeplywowej analizowano fenotyp, aktywno$¢ proli-
feracyjng oraz podatnos$¢ na apoptoze ludzkich limfocytéw T 0séb zdrowych sty-
mulowanych monoklonalnym przeciwcialem anty-CD3, w obecnosci seryjnych
etanolowych rozcienczen badanego olejku. Uzyskane wyniki wykazaly, ze olej ete-
ryczny z nasion czarnuszki siewnej znaczaco hamowat proliferacje limfocytow T
CD4"i CD8', indukowal §mier¢ komdrek w sposéb zalezny od dawki oraz zmniej-
szal ekspresje antygendw CD28 i CD25 istotnych dla aktywacji limfocytow.

Wyniki wskazuja, ze olejek eteryczny z nasion czarnuszki siewnej ma silne
wlasciwosci immunomodulacyjne, ktére najprawdopodobniej zwigzane sg z za-
wartymi w nim substancjami aktywnymi.
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Recently, substances of plant origin have attracted considerable interest in
medicine, and black cumin (Nigella sativa) has an important place among the
plants mentioned in the literature. It is an annual flowering plant from the Ranun-
culaceae family. Its fruits grow into follicles and contain black aromatic tiny seeds.
Oil is obtained from the seeds containing fixed and essential fractions, alkaloids,
phytosterols, tocopherols, saponins, and flavonoids. In antiquity, this plant called
the “gold of the Pharaohs” was considered a panacea for many different diseases,
particularly respiratory, digestive, and cardiovascular diseases. Clinical observa-
tions indicate that N. sativa seeds and oil can alleviate symptoms of diseases such
as asthma, allergic rhinitis, or rheumatoid arthritis. However, the mechanism of
action of the oil on the immune system is not fully understood.

In this study, we examined the immunomodulatory properties of essential oil
(EO) obtained from the Nigella sativa seeds by hydrodistillation. The phenotype,
proliferative activity, and susceptibility to apoptosis of human T lymphocytes of
healthy people stimulated with anti-CD3 monoclonal antibody in the presence
of serial ethanol dilutions of the tested oil were analyzed by flow cytometry. Our
results showed that EO significantly inhibited the proliferation of CD4* and CD8*
T lymphocytes, induced cell death in a dose-dependent manner, and reduced the
expression of CD28 and CD25 antigens essential for lymphocyte activation.

The results indicate that essential oil from Nigella sativa has potent immuno-
modulatory properties, which are most likely related to the active substances it
contains.
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KOMOREK

MAtGORZATA ZASOWSKA1, PAULINA LASKOWSKA1, ANNA M. NOWAKOWSKAZ, ALEKSAN-
DRA BOREK-DOROSZ?3, MIACIEJ SZYDtOWSKI', MAAtGORZATA BARANSKA>®, KATARZYNA
MAJZNER??, PRZEMYStAW JUSZCZYNSKI', PIOTR MIROWKA"*

TInstytut Hematologii i Transfuzjologii, Zaktad Hematologii Eksperymentalnej, Warszawa

2 Uniwersytet Jagiellonski, Wydziat Chemii, Krakéw

3 Jagiellonskie Centrum Terapii Doswiadczalnej (JCET), Uniwersytet Jagielloriski, Krakéw

* Warszawski Uniwersytet Medyczny, Zaktad Biofizyki, Fizjologii i Patofizjologii, Warszawa

Ostra biataczka szpikowa (AML, ang. acute myeloid leukemia) jest nowotwo-
rem ztosliwym komorek ukladu krwiotworczego pochodzacych od komérek pre-
kursorowych linii mieloidalnej znajdujacych si¢ w szpiku kostnym. Jak dotad nie
jest znana jedna przyczyna AML, znane s3 natomiast genetyczne i srodowisko-
we czynniki, ktore zwigkszajg ryzyko jej wystapienia. W przebiegu AML zawsze
obserwuje si¢ wystepowanie charakterystycznych mutacji w genach takich biatek
jak FLT3, DNMT3, RUNX2, IDH1/2, MLL, CEBPA, NPM1, KRAS, NRAS, KIT,
PTPNI11, TET2iinnych. W niniejszej pracy skupiono sie na mutacji genu FLT3, po-
niewaz nalezy ona do jednych z najczesciej wystepujacych mutacji w AML i uwa-
zana jest za mutacje kierujacg komorki na droge transformacji nowotworowe;.

Jednym z rodzajéw mutacji w genie FLT3 jest wewnatrztandemowa duplika-
cja (FLT3-ITD), wykrywana u okofo 25% chorych i niekorzystnie wptywajaca na
rokowanie. Pierwszy etap niniejszej pracy obejmowal skonstruowanie wektora
lentiwirusowego pozwalajacego wprowadzi¢ do komoérek gen FLT3-ITD. Po wyge-
nerowaniu wektora, drugim etapem bylo otrzymanie komoérek z ekspresja zmuto-
wanego FLT3. W tym celu wykonano transdukcje biataczkowej linii komérkowej
HEL otrzymanym konstruktem.

Nastepnie komorki zostaty zobrazowane przy uzyciu spektroskopii Ramana. Tech-
nika ta, opiera si¢ na wykorzystaniu $wiatla rozproszonego do zdobycia informacji
o drganiach molekularnych, co pozwala na poznanie symetrii i struktury czasteczek
oraz charakterystyke zwiazkow. Dzigki niej mozna zaobserwowac rdéznice ilosciowe
w sktadzie chemicznym komorki, a posrednio zmian na poziomie metabolizmu. FLT3
prowadzi do indukgji szlaku STAT 5 aktywujac onkogen c-MYC, co wplywa na bio-
geneze oraz proliferacje mitochondriéw, majacg swoja manifestacje w obrazie mikro-
skopii ramanowskiej. Zaobserwowane réznice migdzy komoérkami z mutacjg FLT3-
-ITD a komoérkami z genem w formie dzikiej potencjalnie moga zosta¢ wykorzystane
w szybkiej diagnostyce AML.
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Acute myeloid leukemia (AML) is a malignant tumor of hematopoietic cells
derived from myeloid progenitor cells in the bone marrow. Nowadays, there is
not known cause of AML, but there are genetic and environmental factors that in-
crease the risk of its occurrence. In the course of AML, characteristic mutations in
the genes of proteins such as FLT3, DNMT3, RUNX2, IDHI/IDH2, MLL, CEBPA,
NPM1, KRAS, NRAS, KIT, PTPNI1, TET2 and others are always observed. This
work focuses on the FLT3 gene mutation, because it is one of the most common
mutations in AML and is considered to be the mutation directing cells to the path
of tumor transformation.

One type of mutation in the FLT3 gene is internal tandem duplication (FLT3-
ITD), detected in approximately 25% of patients and adversely affecting prognosis.
The first stage of this work involved the construction of a lentiviral vector that
would allow the introduction of the FLT3- ITD gene into cells. After generating
the vector, the second step was to obtain cells expressing the mutant FLT3. For this
purpose, the HEL leukemia cell line was transduced with the obtained construct.

The cells were then imaged using Raman spectroscopy. This technique is based
on the use of scattered light to obtain information about molecular vibrations,
which allows to learn about the symmetry and structure of molecules as well as
the characteristics of compounds. Thanks to it, it is possible to observe quantitative
differences in the chemical composition of the cell and, indirectly, changes at the
level of metabolism. FLT3 induces the STAT 5 pathway by activating the c-MYC
oncogene, which influences the biogenesis and proliferation of mitochondria,
which is manifested in the Raman microscopy image. The observed differences
between cells with the FLT3-ITD mutation and cells with the wild-type gene can
potentially be used in the rapid diagnosis of AML.
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CHOROBY ODZWIERZECE — NOWE WIRUSY I ICH
NIEPRZEWIDYWALNA PATOGENNOSC DLA CZLOWIEKA
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Obserwowane w ostatniej dekadzie zmiany klimatyczne, globalizacja, jak réw-
niez przesuniecia antygenowe, dryft antygenowy, mutacje i zmiany epigenetyczne
s3 najwazniejszymi czynnikami powodujacymi czeste zmiany mikroorganizmow.
Dotyczg one zmian ich wlasciwosci, inwazyjnosci, jak réwniez szybkiego przekra-
czania przez nie barier migdzygatunkowych i zdolnosci adaptacyjnych do nowych
gatunkow. Do patogenow o tak silnych zdolnosciach nalezg wirusy, czego efektem
jest pojawienie sie nowych chordéb o nieprzewidywalnej patogennosci dla zwie-
rzat i czlowieka. Ze znanych ponad 250 zoonotycznych wiruséw ponad 10 stano-
wi obecnie potencjalne najwieksze zagrozenie transferu na czlowieka. Nalezy tu
wymieni¢ obok wirus SARS-CoV-2, wirusy Lassa, Marburg i Ebola, wirus Zika i
Powassan, wirus ospy malpiej, hepewirus zapalenia watroby typu E czy bokawiru-
sy (HBoV, CaBoV1)) ukltadéw oddechowego i pokarmowego dotyczace szczegol-
nie matych dzieci i szczeniat. W ostatnich latach obserwuje si¢ gwaltowny wzrost
liczby (wzrost trzykrotny) choréb wirusowych przenoszonych przez stawonogi
(komary i kleszcze). Zaliczamy do nich tak grozne wirusy jak: Bourbon, Hear-
tland, Keystone czy Oropouche. Wirus Bourbon jest RNA wirusem z rodziny Or-
tomyxoviridae, ktéry spowodowal w latach 2018-2020 liczne zachorowania u ludzi
po ugryzieniu przez kleszcze z objawami wysokiej goraczki, bélami gtowy, miesni
i stawow, wysypka plamisto-grudkows, zapalenie mézgu, a pod koniec choroby
rozwija sie zespdt cigzkiej niewydolnosci oddechowej. Podobne objawy wywotu-
je u ludzi wirus Heartland przenoszony przez kleszcze z rodziny Phanuiviridae
oraz wirus Keystone przenoszony przez komary nalezacy do grupy serologicznej
California Orthobunyavirus (California encephalitis virus). Natomiast wirus Oro-
pouche z rodziny Bunyaviridae przenoszony przez komary powoduje u ludzi tzw.
»goraczke Oropouche” z objawami grypopodobnymi, wysypka, krwawieniem
z nosa i wybroczynami na skorze oraz zapalenie opon i mézgu. W podsumowaniu
nalezy stwierdzi¢, ze pojawiajace si¢ nowe wirusy cechuje mozliwo$¢ reasortacji
genetycznej, przekraczania barier miedzygatunkowych i nasilania zjadliwosci oraz
szybkiego rozprzestrzeniania si¢ na $wiecie.
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Climate change, globalisation, as well as antigenic shifts, antigenic drift, muta-
tions and epigenetic changes, which have been very evident in the last decade, are
the most important factors causing frequent changes in microorganisms. These
concern changes in their properties, invasiveness, as well as their rapid crossing of
interspecies barriers and adaptability to new species. Pathogens with such strong
capabilities include viruses, resulting in the emergence of new diseases with un-
predictable pathogenicity for animals and humans. Of the more than 250 known
zoonotic viruses, more than 10 currently pose the greatest potential threat of trans-
fer to humans. These include the SARS-CoV-2 virus, Lassa, Marburg and Ebola
viruses, Zika and Powassan viruses, monkeypox virus, hepatitis E hepatitis virus
or bacciviruses (HBoV, CaBoV1)) of the respiratory and gastrointestinal tracts,
especially affecting young children and puppies. In recent years, there has been
a sharp increase (threefold increase) in viral diseases transmitted by arthropods
(mosquitoes and ticks). These include such dangerous viruses as Bourbon, Heart-
land, Keystone and Oropouche. Bourbon virus is an RNA virus of the Ortomyx-
oviridae family that has caused numerous human cases in 2018-2020 after a tick
bite with symptoms of high fever, headache, muscle and joint pain, maculopapular
rash, encephalitis, and towards the end of the disease, a severe respiratory distress
syndrome develops. Heartland virus (transmitted by ticks) of the Phanuiviridae
family and the mosquito-borne Keystone virus, which belongs to the serogroup
California Orthobunyavirus (California encephalitis virus), cause similar symp-
toms in humans. The mosquito-borne Oropouche virus of the Bunyaviridae fam-
ily causes so-called “Oropouche fever” in humans with flu-like symptoms, rash,
nose bleeding and petechiae on the skin, as well as meningitis and encephalitis. In
conclusion, it should be stated that emerging new viruses are characterised by the
possibility of genetic reassortment, crossing interspecies barriers and increasing
virulence and rapid spread throughout the world.
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PANDEMIA COVID-19, POZNE KONSEKWENCJE
PSYCHOLOGICZNE. BADANIE POROWNAWCZE
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Trwajaca od konca 2019 roku pandemia COVID-19, postawila przed §wiatem
pierwsza w XXI wieku tak duzy kryzys zdrowotny i nieustajaco odgrywa ogromna
role do dnia dzisiejszego. Mimo uptywajacego czasu, badan nad wirusem SARS-
CoV-2, duzej wiedzy na temat drdg infekcji i przebiegu choroby, a takze dlugo-
trwatych konsekwencji, wcigz poszukujemy odpowiedzi na wiele pytan, a w tym
réwniez o stan psychiczny ludzi. Psychika stanowi jedna ze stref niewatpliwie naj-
bardziej dotknietych przez sytuacje pandemiczng. Wcigz jednak ocena czynnikow
wywolujacych okreslone objawy psychiczne, pozostaje nie w pelni poznana.

Biorac pod uwage powyzsze informacje celem badania byto przeprowadze-
nie retrospektywnego poréwnania, co oznacza, ze uwzgledni on korelacje miedzy
réznymi grupami oséb. Podstawowym celem byla ocena wplywu przebycia infek-
cji wirusem SARS -CoV-2 na stan psychiczny i pojawienie si¢ objawéw psycho-
patologicznych, wzgledem grupy poddanej jedynie kwarantannie. Zbadanie obu
grup, liczacych w sumie okoto 200 os6b w okresie 6 miesiecy po zachorowaniu lub
kwarantannie za pomocg jednakowych narzedzi - kwestionariusza wlasnego, oraz
kwestionariuszy MCQ-30 (Metacognitions Questionnaire- 30), GHQ-12 - (Ge-
neral Health Questionnaire- 12), co pozwolito na rzetelng podstawe do wyciag-
niecia wnioskéw na temat relacji COVID-19- zdrowie psychiczne. Umozliwilo to
zbadanie réznic i autentycznego czynnika wywolujacego zaburzenia psychiczne.
Dzigki temu z wigkszym prawdopodobienstwem przyblizono odpowiedz na py-
tanie, ktore zmienne s3 istotniejszym czynnikiem psychopatologii, a co za tym
idzie odpowiednio przygotowac leczenie, terapie i umozliwi¢ jak najlepsza pre-
wencje. Ponadto homogenny protokdt pozwoli na ograniczenie bledéw zwigza-
nych ze zmiennoscig pytan i czasu ich wykonywania. Wreszcie, charakter przekro-
jowy i skupienie si¢ na objawach trwajacych w perspektywie diugoterminowego
wplywu neuropsychiatrycznego obcigzenia po COVID-19 pozwoli na wylaczenie
czynnikow zwigzanych z bezposrednim czasem trwania infekcji czy kwarantanny.
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The COVID-19 pandemic, which has been ongoing since the end of 2019, has
put before the world the first such a large health crisis in the twenty-first century
and continues to play a huge role to this day. Despite the passage of time, research
on the SARS-CoV-2 virus, extensive knowledge about the routes of infection and
the course of the disease, as well as long-term consequences, we are still looking
for answers to many questions, including the mental state of people. The psyche
is one of the zones undoubtedly most affected by the pandemic situation. Still,
the assessment of the factors causing certain psychological symptoms remains not
fully understood.

Given the above information, the aim of the study was to conduct a retrospec-
tive comparison, which means that it will take into account the correlation between
different groups of people. The main goal was to assess the impact of SARS-CoV-2
infection on mental state and the appearance of psychopathological symptoms,
relative to the group subjected only to quarantine. Examining both groups, total-
ing about 200 people in the period of 6 months after getting sick or quarantine, us-
ing the same tools - a self-questionnaire, and MCQ-30 (Metacognitions Question-
naire- 30), GHQ-12 questionnaires (General Health Questionnaire- 12) , which
allowed for a reliable basis for drawing conclusions about the COVID-19-mental
health relationship. This made it possible to investigate the differences and the au-
thentic trigger for mental disorders. Thanks to this, the answer to the question of
which variables are the most important factor of psychopathology was more likely
to be approximated, and thus properly prepare treatment, therapies and enable the
best possible prevention. In addition, a homogeneous protocol will reduce errors
related to the variability of questions and the time of their execution. Finally, the
cross-cutting nature and focus on symptoms that persist in the perspective of the
long-term impact of the neuropsychiatric load after COVID-19 will allow to ex-
clude factors related to the direct duration of infection or quarantine.
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WYBRANE CYTOKINY/CHEMOKINY JAKO MARKERY
PROGNOSTYCZNE W ZAKAZENIU COVID-19
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Wstep: Wsrod pacjentéow hospitalizowanych z powodu COVID-19 nadal
utrzymuje si¢ wysoki wskaznik $miertelnosci. Dotyczy to zwlaszcza chorych
wymagajacych inwazyjnego wspomagania oddychania. Wczesna identyfikacja
biomarkeréw odpowiadajacych za niekorzystna prognoze leczenia jest waznym
elementem postepowania terapeutycznego.

Cel: Wytypowanie potencjalnych wyznacznikéw odpowiedzi immunologicz-
nej korelujacych z ciezkoscia przebiegu COVID-19.

Material i metody: Badania przeprowadzono na grupie 105 hospitalizowanych
dorostych pacjentéw z COVID-19. Kontrole stanowilto 26 0s6b bez wywiadu w kie-
runku COVID-19. Na podstawie postepu choroby w okresie obserwacji pacjentow
podzielono na dwie grupy: 1. z tagodnymi/umiarkowanymi objawami (tlenotera-
pia z niskimi dawkami tlenu przy uzyciu kaniul nosowych lub masek twarzowych)
i 2. z cigzka niewydolnoscig oddechowg (tlenoterapia donosowa z wysokimi daw-
kami tlenu lub wentylacjg inwazyjna). Do grupy 1 zakwalifikowano 92 pacjentow
z lekkim przebiegiem COVID-19, natomiast do grupy 2 zakwalifikowano 13 pa-
cjentéw z cigzkim przebiegiem COVID-19. We wszystkich grupach oznaczono
stezenie cytokin (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, INFy, IL-17) oraz chemokin (CCL2,
CCL5, CXCL8, CXCL9, XCL10) w surowicy krwi metoda cytometrii przeplywowej
(CytoFlex, Beckman Coulter).

Wyniki: Analiza stezenn wybranych cytokin w surowicy krwi wykazata zwiek-
szone stezenia w zakresie IL-2, IL-6 i IFNy u wszystkich pacjentéw w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. Natomiast stezenie IL-17 byto istotnie podwyzszone wylacznie
u pacjentow z cigzkim przebiegiem COVID-19. W przypadku chemokin: CXCL8,
CXCL9, CXCLI10 zaobserwowano istotny wzrost stezenia u wszystkich pacjentéw
w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Ponadto stezenie chemokiny CXCLIO byto
istotnie wyzsze u pacjentow z cigzkim przebiegiem COVID-19 w poréwnaniu do
pacjentow z lekkim przebiegiem tej choroby.

Whioski: Zaobserwowane zmiany potwierdzaja duzy potencjal IL-17 oraz
CXCLI10 jako markeréw ciezkiego przebiegu COVID-19.

Badania finansowane przez NCBiR w ramach projektu SZPITALE-JEDNO-
IMIENNE/43/2020 oraz przez MEiN w ramach projektu 5/491340/SPUB/SN/2021
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Introduction: There is still the high mortality rate among patients hospital-
ized with COVID-19, especially, in patients requiring invasive ventilatory support.
Early identification of prognostic factors corresponding to unfavourable outcome
is an important part of therapeutic management.

Aim: Identification of potential immune response biomarkers correlating with
COVID-19 severity.

Material and methods: We conducted a study in a cohort of 105 hospitalized
adult patients with COVID-19. 26 individuals without a history of COVID-19 were
used as a control. Based on the disease progression in the follow-up period the
patients were divided into 2 groups: 1. with mild/moderate symptoms (low-dose
oxygen therapy using nasal cannulas or face masks) and 2. with severe respiratory
failure (high-flow nasal oxygen therapy or invasive ventilation). 92 patients with
mild COVID-19 were classified in group 1 and 13 patients with severe COVID-19
were classified in group 2. Serum levels of cytokines (IL-2, IL-4, IL-6, IL 10, TNE,
INFy, IL-17) and chemokines (CCL2, CCL5, CXCL8, CXCL9, XCL10) were deter-
mined in all the groups by flow cytometry (CytoFlex, Beckman Coulter).

Results: Analysis of serum concentrations of selected cytokines revealed
increased levels of IL-2, IL-6 and IFNy in all patients compared to controls. In
contrast, IL-17 levels were significantly elevated only in patients with severe CO-
VID-19. For the chemokines: CXCL8, CXCL9, CXCLI0 significant increases were
observed in all patients compared to controls. In addition, CXCL10 chemokine
levels were significantly higher in patients with a severe COVID-19 in comparison
to patients with a mild course of this disease.

Conclusions: The observed changes confirm the strong potential of IL-17 and
CXCLI10 as markers of severe COVID-19 progression.

Research supported by NCBiR project SZPITALE-JEDNOIMIENNE /43/2020
and project by MEiN under the project 5/491340/SPUB/SN/2021
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Wstep: Limfocyty T regulatorowe (Treg) sa komdrkami odpowiedzialnymi za
wygaszenie odpowiedzi immunologicznej oraz ochrone organizmu przed autoa-
gresja. Ich aktywnos$¢ supresorowa polega na kontakcie bezposrednim z komérka-
mi immunokompetentnymi oraz posrednio poprzez wydzielanie cytokin w tym II-
10 oraz TGF- B. Limfocyty o fenotypie CD4*CD25"CD127" s3 gléwna populacja
z ktorej wywodza si¢ naturalne limfocyty T regulatorowe. Limfocyty B regulatoro-
we, podobnie jak Treg, pelnig funkcje w wygaszaniu odpowiedzi immunologicz-
nej jednak ich rola jest znacznie mniej poznana. Dzialajg one przez wydzielanie
supresorowych cytokin (IL-10, TGF-f), immunoglobulin (IgG4, sialowane IgG)
i granzymow oraz przez bezposredni kontakt miedzykomoérkowy.

Cel: Okreslenie roli limfocytéw regulatorowych w zakazeniu wirusem SARS CoV-2.

Materialy i metody: Wykorzystano prébki pochodzace od 44 pacjentéw ho-
spitalizowanych z powodu COVID-19 oraz 26 oséb bez historii COVID-19 (grupa
kontrolna). Pacjentéw podzielono na dwie grupy na podstawie postepu choroby
w okresie obserwacji. Do pierwszej grupy zakwalifikowano 38 pacjentéw z lekkim
przebiegiem COVID-19 (tlenoterapia z niskimi dawkami tlenu przy uzyciu kaniul
nosowych lub masek twarzowych), natomiast do drugiej grupy zakwalifikowano
6 pacjentdw z ciezkim przebiegiem COVID-19 (tlenoterapia donosowa z wysoki-
mi dawkami tlenu lub wentylacjg inwazyjna). Odsetek limfocytow regulatorowych
oznaczono metodg cytometrii przeptywowej (CytoFLEX, Beckman Coulter).

Wyniki: We wszystkich grupach uzyskano istotne réznice w odsetku limfo-
cytow T regulatorowych posiadajacych wewnatrz komorki ekspresje FoxP3* oraz
limfocytéw B regulatorowych o fenotypie CD19"FoxP3* . U pacjentéw z ciezkim
przebiegiem COVID-19 zaobserwowano znaczny spadek limfocytéw T o fenotypie
CD4*CD25"CD127" bedacych gléwna populacja z ktdrej wywodzg si¢ naturalne
limfocyty Treg.

Whioski: Obnizenie odsetka subpopulacji limfocytow regulatorowych w pota-
czeniu z silnym wzrostem odpowiedzi prozapalnej wydaje sie by¢ gtéwna przyczy-
ng cigzkiego przebiegu zakazenia SARS CoV-2.

Badania finansowane przez NCBiR w ramach projektu SZPITALE-JEDNO-
IMIENNE/43/2020 oraz przez MEiN w ramach projektu 5/491340/SPUB/SN/2021
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Introduction: Regulatory T lymphocytes (Treg) are the cells responsible for
extinguishing the immune response and protecting the body against autoimmune
damage. Their suppressor activity is based on direct contact with immunocom-
petent cells and indirectly through the secretion of cytokines, including I1-10 and
TGEF-B. Lymphocytes with the CD4*CD25"CD127" phenotype are the main pop-
ulation from which natural T regulatory lymphocytes derive. Regulatory B lym-
phocytes, like Treg, play a role in extinguishing the immune response, but their
role is much less understood. They act by secreting suppressor cytokines (IL10,
TGF B), immunoglobulins (IgG4, sialylated IgG), granzymes, and by direct cell-
to-cell contact.

Aim: To determine the role of regulatory lymphocytes in SARS CoV-2 infection

Materials and methods: Samples from 44 patients hospitalized due to COV-
ID-19 and 26 people without a history of COVID-19 (control group) were used.
Patients were divided into two groups based on disease progression during the
follow-up period. The first group included 38 patients with a mild course of COV-
ID-19 (oxygen therapy with low doses of oxygen using nasal cannulas or face
masks), while the second group included 6 patients with a severe course of COV-
ID-19 (nasal oxygen therapy with high doses of oxygen or invasive ventilation).
The percentage of regulatory lymphocytes was determined by flow cytometry
(CytoFLEX, Beckman Coulter).

Conclusions: Decrease in the percentage of regulatory lymphocyte subpopula-
tions combined with a strong increase in the pro-inflammatory response appears
to be the main course of SARS CoV-2 infection.

Research supported by NCBiR project SZPITALE-JEDNOIMIENNE /43/2020
and project by MEiN under the project 5/491340/SPUB/SN/2021
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Wirus SARS-CoV-2 zostal po raz pierwszy zidentyfikowany w Chinach i jest od-
powiedzialny za obecnie trwajacg pandemi¢. W poczatkowym okresie skupiano si¢
jedynie na przypadkach zachorowan u ludzi. Nie mniej z czasem zainteresowanie
przesunglo si¢ na to, jak SARS-CoV-2 wplywa na zwierzeta domowe. Najpopular-
niejszymi zwierzetami towarzyszacymi sg psy i koty, ale coraz wieksza popularnoscia
zaczynajg cieszy¢ sie rowniez fretki. Do tej pory potwierdzono, iz wirus SARS-CoV-2
moze wystepowac posrod tych zwierzat, a do zakazenia najprawdopodobniej docho-
dzi poprzez kontakt z zakazonym wiascicielem. Naszym badanie przeprowadzono
tacznie na 676 zwierzetach (45 fretek, 388 psow i 243 kotdéw) zyjacych na terenie Polski.
Proéby surowic zbierano w okresie: czerwiec-wrzesien 2021 dla fretek i pazdziernik-luty
2021/2022 dla pséw i kotow. Wszystkie surowice byly badane na obecnos¢ przeciwcial
przeciwko SARS-CoV-2 przy uzyciu wielogatunkowego testu ELISA opartego wykry-
waniu domeny wigzacej receptor (RBD) oraz w przypadku préb dodatnich i watpli-
wych dodatkowo wykonano badanie posredniego testu immunofluorescencyjnego
(iIFA).W przypadku fretek ktdre zostaly wiaczone do badania, 29% (13/45) mialo
kontakt z wlascicielami z potwierdzonym zakazeniem SARS-CoV-2. Niemniej jed-
nak u zadnego ze zwierzat nie udalo si¢ wykry¢ przeciwciat specyficznych dla SARS-
-CoV-2, niezaleznie od statusu zakazenia wlasciciela Wyniki te sugeruja, ze zwierzeta
te nie tak fatwo mogg ulec zakazeniu w warunkach naturalnych, nawet po dluzszym
kontakcie z zakazong osoba. W przypadku pozostatych zwierzat okazalo sie, ze 16%
psow i 18,9% kotéw bylto serododatnich. Tak wysoka seroprewalencja po$rod pséw
i kotéw prawdopodobnie zwigzana jest z tym, ze w okresie pobierania prob Polska
znajdowala si¢ w srodku czwartej fali pandemii.
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The SARS-CoV-2 virus was first identified in China and is responsible for the
pandemic currently ongoing. In the early period, the focus was only on human
cases. Over time, no less, interest has now shifted to how SARS-CoV-2 affects
pets. The most common companion animals are dogs and cats, but ferrets are also
starting to become more and more popular. So far, it has been confirmed that the
SARS-CoV-2 virus can occur among these animals and that infection most likely
occurs through contact, with an infected owner. Our study was conducted on a to-
tal of 676 animals (45 ferrets, 388 dogs, and 243 cats) living in Poland. Samples of
sera were collected from June-September 2021 for ferrets and October-February
2021/2022 for dogs and cats. All sera were tested for the presence of antibodies to
SARS-CoV-2 using a multispecies ELISA based on detection of the receptor-bind-
ing domain (RBD), and for positive and doubtful samples, an indirect immunoflu-
orescence assay (ilFA) was additionally performed. For ferrets that were included
in the study, 29% (13/45) had contact owners with confirmed SARS-CoV-2 infec-
tion. However, none of the animals could be detected with SARS-CoV-2-specific
antibodies, regardless of the owner’s infection status. These results suggest that
these animals may not as easily become infected in the natural environment, even
after prolonged contact with an infected person. For other animals, we found that
16% of dogs and 18.9% of cats were seropositive. Such high seroprevalence among
dogs and cats is probably related to the fact that at the time of sampling Poland was
in the middle of the fourth wave of the pandemic.
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Tlenek azotu to endogenny, rozpuszczalny gaz, ktéremu przypisuje si¢ wysoka
aktywno$¢ biologiczng. Zaangazowany zaréwno w procesy fizjologiczne jak i pa-
tofizjologiczne organizmu. Aktywno$¢ tego zwiazku jest wprost proporcjonalne
do stezenia w jakim wystepuje. Regulacja homeostazy uktadu krwionosnego, od-
dechowego, odpornosciowego czy przewodnictwo w uktadzie nerwowym kore-
luje z niskim stezeniem tlenku azotu. Natomiast wysokiemu stezeniu czasteczki
przypisuje si¢ dzialanie prozapalne oraz cytotoksyczne. Za jego aktywnos¢ odpo-
wiedzialne sg syntazy NO, wystepujace w poszczegoélnych izoformach t.j. eNOS-
srédblonkowa, nNOS- neuronalna oraz iNOS- indukowalna. Aktywnos¢ nNOS
warunkuje produkcje wielokrotnie wyzszego stezenia zwigzku w pordéwnaniu
z poprzednimi formami. Jej najwieksza ekspresja zachodzi w pneumocytach, gdzie
za podrednictwem cytokin prozapalnych takich jak IL-6, IL-1B, TNF-a czy INF-y
indukowana jest dziatalnos¢ syntazy. Celem eksperymentu byt pomiar stezen tlen-
ku azotu w wydychanym powietrzu, bedacego wykladnikiem toczacego si¢ pro-
cesu zapalnego w organizmie. Grupe badawcza stanowili mlodzi dorosli-studenci
IT roku kierunku Lekarskiego Uniwersytetu Opolskiego. Grupa badawcza objeta
96 0s6b w wieku miedzy 20 a 30 rokiem zycia, po wczesniejszym wykluczeniu eo-
zynofilowego zapalenia oskrzeli, oskrzelowej astmy alergicznej, astmy niealergicz-
nej, POCHP, dyskinezy rzesek, alergicznego niezytu nosa, okresowych obturacji
oskrzeli oraz przewlektego kaszlu, jak rowniez oséb przyjmujacych przewlekle leki
przeciwzapalne. Badania przeprowadzono z wykorzystaniem aparatu Medisoft
FeNO+. Calos¢ projektu badawczego obejmowata dwukrotne pomiary stezenia
tlenku azotu w wydychanym powietrzu w odstepie 60 dni. Kazdy pomiar skladal
sie z trzech nastepujacych bezposrednio po sobie powtdrzen i ustaleniu $redniej.
Przy drugim pomiarze zaobserwowano spadek stezenia NO u 65% badanych. Po-
wyzsze wyniki wskazujg na przewlekle wystepujacy stan zapalny, ktéry zgodnie
z teorig neuroinflaminacji moze leze¢ u podstaw zaréwno przewleklych choréb
somatycznych jak i psychicznych.



EXISTENCE INFLAMMATORY IN YOUNG ADULTS
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Nitric oxide is an endogenous, soluble gas with high biological activity. De-
pending on the concentration at which it occurs, nitric oxide is involved in both
the physiological and pathophysiological processes, and its activity is directly pro-
portional to this concentration. The regulation of homeostasis of the circulatory,
respiratory and immune systems as well as conductivity in the nervous system
correlate with a low concentration of nitric oxide. On the other hand, a high con-
centration of this molecule is attributed a pro-inflammatory and cytotoxic effect.
Its action is based directly on the activity of NO synthases, among which three iso-
forms should be distinguished: eNOS-endothelial, nNOS-neuronal and inducible
iNOS, which is involved in inflammatory processes. The activity of nNOS deter-
mines the production of a much higher concentration of the nitric oxide compared
to other isoforms. The highest expression of nNOS occurs in pneumocytes, where
synthase expression is enhanced by pro-inflammatory cytokines such as IL-6, IL-
1B, TNF-a and INF-y. The aim of the study was to compare the concentrations of
nitric oxide in the exhaled air, which is an indicator of the ongoing inflammatory
process under various conditions with different health status of the participants of
research project. The research group consisted of young adults - 2nd year students
of the Faculty of Medicine at the University of Opole. The research group included
96 people aged between 20 and 30, after previously excluding eosinophilic bron-
chitis, bronchial allergic asthma, non-allergic asthma, chronic obstructive pulmo-
nary disease, ciliary diskinesis, allergic rhinitis, periodic bronchial obstruction and
chronic cough, as well as people taking chronic medications anti-inflammatory.
The tests were carried out with the use of the Medisoft FeNO + apparatus. The en-
tire research project included two measurements of the nitric oxide concentration
in the exhaled air, 60 days apart. Each measurement consisted of three consecutive
repetitions and determination of the mean. In 65% of respondents, a decrease in
nitric oxide concentration was observed during the second measurement. Results
indicate chronic inflammatory, which in accordance in neuroinflammatory teorie,
based on chronic somatic and psychiatry diseases.
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BADANIA NAD AKTYWNOSCIA CYTOTOKSYCZNA ZWIAZKOW
Z GRUPY FITOALEKSYN NA KOMORKI NOWOTWOROWE
WYWODZACE SIE Z ENTEROCYTOW

ANNA SIEROStAWSKA, ANNA RYMUSZKA
Katolicki Uniwersytet Jana Pawta Il, Wydziat Nauk Scistych i Nauk o Zdrowiu, Katedra Fizjologii Zwie-
rzat i Toksykologii

Choroby nowotworowe s3 jedna z najczestszych przyczyn umieralnosci w Pol-
sce i na $wiecie. Najnowsze statystyki wskazujg, ze w ciggu ostatnich trzydziestu
lat, liczba zachorowan na nowotwory zlosliwe w Polsce wrosta ponad dwukrotnie.
Leczenie systemowe obejmuje chemioterapie, czyli terapi¢ z wykorzystaniem cyto-
statykéw, hormonoterapie, immunoterapie, czy w koncu leczenie celowane.

W ostatnich latach wiele nadziei poklada si¢ w rozwoj nowych terapii bazuja-
cych na substancjach czynnych pozyskiwanych z roslin. Szczegélne miejsce zajmu-
ja fitoaleksyny. Sa to zwiazki organiczne nalezace do izoflawonoiddw, seskwiterpe-
néw, poliacetylenéw i innych grup wytwarzanych przez rosliny w odpowiedzi na
sytuacje stresowa.

Istnieja doniesienia, ze niektére indolowe fitoaleksyny moga wykazywac ak-
tywnos¢ przeciwdrobnoustrojows, przeciwzapalng, antyoksydacyjna, a takze blo-
kowac proliferacje komorek zwierzecych iludzkich. Uwaza sig, ze niektore zwigzki
z tej grupy mogg interferowac z procesami transformacji nowotworowej, w tym
regulowa¢ kontrole cyklu komdrkowego, apoptoze, czy blokowaé rézne szlaki
sygnalizacyjne indukowane w transformowanych komoérkach. Pomiedzy réznymi
zidentyfikowanymi substancjami nalezacymi do fitoaleksyn, szczegélnie interesu-
jace wydaja sie brasynina i kamaleksyna. Celem prezentowanych badan byto okre-
Slenie cytotoksycznosci i selektywnosci obu zwigzkéw wobec komdrek wywodza-
cych sie z przewodu pokarmowego czlowieka. W badaniach wykorzystane zostaty
komorki linii Caco-2 oraz linii CCD-18Co (CRL-1459). Linia Caco-2 to komorki
gruczolakoraka jelita grubego, powszechnie wykorzystywane do m.in. oceny prze-
nikalnosci lekéw, jak réowniez do okreslania cytotoksycznosci réznych substancji.
Jako model odniesienia wybrane zostaly komdrki CCD-18Co, bedace normalny-
mi, ludzkimi fibroblastami, pochodzacymi z okreznicy.

Wykazano dziatanie cytotoksyczne obu zwiazkéw, przy czym wrazliwos¢
obu badanych rodzajow komdrek na zastosowane koncentracje fitoaleksyn byla
odmienna.
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STUDY ON THE CYTOTOXIC ACTIVITY OF COMPOUNDS FROM
THE PHYTOALEXIN GROUP ON TUMOR CELLS DERIVED FROM
ENTEROCYTES

ANNA SIEROStAWSKA, ANNA RYMUSZKA
John Paul Il Catholic University of Lublin, Faculty of Natural Sciences and Health Sciences, Depart-
ment of Animal Physiology and Toxicology

Neoplastic diseases are one of the most common causes of mortality in Poland
and in the world. The latest statistics show that in the last thirty years, the num-
ber of cases of malignant neoplasms in Poland has more than doubled. Systemic
treatment includes chemotherapy;, i.e. therapy with the use of cytostatics, hormone
therapy, immunotherapy, and finally targeted therapy.

In recent years, much hope has been placed on the development of new thera-
pies based on active substances derived from plants. Phytoalexins occupy a special
place. These are organic compounds belonging to isoflavonoids, sesquiterpenes,
polyacetylenes and other groups produced by plants in response to a stressful
situation.

It has been reported that some indole phytoalexins may exhibit antimicrobi-
al, anti-inflammatory and antioxidant activity, as well as block the proliferation
of animal and human cells. It is believed that some compounds from this group
may interfere with neoplastic transformation processes, including regulation of
cell cycle control, apoptosis, or inhibition of various signaling pathways induced in
transformed cells. Among the various identified phytoalexin substances, brasinin
and camalexin seem of particular interest.

The aim of the presented research was to determine the cytotoxicity and selec-
tivity of both compounds towards cells derived from the human gastrointestinal
tract. Cells of the Caco-2 line and the CCD-18Co line (CRL-1459) were used in the
research. The Caco-2 line consists of colorectal adenocarcinoma cells, commonly
used for e.g. drug permeation assessment, as well as to determine the cytotoxicity
of various substances. CCD-18Co cells, which are normal human colon-derived
fibroblasts, were chosen as the reference model.

The cytotoxic activity of both compounds was demonstrated, while the sen-
sitivity of both tested cell types to the applied phytoalexin concentrations varied.
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Infekcje grzybicze wywotane przez drozdzaki z rodzaju Candida stanowig po-
wazny problem zdrowia publicznego. Ze wzgledu na fakt, ze leki przeciwgrzybicze
sa czesto nieefektywne, gdyz drozdzaki wykazuja opornos¢ na stosowane substan-
cje, istnieje palaca potrzeba opracowywania nowych antymikotykéw. Ciekawa
propozycja w tym zakresie sg abiotyczne czasteczki metalokarboranéw. Otwieraja
one mozliwos¢ opracowania nowej klasy zwigzkéw o wysokiej aktywnosci wobec
drozdzakéw z rodzaju Candida, omijajacych znane mechanizmy opornosci. Ba-
daniami objeto szesnascie czasteczek — pochodnych metalokarboranu [COSAN].
Wykazano, ze zsyntetyzowane pochodne sg aktywne wobec kliniczych izolatéw
Candida albicans, a ponadto hamuja wzrost szczepéw opornych wobec powszech-
nie stosowanych lekow przeciwgrzybiczych. Zaobserwowano réwniez, ze jeden
z metalokarborandéw wykazywal synergistyczne dzialanie w potaczeniu z Amfo-
terycyng B. Réwnoczesnie niektdre czasteczki wykazywaty niski poziom toksycz-
noséci wobec mysich fibroblastéw (Balb/3T3), ludzkich komérek nablonkowych
gruczotu piersiowego (MCF10A), oraz embriondw ryb Danio rerio. Przedstawione
wyniki pokazuja przeciwgrzybiczy potencjal metalokarboranéw, ktére moga by¢
powaznie brane pod uwage jako przyszli kandydaci na leki w walce z lekooporny-
mi drozdzakami.



METALLACARBORANE DERIVATIVES AS INNOVATIVE
ANTIFUNGAL AGENTS

KONRAD KUBINSKI', MACIE] MAStYK', MONIKA JANECZKO', WALDEMAR GOLDEMAN?,
ANNA NASULEWICZ—GOLDEMAN3, MATEUSZ PSURSKI3, ALEKSANDRA MARTYNA1, ANNA
BOGUSZEWSKA-CZUBARA4, TOMASZ M. GOSZCZYNSKP®

"The John Paul Il Catholic University of Lublin, Faculty of Natural Sciences and Health, Department
of Molecular Biology, Lublin, Poland

2 Wroctaw University of Science and Technology, Faculty of Chemistry, Department of Organic and
Medicinal Chemistry, Wroctaw, Poland

3 Polish Academy of Sciences, Hirszfeld Institute of Immunology and Experimental Therapy, Labora-
tory of Experimental Anticancer Therapy, Wroctaw, Poland

“Medical University of Lublin, Faculty of Medical Sciences, Department of Medical Chemistry, Lub-
lin, Poland

5 Polish Academy of Sciences, Hirszfeld Institute of Immunology and Experimental Therapy, Labora-
tory of Biomedical Chemistry, Wroctaw, Poland

Infections resulting from Candida species are serious public health problems.
Since systemic antifungals are often ineffective, and additionally fungi can devel-
op resistance to them, there is a growing need for innovative antimycotics. Our
research revealed inorganic, abiotic metallacarobranes as an alternative approach
to antifungal therapy. The compounds can provide opportunities for discovering
new classes of antimycotics with high anti-Candida activity while at the same time
insensitivity to drug resistance development and also low toxicity against human
cells. Sixteen compounds based on metallacarborane cage, cobalt bis-dicarbol-
lide, [COSAN] were studied on a panel of 100 clinical isolates of Candida albi-
cans. Presented data prove that metallacarborane derivatives are effective against
clinical isolates of Candida albicans, even those resistant to systemic drugs, and
show synergistic potential in combination with the antifungal drug Amphotericin
B. In parallel, some novel antifungals show acceptable low toxicity level to normal
murine fibroblasts (Balb/3T3), human mammary gland epithelial cells (MCF10A)
as well as to fish embryos (Danio rerio). The research show that metallacarborane
derivatives has a potential to put up a drug candidate for the future fight against
drug-resistant fungal pathogens.
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Nowotwory sa obecnie druga najpowszechniejsza chorobg i najczestsza
przyczyng zgonoéw na $wiecie. Chemioterapia powoduje czgsto szereg skutkow
ubocznych, dlatego istnieje pilna potrzeba poszukiwania substancji pochodzenia
naturalnego, ktore moga by¢ stosowane jako $rodki przeciwnowotworowe lub che-
moprewencyjne. Zastosowanie roélin jest jedna z najstarszych galezi medycyny,
a substancje pochodzenia roslinnego uzywane sg zaréwno w profilaktyce proble-
moéw zdrowotnych jak i leczeniu choréb przewlektych. Rogatek sztywny (Ceratop-
hyllum demersum L.) jest przykladem makrofitu zanurzonego, wykazujacym uni-
kalne cechy zwigzane ze specyfika jego wystepowania. Doniesienia literaturowe
wskazuja na zastosowanie rosliny jako srodka przeciwbolowego, przeciwgoraczko-
wego, przeciwzapalnego, leczacego wrzody, rany i krwawienia. Biorgc pod uwage
powyzsze wskazania, wykorzystano jego potencjal skupiajac si¢ na potencjalnych
wlasciwo$ciach przeciwnowotworowych. Badania obejmowaly: zbiér roslin i eks-
trakcje, analizy fitochemiczne ekstraktu, ktére ujawnily bogata zawarto$¢ substan-
cji biologicznie czynnych, badania cytotoksyczno$ci wobec szesciu linii komdrek
nowotworowych uktadu pokarmowego, wykazujace istotny wptyw na zywotnos¢
szczegOlnie trzech linii, wskazujac linie gruczolakoraka jelita grubego (SW480)
jako najbardziej wrazliwa oraz ocene toksycznosci na modelu zwierzecym danio
pregowanego (Danio rerio), ktére wykazalo brak lub niskg toksycznos¢ w zakresie
stezen efektywnych wobec komdrek nowotworowych.
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Cancer is the second most common disease and the most frequent cause of
death worldwide. Chemotherapy often cause a number of side effects, therefore,
there is an urgent need to search for substances of natural origin that can be used
as anti-cancer or chemopreventive agents. The use of plants is one of the oldest
branches of medicine, substances of plant origin are applied as both prevention
of health problems and treatment of chronic diseases. Hornwort (Ceratophyllum
demersum L.) is an ex ample of a submerged macrophyte, exhibiting unique prop-
erties related to the specificity of its occurrence. Literature reports indicato the
use of the plant as a pain relieving, antipyretic, anti-inflammatory, curing ulcers,
wounds and bleedings. Given the above indications, we used its potential focusing
on possible anti-cancer properties. Research included: collection of plants and ex-
traction, phytochemical studies of the obtained extract, which revealed rich com-
position of biologically active substances, cytotoxicity studies against six cancer
cell lines derived from digestive system, showing significant impact on viability
of particularly three lines, indicating colorectal adenocarcinona cell line (SW480)
as the most sensitive one and toxicity evaluation on zebrafish (Danio rerio) ani-
mal model, which showed no or low toxicity in the concentration range effective
against cancer cells.
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NOWE MOZLIWOSCI LECZENIA ZAKAZEN CANDIDA ALBICANS
OPARTE NA NATURALNYCH SUBSTANCIACH
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Obecnie gtéwnym problemem w dziedzinie mikologii medycznej jest opor-
no$¢ patogenow grzybowych na leki. W poréwnaniu z antybiotykami przeciw-
bakteryjnymi dostepnos¢ srodkéw przeciwgrzybiczych stosowanych w terapii jest
znacznie mniejsza. Wynika to gléwnie z faktu, ze grzyby sa organizmami eukario-
tycznymi, co zbliza je ewolucyjnie do komdrek ludzkich i ogranicza mozliwosci
pozyskania selektywnych celéw komoérkowych dla lekéw [1].

Ograniczone mozliwosci leczenia choréb grzybiczych spowodowane opor-
noscig stworzyly potrzebe poszukiwania nowych sposobdw na skuteczng terapie.
Rozwigzaniem tego problemu jest identyfikacja nowych czasteczek o aktywnosci
przeciwgrzybiczej skierowanych zaréwno na znane, jak i na nowe cele molekular-
ne komorek patogendw. Alternatywng i efektywna metoda leczenia jest rowniez
terapia skojarzona, polegajaca na taczeniu nowych czasteczek z lekami przeciw-
grzybiczymi w celu zniwelowania efektéw ubocznych i wzmocnienia ich aktyw-
nosci. Skuteczne $rodki przeciwgrzybicze sg czgsto identyfikowane i otrzymywane
z naturalnych zrédetl, w tym gtéwnie z drobnoustrojow i roslin [2].

Niniejsza prezentacja dotyczy aktywnosci naturalnych substancji roslinnych,
emodyny, sylimaryny, bajkaleiny i kwercetyny skierowanej przeciw Candida albi-
cans, ktory jest najczestszym ludzkim patogenem grzybiczym. Zwiazki te zostaly
przebadane wielokierunkowo, a ich aktywnosci $cisle powigzano ze specyficznymi
czynnikami wirulencji drozdzaka, w tym zdolnosci przylegania do komoérek go-
spodarza i powierzchni abiotycznych, tworzenia biofilmu, wydzielania enzymodw
hydrolitycznych oraz zdolnosci do przeksztalcania z drozdzowej do strzgpkowej
formy wzrostu (dimorfizm) [3].
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Nowadays drug resistance of fungal pathogens is a major problem in the field
of medical mycology. Compared to antibacterial antibiotics, the availability of an-
tifungal agents used in therapy is much lower. This is mainly due to the fact that
fungi are eukaryotic organisms, which brings them evolutionarily closer to human
cells and limits the possibility of obtaining selective cellular targets for antifungal
drugs [1].

The limited treatment options for fungal diseases caused by resistance have
created a need to search for new and effective treatments. The solution to this
problem is the identification of new molecules with antifungal activity targeting
both known and new molecular targets of pathogen cells. An alternative and effec-
tive method of treatment is also combination therapy, which consists in combining
new molecules with antifungal drugs in order to eliminate side effects and enhance
their activity. Effective antifungal agents are often identified and obtained from
natural sources, including mostly microbes and plants [2].

This presentation shows the effects of natural plant substances: emodin, sily-
marin, baicalein and quercetin on Candida albicans, which is the most common
human fungal pathogen. These compounds have been studied in many aspects, and
their activity was closely related to specific factors of yeast virulence, including the
ability to adhere to host cells and abiotic surfaces, form biofilm, secrete hydrolytic
enzymes, and convert from yeast to filamentous growth (dimorphism) [3].
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Obecny stan choréb cywilizacyjnych do jakich zalicza sie grzybice jest wypadkowa
narastajacej opornosci mikroorganizméw na dostepne antybiotyki, ale takze ich znaczng
toksycznoscig. W zwigzku z tym zrédlem nowych terapeutykéw z powodzeniem moga
stac sie rosliny. Analiza aktywnosci przeciwgrzybowej ekstraktu z nasion §lazowca pen-
sylwanskiego (Sida hermaphrodita) obejmowala zbadanie wplywu surowego ekstraktu
z nasion, ekstraktu po dializie oraz frakcji ekstraktu zawierajacych zwigzki réznych ma-
sach czasteczkowych na komoérki drozdzy z rodzaju Candida.

Stwierdzono, ze zaréwno surowy ekstrakt z nasion S. hermaphrodita jak i eks-
trakt po dializie statystycznie istotnie obnizal aktywno$¢ metaboliczng komoérek
C. albicans szczepu dzikiego. W przypadku frakcji ekstraktu, najwiekszy spadek
aktywno$ci metabolicznej komoérek drozdzy zanotowano po zastosowaniu frak-
cji zawierajacej zwigzki o masie czasteczkowej przekraczajacej 100 kDa. Analizy
z zastosowaniem technik mikroskopii $wietlnej, fluorescencyjnej, transmisyjnej,
mikroskopii sil atomowych, a takze spektroskopia w podczerwieni wykazaly, ze
ekstrakt z nasion oddziatywal na $ciang¢ komoérkowa drozdzy C. albicans. Potwier-
dzily to zmiany strukturalne w $cianie, wzrost sredniej grubosci $ciany komoérko-
wej w poréwnaniu do komoérek kontrolnych, a takze liczne deformacje powierzch-
ni $ciany drozdzy obserwowane w obrazie mikroskopowym.

Analiza cytotoksycznosci wzgledem fibroblastow skory ludzkiej pozwolita
stwierdzi¢, ze ekstrakt z nasion S. hermaphrodita nie wykazywal dzialania cytotok-
sycznego. Charakterystyka biochemiczna i proteomiczna, wykorzystujaca techniki
spektroskopowe, spektrometryczne oraz elektroforetyczne potwierdzita biatkowo-
-weglowodanowy charakter ekstraktu z nasion $lazowca pensylwanskiego. Analiza
proteomiczna MALDI i EST LC-MS/MS uwidocznita w ekstrakcie typowe dla na-
sion bialka i peptydy o charakterze strukturalnym, zapasowym i enzymatycznym.
W profilu biatkowym ekstraktu oznaczono takze bialka i peptydy o charakterze
przeciwdrobnoustrojowym, zidentyfikowane jako wicyliny oraz biatka transpor-
tujace lipidy.
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The current state of civilization diseases, which include mycoses, is the result of the
growing resistance of microorganisms to the available antibiotics, but also their signif-
icant toxicity. Therefore, plants can successfully become a source of new therapeutics.

The analysis of the antifungal activity of the virgnia mallow seed extract in-
cluded the examination of the effect of the crude seed extract, the extract after di-
alysis and extract fractions containing compounds of different molecular weights
on Candida cells. It was found that both the crude seed extract of S. hermaphrodita
and the extract after dialysis significantly reduced the metabolic activity of wild-
type C. albicans cells.

In the case of the seed extract fraction, the greatest decrease in the metabolic
activity of yeast cells was recorded after the use of the fraction containing com-
pounds with the molecular weight exceeding 100 kDa. Analyzes using light, fluo-
rescence, transmission, atomic force microscopy as well as infrared spectroscopy
showed that the seed extract affects the cell wall of wild-type C. albicans cells. This
was confirmed by structural changes in the wall, an increase in the average thick-
ness of the cell wall compared to the control cells, as well as numerous deforma-
tions of the surface of the yeast wall observed in the microscopic image.

The analysis of the cytotoxicity against human skin fibroblasts showed that the
extract of S. hermaphrodita seeds did not exhibit cytotoxic activity. Biochemical
and proteomic characteristics using spectroscopic, spectrometric, and electropho-
retic techniques, confirmed the protein-carbohydrate character of the extract from
the mallow seeds, with high similarity to the IR spectrum of albumin. Proteomic
analysis using MALDI, and ESI LC-MS/MS revealed in the extract proteins and
peptides of structural, storage and enzymatic nature, that are typical for seeds.
Proteins and peptides with antimicrobial nature, identified as vicillins and lipid
transporting proteins, were also determined in the protein profile of the extract.
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WEASCIWOSCI PRZECIWZAPALNE ROZANECZNIKA ZOLTEGO
(RHODODENDRON LUTEUM SWEET)

LENA tYko, MARTA OLECH, RENATA NOWAK, WOJCIECH ZIEMICHOD
Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Wydziat Farmaceutyczny, Zaktad Botaniki Farmaceutycznej,
ul. Chodzki 1, 20-093 Lublin

Rézanecznik z6ity (Rhododendron luteum Sweet) jest przedstawicielem rodzi-
ny wrzosowatych (Ericaceae) wystepujacym naturalnie w Polsce. Wiedza na temat
sktadu fitochemicznego i aktywnosci biologicznej gatunku jest fragmentaryczna.
Dane etnobotaniczne wskazujg na jego tradycyjne zastosowanie m.in. w choro-
bach o podlozu zapalnym.

Celem niniejszej pracy bylo oznaczenie aktywnosci przeciwzapalnej i antyok-
sydacyjnej szeregu ekstraktow z lisci R. luteum. Dodatkowo zaplanowano otrzy-
manie i analize frakeji polifenolowych z tego materiatu roslinnego, w kierunku
okreslenia ich skladu oraz aktywnosci przeciwzapalnej w warunkach in vitro.

W wyniku badan wskazano typy ekstraktow charakteryzujace si¢ najwyzsza
zdolnoscig do hamowania lipooksygenazy. Byly to wyciagi zawierajace duze ilo-
$ci polifenoli. W kolejnym etapie w wyniku kilkuetapowego frakcjonowania eks-
traktu z lisci rézanecznika otrzymano probki o wysokiej koncentracji wolnych
i zwigzanych kwaséw fenolowych oraz aglikonéw i glikozydow flawonoidowych.
Wszystkie badane probki wykazywaly zdolnos¢ do hamowania enzymdw proza-
palnych: lipooksygenazy (IC,: 0.33 + 0.01-2.96 + 0.06 mg suchego ekstraktu (SE)/
ml) i hialuronidazy (IC,: 78.76 + 2.09 - 429.07 + 31.08 ug SE/ml). Niektore prob-
ki wykazywaty takze zdolno$¢ hamowania cykloksygenazy-1 (IC,: 311.8 + 10.95
ug) i cykloksygenazy-2 (IC,: 53.40 + 5.07; 608.09 + 14.78 ug SE/ml). Zastosowa-
nie chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometriag mas (LC-MS/MS) po-
zwolilo na okreslenie sktadu i zawartosci kwaséw fenolowych oraz flawonoidow
w badanych frakcjach. W najbardziej aktywnych prébkach wykazano obecno$é
znacznych ilo$ci zwigzkow fenolowych o wlasciwosciach przeciwzapalnych takich
jak: kwas kawowy, katechina czy kwercetyna. Dalsze szczegélowe badania sktadu
chemicznego i aktywnosci biologicznej rézanecznika zdttego sa w toku.



ANTI-INFLAMMATORY ACTIVITY OF YELLOW AZALEA
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Rhododendron luteum Sweet is one of the representatives of the Ericaceae fam-
ily occurring naturally in Poland. The knowledge on phytochemical composition
and biological activity of the species is limited. However, ethnobotanical data indi-
cate its traditional use in inflammatory diseases.

The aim of the present study was to determine the anti-inflammatory and an-
tioxidant activity of a series of R. luteum leaf extracts. Additionally, it was planned
to obtain and analyze polyphenolic fractions from this plant material, in order to
determine their composition and in vitro anti-inflammatory activity.

As a result, the types of extracts characterized by the highest ability to inhib-
it lipoxygenase were identified. These were extracts containing high amounts of
polyphenols. In the next step, after several stages of fractionation of rhododendron
leaf extract, samples with high concentration of free and bound phenolic acids, fla-
vonoid aglycones and flavonoid glycosides were obtained. All samples showed the
ability to inhibit pro-inflammatory enzymes: lipoxygenase (IC50: 0.33 + 0.01-2.96
* 0.06 mg dry extract (DE)/ml) and hyaluronidase (IC50: 78.76 + 2.09 - 429.07
+ 31.08 pg DE/ml). Some of the tested samples also showed the ability to inhibit
cyclooxygenase-1 (IC50: 311.8 + 10.95 pg/ml) and cyclooxygenase-2 (IC50: 53.40 +
5.07; 608.09 + 14.78 pg DE/ml). The use of liquid chromatography coupled with
mass spectrometry (LC-MS/MS) allowed to determine the composition and con-
tent of phenolic acids and flavonoids in the fractions. In the most active samples,
the presence of significant amounts of phenolic compounds with anti-inflammato-
ry properties such as caffeic acid, catechin and quercetin was demonstrated.

Further studies on the chemical composition and biological activity of rhodo-
dendron are in progress.
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ZASTOSOWANIE EKSTRAKCJI WSPOMAGANEJ DZIAtANIEM
ENZYMOW CELULOLITYCZNYCH W POZYSKIWANIU
BIOAKTYWNYCH METABOLITOW Z PSEUDOOWOCNI ROZY

WOICIECH ZIEMICHOD, SYLWIA PODSTAWKA, MIATEUSZ GAJOS, MIARTA OLECH
Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Wydziat Farmaceutyczny, Zaktad Botaniki Farmaceutycznej,
ul. Chodzki 1, 20-093 Lublin

Pseudoowocnia rdzy jest surowcem farmakopealnym, spozywczym
i kosmetycznym zawierajacym szereg aktywnych biologicznie metabolitow.
Klasyczne metody ekstrakcji nie pozwalaja wydoby¢ calosci jej aktywnych
skladnikow. Poszukiwane s3 nowoczesne rozwigzania, ktére pozwolg efektywnie
wykorzysta¢ surowiec i wpisuja si¢ w zalozenia tzw. ,zielonej chemii”. Takim
rozwigzaniem moze by¢ zastosowanie ekstrakcji wspomaganej dzialaniem
enzymow celulolitycznych.

Celem pracy byla ocena zastosowania ekstrakcji wspomaganej dziataniem en-
zymow celulolitycznych do zwiekszenia efektywnosci pozyskiwania aktywnych
metabolitéw z pseudoowocni rézy pomarszczonej. Badana byta skuteczno$¢ kilku
typéw enzymow hydrolizujacych (pektynaz i karbohydraz oraz ich mieszanin),
wplyw réznych temperatur i czasu trwania enzymolizy na zawarto$¢ metabolitow
w finalnym wyciggu. Do oceny efektywnosci ekstrakcji wykorzystano analize cal-
kowitej zawartosci polifenoli, flawonoidéw, karotenoidéw oraz ocene aktywnosci
antyoksydacyjnej z wykorzystaniem metod spektrofotometrycznych. Dodatkowo
przeprowadzono szczegélowe oznaczenia zawartosci kwaséw fenolowych i flawo-
noidéw za pomocg techniki LC-ESI-MS/MS.

Wyniki wskazuja, ze zastosowanie ekstrakcji z zastosowaniem enzymow ce-
lulolitycznych powoduje znaczny wzrost masy pozyskiwanego suchego ekstraktu
z pseudoowocni (do 953,04 mg/g suchej masy surowca). Po zoptymalizowaniu
warunkéw procesu (rodzaju enzymu, temperatury oraz czasu enzymolizy) obser-
wowano takze wzrost ilosci wymywanych polifenoli (do 48,26 mg polifenoliz1g
surowca), flawonoidéw (543, 61 pg/g), karotenoidéw (do 39,91 pg/g) oraz aktyw-
nosci antyoksydacyjnej wyciagu. Z zastosowaniem metody LC-MS/MS wykaza-
no obecnos$¢ w ekstraktach charakterystycznych dla surowca kwaséw fenolowych
oraz flawonoidow, okreslajac jak warunki enzymolizy wplywaja na profil tych me-
tabolitow w ekstraktach.
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Rose pseudo-fruit is a pharmaceutical, food and cosmetic raw material con-
taining many biologically active metabolites. Classical extraction methods are not
effective enough to elute all of its active ingredients. New solutions matching the
assumptions of “green chemistry” for the management of natural materials are
being sought. Enzyme-assisted extraction is a developing technique, which seems
to be a promising tool for more efficient exploitation of plant materials.

Therefore, this study aimed to evaluate the use of enzyme-assisted extraction
for increasing the recovery of active metabolites from rose (rugosa rose) hip. The
effectiveness of several types of hydrolysing enzymes (pectinases, carbohydrases
and their mixtures), the influence of different enzymolysis temperatures and dura-
tion on the content of metabolites in the final extracts were investigated. The total
phenolic, flavonoid and carotenoid content, as well as the assessment of antioxi-
dant activity with the use of spectrophotometric methods were determined. Ad-
ditionally, LC-ESI-MS/MS technique was used for detailed analysis of individual
phenolic acids and flavonoids.

It was shown that the use of cellulolytic enzymes causes a significant increase
in the weight of the obtained dry extract (up to 953.04 mg/g dry weight). Under the
optimized conditions (proper type of enzyme, temperature and enzymolysis time),
an increase in the amount of eluted polyphenols (up to 48.26 mg of polyphenols
from 1 g of raw material), flavonoids (543.61 pg/g), carotenoids (up to 39.91 ug/g)
and increased antioxidant activity were observed. LC-MS/MS analysis revealed
the presence of several (characteristic of the rose hip) phenolic acids and flavo-
noids in the extracts. This study has also shown how the enzymolysis conditions
affect the profile of these metabolites in the final samples.
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INNOWACYJNE METODY LECZENIA MDS | AML
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Zespoly mielodysplastyczne (MDS) sa chorobami $miertelnymi, w ktérych
obecnie jedyng szansg na pelne wylecznie stanowi przeszczep komoérek macie-
rzystych. MDS stanowig heterogenna grupe nowotwordw zlosliwych krwiotwor-
czych komorek macierzystych, charakteryzujacych si¢ znaczng zachorowalnoscia
i wysoka $miertelnoscig. Brak skutecznych terapii MDS przyczynia si¢ do wzrostu
$miertelnosci, gtéwnie z powodu zakazen oportunistycznych (70%) i transforma-
cji do ostrej bialaczki szpikowej (AML). Okoto 80% przypadkéw jest rozpoznawa-
nych w grupie oséb powyzej 60 roku zycia (czgs$ciej u mezczyzn). Roczna liczba
zachorowan w Polsce wynosi okolo 2000. Zmiany epigenetyczne s3 funkcjonal-
nie powigzane z MDS. Retinoidy, takie jak kwas all-trans retinowy (ATRA), sa
naturalnymi pochodnymi witaminy A, ktére wykazaty silne dzialanie przeciwno-
wotworowe w typie AML zwanym ostrg biataczka promielocytowa (APL). Jednak
zwiazki te okazaly si¢ nieskuteczne klinicznie w przypadku AML i MDS innych
niz APL. Ten brak odpowiedzi AML na ATRA wynika, przynajmniej cz¢sciowo,
z wylaczenia genéw, ktére w normalnych warunkach sg regulowane przez ATRA,
co powoduje, ze nie reaguja one na ten lek. Do grona tych genéw naleza mediatory
odpowiedzi na ATRA - receptory kwasu retinowego. Nasze badania koncentru-
ja si¢ na innowacyjnych metodach leczenia zespotu mielodysplastycznego i ostrej
bialaczki szpikowe;j.

Finansowanie: OPUS17 nr 2019/33/B/NZ5/02399 wspierany przez Narodowe
Centrum Nauki.
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tUKASZ SZYMANSKI, RAFAL SKOPEK, MALGORZATA PALUSINSKA, SEAWOMIR LEWICKI,
ARTUR ZELENT

Department of Molecular Biology, Institute of Genetics and Animal Biotechnology, Polish Academy
of Science, Postepu 36A, 05-552 Magdalenka

Myelodysplastic syndromes (MDS), are fatal diseases with no curative therapy
outside the context of stem cell transplantation. MDS comprise a heterogeneous
group of clonal hematopoietic stem cell malignancies with significant morbidity and
high mortality. The lack of effective MDS therapies contributes to rising mortality,
mostly due to opportunistic infections (70%) and transformation to acute myeloid
leukemia (AML). About 80 percent cases are diagnosed in a group of people over 60
years of age (more often in men). The annual number of cases in Poland is around
2000. Deregulated epigenetics has been functionally linked to MDS. Retinoids such
as all-trans retinoic acid (ATRA) are natural derivatives of vitamin A that have been
shown to possess potent anti-cancer activities in a type of AML called acute pro-
myelocytic leukaemia (APL). However, these compounds have not been clinically
effective in non-APL AMLs and MDS. This lack of response of AML to ATRA is due,
at least in part, to genes normally targeted by ATRA becoming switched off in a way
that makes them non-responsive to this drug, including its mediators the retinoic
acid receptors. Our studies are focused on innovative approaches for Myelodysplas-
tic Syndrome and Acute Myeloid Leukemia treatment.

Funding: OPUSI7 no. 2019/33/B/NZ5/02399 supported by National Science
Centre.
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HEMOFILIA 1 JEJ ROLA W KONTEKSCIE DOLEGLIWOSCI
KREGOStUPA
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HOFFMAN
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ckie 1, 20-059 Lublin

Hemofilia, ktora jest choroba genetyczng, prowadzi do wystepowania bdlu
stawowego, ktéry ma swoje podloze w zmianach degeneracyjnych stawow. Z uwa-
gi na wylewy krwi, dolegliwosci najczesciej wystepuja w duzych stawach, jak np.
stawy kolanowe lub stawy fokciowe. W praktyce klinicznej oraz w pracach nauko-
wych opisywane sg takze dolegliwosci bélowe kregostupa.

Celem autoréw jest opisanie oraz analiza mechanizmu powstawania dolegli-
wosci bolowych kregostupa, gtéwnie w odcinku ledzwiowym. Autorzy podejmu-
ja sie zwieztego podsumowania najnowszych doniesien naukowych dostepnych
w bazie Cochrane i Pubmed oraz postawienia wnioskéw przydatnych w leczeniu
pacjentow, zapobieganiu chorobie i dolegliwosciom.

Wyniki pracy autoréw moga by¢ przydatne zaréwno w opracowaniu metod
leczniczych, jak i wyznaczeniu nowych celéw diagnostycznych i terapeutycznych.
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AILMENTS
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Haemophilia, which is a genetic disorder, leads to arthritis which has its ori-
gins in degenerative changes of joints. The pain ailments occur mostly in big joints
such as knee or elbow due to haemorrhages. Spine ailments are also described in
clinical practice and in scientific works.

The aim of the authors is to describe and analyse the mechanism of developing
spine ailment mainly in lumbar section. The authors try to briefly summarise the
latest scientific reports available in Cochrane and Pubmed database and they also
draw conclusions useful in treatment of patients and prevention of the disease and
ailments.

Results of the authors’ work may be useful not only in development of treat-
ment methods, but also in setting new diagnostic and therapeutic aims.
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NANOMATERIALY KRZEMIONKOWE ZAWIERAJACE METALE
JAKO POTENCJALNE NOSNIKI SUBSTANCJI AKTYWNYCH
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Nanotechnologia to nowa dziedzina badan, ktérej celem jest projektowanie
i tworzenie struktur w zakresie 1-100 nm, w co najmniej jednym wymiarze. Do
tego rodzaju obiektow nalezg nanoczastki krzemionkowe, ktdre staly sie szczegdl-
nie interesujace dla biomedycyny ze wzgledu na ich unikalne wiasciwosci, ktdre
mozna dostosowac do zaistniatych potrzeb. Atrakcyjnos¢ mezoporowatych nano-
struktur krzemionkowych wynika z faktu, ze ich rozmiar, ksztalt, pole powierzch-
ni, objetos¢ i wielko$¢ porow moga by¢ precyzyjnie regulowane podczas procesu
produkcji. Ponadto no$niki oparte na mezoporowatej krzemionce wykazuja dobra
biokompatybilnos¢ i moga przenosi¢ substancje nierozpuszczalne w wodzie lub
niestabilne w roztworach wodnych. W celu poprawy wiasciwosci przeciwbakte-
ryjnych tych no$nikéw wprowadza si¢ do nich metale, zwlaszcza srebro i miedz
[1]. Zwykle zrédlem tych metali sg azotany. W prezentowanych badaniach zapro-
ponowano inne prekursory metali, ktére pozwalaja uzyska¢ materialy o wysokiej
czystoéci, poniewaz w procesie syntezy rozkladaja sie na nieszkodliwe produkty
lotne. Badane byly tu dwie drogi otrzymywania: metoda hydrotermalna i metoda
impregnacyjna. Ocena efektow cytotoksycznych i draznigcych wykazala, ze mate-
rialy te sg preferowanymi kandydatami do potencjalnych przysztych zastosowan
w medycynie lub kosmetologii jako no$niki substancji aktywnych.

Literatura:
[1] Zhenga, K., Balasubramaniana, P., Patersonb, T.E., Steina, R., MacNeilc, S., Fiorillid, S., Vitale-Bro-
varoned, C., Shepherdb, J., Boccaccinia, A.R., 2019. Materials Science & Engineering C 103: 109764.



METAL-CONTAINING SILICA NANOMATERIALS AS POTENTIAL
CARRIERS OF ACTIVE SUBSTANCES
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Nanotechnology is a novel research field aiming the design, development, and
manipulation of structures in range of 1-100 nm, in at least one dimension. Silica
nanoparticles are included in these types of structures and became particularly
interesting for biomedical field due to their unique properties and easy customiza-
tion. The attractiveness of mesoporous silica nanostructures comes from the fact
that their size, shape, surface area, pore volume and pore size can be precisely reg-
ulated during the production process. In addition, mesoporous silica-based car-
riers exhibit good biocompatibility and can deliver substances that are insoluble
in water or unstable in aqueous solutions. In order to improve the antimicrobial
properties of these carriers, metals are introduced, especially silver and copper [1].
The usual sources of these metals are nitrates. The presented research proposed
other metal precursors. They yield high-purity materials because they decompose
into harmless volatile products during the synthesis process. Two routes of prepa-
ration are being tested: the hydrothermal method and the impregnation method.
Evaluation of cytotoxic and irritant effects showed that these materials are pre-
ferred candidates for potential future applications in medicine or cosmetology as
carriers of active substances.

References:
[1] Zhenga, K., Balasubramaniana, P., Patersonb, T.E., Steina, R., MacNeilc, S., Fiorillid, S., Vitale-Bro-
varoned, C., Shepherdb, J., Boccaccinia, A.R., 2019. Materials Science & Engineering C 103: 109764.
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METABOLITOW SZLAKU KINURENINOWEGO W PLYNACH
USTROJOWYCH CZtOWIEKA

ILONA SADOK*, MAGDALENA STANISZEWSKA#

Katolicki Uniwersytet Jana Pawta I, Wydziat Nauk Scistych i Nauk o Zdrowiu, Instytut Nauk Biolo-
gicznych, ul. Konstantynow 1J, 20-708 Lublin, Polska *ilona.sadok@kul.pl; #magdalena.staniszew-
ska@kul.pl

Szlak kinureninowy (z ang. Kynurenine Pathway, KP), prowadzacy do powsta-
nia dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NAD+), jest gtéwnym szlakiem
metabolicznym tryptofanu, w ktérym tworzy sie wiele aktywnych biologicznie
metabolitow o wlasciwosciach immunomodulacyjnych, przeciwutleniajacych,
neuroprotekcyjnych lub neurotoksycznych. Stan zapalny, infekcje lub stres wply-
waja na katabolizm tryptofanu w ramach KP. Wiele publikacji donosi o zmianach
w stezeniu indywidualnych metabolitow KP w r6znych chorobach, np. neurodege-
neracyjnych, nowotworach, zaburzeniach metabolicznych.

W ostatnich dziesiecioleciach, znaczace udoskonalenia metod ilo$ciowych
i jako$ciowych umozliwiajg jednoczesny pomiar wielu metabolitéw KP w prob-
kach biologicznych réznego pochodzenia. Dokladne oznaczenie indywidualnych
metabolitow KP jest cennym narzedziem w stratyfikacji ryzyka i ocenie poste-
pu choroby, diagnostyce oraz badania odpowiedzi pacjenta na leczenie. Jednak-
ze oznaczenie metabolitow KP w zlozonych matrycach jakich jak tkanki i ptyny
ustrojowe jest wyzwaniem ze wzgledu na ich niskie stezenia, niestabilno$¢ oraz
interferencje pochodzace od innych sktadnikéw prébki. Obecnie chromatogra-
fia cieczowa polaczona z réznymi detektorami (w szczegdlnosci spektrometrami
mas) jest uznanym narzedziem analitycznym w badaniach dotyczacych aktywacji
KP w patogenezie chorob czlowieka. W komunikacie przedstawiamy przyklady
opracowanych w naszym laboratorium metod wykorzystujacych chromatografie
cieczowy ze spektrometrig mas do oznaczania zawarto$ci metabolitow tryptofanu
w plynach ustrojowych (surowicy krwi, plynie otrzewnowym) podczas $ledzenia
zaburzen metabolizmu tryptofanu w raku zotadka i cukrzycy typu 2.

Badania zostaly czesciowo sfinansowane z grantu KUL (kierownik projektu
Ilona Sadok) oraz z Narodowego Centrum Nauki z grantu OPUSI3 (2017/25/B/
NZ4/01198, kierownik projektu Magdalena Staniszewska). Do uzyskania wyni-
kow wykorzystano infrastrukture KUL wspoétfinansowang z Europejskiego Fun-
duszu Rozwoju Regionalnego w ramach Programu Operacyjnego Rozwdj Polski
Wschodniej 2007-2013 (POPW.01.03.00-06-003/09-00).



ANALYTICAL ASPECTS OF QUANTITATIVE DETERMINATION
OF KYNURENINE PATHWAY METABOLITES IN HUMAN BODY
FLUIDS

ILONA SADOK*, MAGDALENA STANISZEWSKA#

The John Paul Il Catholic University of Lublin, Faculty of Natural Sciences and Health, Institute of
Biological Sciences, Konstantynow 1J, 20-708 Lublin, Poland *ilona.sadok@kul.pl; #magdalena.sta-
niszewska@kul.pl

The kynurenine pathway (KP) leading to the production of nicotinamide ad-
enine dinucleotide (NAD+) is a major metabolic route to production of multiple
bioactive metabolites with immunomodulatory, antioxidant, neuroprotective or
neurotoxic properties. Inflammation, infection and stress impact KP catabolism
of tryptophan. Many publications had reported changes in concentrations of dif-
ferent KP metabolites in various disorders like neurodegenerative, metabolic and
cancer diseases.

Significant improvement in quantitative and qualitative methods in the last
decades allows simultaneous measurement of multiple KP metabolites in biolog-
ical samples of different origins. A thorough determination of individual KP me-
tabolites is a valuable tool for risk stratification and assessment of the disease pro-
gression, diagnostics, and response to treatment. However, the determination of
KP metabolites in such complex matrices is challenging because of their trace con-
centrations, instability, or interference of sample components. Nowadays, liquid
chromatography coupled with different detectors (especially mass spectrometric
detectors) is well-recognized analytical tool in research on the evaluation the KP
activation in pathogenesis of human diseases. Here, we present the examples of the
liquid chromatography-mass spectrometry methods developed in our laboratory
for the determination of tryptophan metabolites in body fluids (serum, peritoneal
fluid) to be applied for monitoring of changes in tryptophan metabolism in gastric
cancer and the type 2 diabetes.

The study was partially supported by the internal grant from The John Paul
IT Catholic University of Lublin (principle investigator Ilona Sadok) and by the
Polish National Science Centre, grant OPUSI3 (2017/25/B/NZ4/01198, principle
investigator Magdalena Staniszewska). The results were obtained using the equip-
ment of the John Paul II Catholic University of Lublin in Lublin, Poland, support-
ed by the European Union from European Regional Development Fund under the
Operational Programme Development of Eastern Poland 2007-2013 (agreement
POPW.01.03.00-06-003/09-00).
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OCENA ZWIAZKU POZIOMU EKSPRESJI MRNA CCR6/
CCL20 Z WYBRANYMI REGULATORAMI EPIGENETYCZNYMI
U PACJENTOW Z NIEDROBNOKOMORKOWYM RAKIEM
PLUCA — POSZUKIWANIE BIOMARKEROW PROGRESII

KAMILA BARAN, EWA BRZEZIANSKA-LASOTA
Uniwersytet Medyczny w todzi, Wydziat Lekarski, Katedra Biologii i Mikrobiologii Medycznej, Zaktad
Biomedycyny i Genetyki, ul. Pomorska 251, 92-213 t6dz

Rak pluca charakteryzuje sie niskim wskaznikiem 5-letniego przezycia (6-
13%). Najczeéciej diagnozowanym typem histologicznym tego nowotworu jest
niedrobnokomoérkowy rak ptuca (NDRP). Zle rokowanie zwigzane jest gtéwnie
z diagnostyka pacjentéw w zaawansowanym stadium choroby nowotworowej. Po-
znanie molekularnych mechanizméw w tym epigenetycznych, odpowiedzialnych
za progresje nowotworu pomoze w opracowaniu markeréw diagnostycznych oraz
nowych celéw terapeutycznych.

Materialy i metody: Do badania zakwalifikowano 28 pacjentdéw ze zdiagno-
zowanym NDRP. Calkowite RNA wyizolowano z fragmentéw tkanki guza oraz
tkanki niezmienionej makroskopowo, ktéra stanowi kontrole w badaniu. Poziom
ekspresji badanych genéw CCR6 i CCL20 oraz niekodujacych RNA (ncRNA): miR-
150 i linc000673 oceniono na podstawie metody qRT-PCR w czasie rzeczywistym.

Wyniki: Podwyzszony poziom ekspresji w odniesieniu do kalibratora (RQ>1)
mRNA CCR6, miR-150 i linc000673 oraz obnizony poziom ekspresji (RQ<1)
mRNA CCL20 zaobserwowano zaréwno w tkance guza, jak i w tkance kontrol-
nej. Wyzszy poziom ekspresji mRNA CCL20 i linc000673 oraz nizszy poziom
ekspresji mRNA CCR6 i miR-150 zaobserwowano w tkance guza w poréwnaniu
z tkanka kontrolng (p>0,05, test U Manna-Whitneya). Wykazano dodatnig kore-
lacje pomiedzy poziomem ekspresji mRNA CCL20 oraz linc000673 a wielkosciag
guza (klasyfikacja pTNM). Najnizszy poziom ekspresji mRNA CCR6 oraz miR-
150 zaobserwowano u pacjentéw z cechg T3. Ponadto wykazano ujemng korelacje
pomiedzy poziomem ekspresji mRNA CCR6 oraz miR-150 a stopniem zaawanso-
wania choroby nowotworowej (klasyfikacja AJCC). Najwyzszy poziom ekspresji
linc000673 zaobserwowano u pacjentéw w III stadium zaawansowania nowotwo-
ru (AJCQ).

Whioski: Zmiany poziomu ekspresji mRNA CCR6, a takze czynnikéw regu-
latorowych: miR-150 oraz linc000673 w tkance nowotworowej ptuca moga by¢
uznane jako biomarkery o negatywnej wartosci prognostycznej dla pacjentéw
z NSCLC.



ASSESSMENT OF THE RELATIONSHIP OF CCR6 / CCL20 MRNA
EXPRESSION LEVEL WITH SELECTED EPIGENETIC REGULATORS
IN PATIENTS WITH NON-SMALL CELL LUNG CANCER -
SEARCHING FOR PROGRESSION BIOMARKERS

KAMILA BARAN, EWA BRZEZIANSKA-LASOTA
Medical University of Lodz, Faculty of Medicine, Chair of Medical Biology and Microbiology, Depart-
ment of Biomedicine and Genetics, ul. Pomorska 251, 92-213 t4dz

Lung cancer is characterized by a low 5-year survival rate (6-13%). The most
frequently diagnosed histological type of this cancer is non-small cell lung can-
cer (NSCLC). Poor prognosis is mainly related to the diagnosis of patients in the
advanced stage of disease. Understanding the molecular mechanisms, including
epigenetic, responsible for cancer progression will help in the development of di-
agnostic markers and new therapeutic targets.

Materials and methods: 28 patients diagnosed with NSCLC were qualified for
the study. Total RNA was isolated from fragments of tumor tissue and macroscop-
ically unchanged tissue, which serves as a control in the study. The expression level
of the tested genes CCR6 and CCL20 as well as non-coding RNA (ncRNA): miR-
150 and linc000673 was assessed on the basis of the real-time qRT-PCR method.

Results: Increased expression level in relation to the calibrator (RQ> 1) of
CCR6, linc000673 mRNA and miR-150 and decreased expression level (RQ <1) of
CCL20 mRNA were observed in both tumor and control tissue. Higher expression
level of CCL20 and linc000673 mRNA and lower expression level of CCR6 mRNA
and miR-150 were revealed in tumor tissue compared to control tissue (p> 0.05,
Mann-Whitney U test). A positive correlation was found between the expression
level of CCL20 and linc000673 mRNA and the size of the tumor (pTNM classifi-
cation). The lowest expression level of CCR6 mRNA and miR-150 were observed
in patients with T3 feature. Moreover, a negative correlation was revealed between
the expression level of CCR6 mRNA and miR-150 and the stage of the disease
(AJCC classification). The highest expression level of linc000673 was observed in
patients with III stage of cancer (AJCC).

Conclusions: Changes in the expression level of CCR6 mRNA as well as regu-
latory factors: miR-150 and linc000673 in lung cancer tissue can be considered as
biomarkers with negative prognostic value for NSCLC patients.
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ANTYMETASTATYCZNE WtASCIWOSCI I1ZOTIOCYJANIANOW
(ITCs) W TERAPII NIEDROBNOKOMORKOWEGO RAKA PLUCA
(NSCLC)

JOLANTA KRYCZKA', BEATA KOLESINSKA?, EWA BRZEZIANSKA-LASOTA'

T Uniwersytet Medyczny, Wydziat Lekarski, Katedra Biologii i Mikrobiologii Medycznej, Zaktad Bio-
medycyny i Genetyki, ul. Pomorska 251, 92-213 tédz;

2politechnika tédzka, Wydziat Chemiczny, Instytut Chemii Organicznej, ul. Zeromskiego 116, 90-924
Lédz;

Cel: Ocena antymetastatycznych wlasciwoséci ITCs w terapii przeciwnowotwo-
rowej opartej na cisplatynie w zaawansowanym NSCLC.

Materialy i metody: Linie komdérkowe NSCLC: A549, jej wariant oporny na
cisplatyne A549CisR oraz NCI-H1581. Analize¢ ekspresji genow linii komdrkowych
A549/A549CisR, kodujacych bialka opornosci wielolekowej (z rodziny ABC),
mataloproteinazy (MMPs), dehydrogenaze aldehydowa (ALDH) oraz markerow
przejscia nablonkowo-mezenchymalnego (EMT) dokonano z wykorzystaniem
bazy danych Gene Expression Omnibus NCBI. Wplyw ITCs na: a) poziom bia-
tek ABC, ALDH, MMPs oraz markeréw EMT wykonano metoda Western-blot;
b) wrazliwos$¢ na cisplatyne analizowano testem WST; ¢) zdolnosci migracyjne
komorek oszacowano testem ,,zarastania rysy”; d) aktywnos¢ proteolityczng anali-
zowano za pomocg zymografii in situ. Analiz¢ powinowactwa ITCs do bialek ABC
i ALDH wykonano za pomocg modelowania matematycznego in silico.

Wyniki: Analiza baz danych, wykazata podwyzszony poziom ekspresji mRNA
dla biatek: ABCBI, ABCC1, ABCC4, ABCC6, fibronektyny, wimentyny, N-kadhe-
ryny, ALDH7A1, ALDH3AI oraz MMP-7 i MMP-9 w komoérkach A549CisR. Dane
te zostaly potwierdzone analizag Western-blot. Ponadto komoérki oporne wykaza-
ty wysoki potencjal migracyjny. Modelowanie matematyczne wykazalo wysokie
powinowactwo ITCs do biatek ALDH i ABC. Suplementacja komorek A549CisR
izotiocyjanianami: a) zwigkszyta poziom E-kadheryny, ABCG2, obnizyla ABCCI,
ALDH3ALI b) obnizyla aktywnos¢ proteolityczng c) obnizyla potencjal migracyj-
ny. Ponadto komorki linii A549CisR i NCI-H1581 suplementowane ITCs wykazaly
wyzsza wrazliwos¢ na cisplatyne.

Whioski: ITCs wykazujace silne powinowactwo do bialek ABC i ALDH,
uwrazliwiaja komorki A549CisR i NCI-H1581 na dziatanie cisplatyny, zmniejszaja
ich zdolnosci migracyjne wykazujac wlasciwosci antymetastatyczne. Ponadto, ba-
dane zwigzki przywracajg fenotyp nablonkowy w komoérkach opornych na cisplat-
ne. Syntetyczne analogi ITCs w polaczeniu z cisplatyna wykazuja potencjal tera-
peutyczny w leczeniu raka pluca.



ANTIMETASTATIC PROPERTIES OF ISOTHIOCYANATES (ITCs) IN
THE TREATMENT OF NON-SMALL CELL LUNG CANCER (NSCLC)

JOLANTA KRYCZKA', BEATA KOLESINSKA?, EWA BRZEZIANSKA-LASOTA'

" Medical University of Lodz, Department of Biomedicine and Genetics, 92-213 Lodz, Poland.

% Lodz University of Technology, Faculty of Chemistry, Institute of Organic Chemistry, Zeromskiego
116, 90-924 Lodz, Poland.

Objective: Assessment of antimetastatic properties of the ITCs in cispla-
tin-based anti-cancer therapy of advanced NSCLC.

Materials and methods: NSCLC cell line models: NCI-H1581, A549 and its cis-
platin resistance variant A549CisR. Gene expression analysis of multidrug resist-
ance proteins (ABC family), metalloproteinases (MMPs), aldehyde dehydrogenase
(ALDH) and markers of epithelial-mesenchymal transition (EMT) expressed by
A549 / A549CisR cell lines was performed using the Gene Expression Omnibus
NCBI database. The impact of ITCs on: a) proteins levels of ABC, ALDH, MMPs
and markers of EMT was determined by Western-blot method; b) sensitivity to
cisplatin was analysed by the WST test; ¢) the migration capacity of the cells was
assessed by the wound healing assay; d) proteolytic activity was analysed by in situ
zymography. ITCs affinity analysis to ABC and ALDH proteins were performed
using in silico mathematical modelling

Results: Database analysis showed increased mRNAs expression level of
ABCBI, ABCC1, ABCC4, ABCC®6, fibronectin, vimentin, N-cadherin, ALDH7A1,
ALDH3AIL, MMP-7 and MMP-9 in A549CiR cells. These data were confirmed by
Western-blot analysis. Moreover, resistant cells presented elevated migratory po-
tential. Mathematical modelling revealed high affinity of ITCs to ALDH and ABC
proteins. ITCs supplementation of A549CisR cells: a) increased the level of E-cad-
herin, ABCG2, decreased level of ABCC1, ALDH3AI; b) decreased proteolytic ac-
tivity; ¢) decreased migration potential. Additionally, A549CisR and NCI-H1581
cells supplemented by ITCs presented increased sensitivity to cisplatin.

Conclusion: ITCs presents strong affinity to ABC and ALDH proteins, sensi-
tize A549CisR and NCI-H1581 cells to cisplatin treatment, decrease their migration
capacity, demonstrating antimetastatic properties. Moreover, tested compounds
reverse epithelial phenotype in cisplatin resistance cells. Synthetic analogues of
ITCs as adjuvant to cisplatin presents promising therapeutic potential in treatment
of lung cancer.
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PROFIL MUTACYJNY CHRZESTNIAKOMIESAKOW NA
PODSTAWIE CELOWANEGO SEKWENCJONOWANIA NASTEPNEJ
GENERACII

AGNIESZKA E. ZAIAC', JAKUB PIATKOWSKI?>, PAWEt GOLIK*®, ANNA SZUMERA-CIECKIE-
wicz*®, PAWEt TETERYCZ', ANDRZEJ TYSAROWSKI®, ANNA M. CZARNECKA', PIOTR
RuTkowski'

" Narodowy Instytut Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie Paristwowy Instytut Badawczy, Klinika
Nowotwordw Tkanek Miekkich, Kosci i Czerniakow,

2 Uniwersytet Warszawski, Wydziat Biologii, Instytut Genetyki i Biotechnologii,

3 Instytut Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk,

4 Narodowy Instytut Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie Panstwowy Instytut Badawczy, Zaktad
Patologii i Diagnostyki Laboratoryjnej,

® Instytut Hematologii i Transfuzjologii, Zaktad Diagnostyki Hematologicznej,

5 Narodowy Instytut Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie Panstwowy Instytut Badawczy, Samo-
dzielna Pracownia Diagnostyki Genetycznej i Molekularnej Nowotworow,

7 Instytut Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego Polskiej Akademii
Nauk, Zaktad Farmakologii Doswiadczalnej

Chrzestniakomigsak (ChS) nalezy do grupy miesakéw kosci i jest drugim co
do czestosci ztosliwym pierwotnym nowotworem kosci. Ze wzgledu na rzadkos¢
wystepowania i heterogenno$¢ jego patogeneza jest wcigz malto poznana, a meto-
dy leczenia utrudnione i ograniczone jedynie do leczenia chirurgicznego. Celem
badania byta identyfikacja mutacji wystepujacych w réznych podtypach ChS, mo-
gacych uczestniczy¢ w jego patogenezie.

Materiatem do badan bylo DNA wyizolowane z bloczkéw parafinowych po-
branych od 24 pacjentéw ze zdiagnozowanymi ChS, o réznych podtypach histo-
logicznych (7 G1, 3 G2, 9 G3, 4 odrdznicowane, 1 mezenchymalny). W celu oceny
sygnatur mutacyjnych guza i obcigzenia mutacyjnego (TMB) przeprowadzono
sekwencjonowanie nastepnej generacji z uzyciem panelu Oncomine™ Tumor Mu-
tation Load Assay, obejmujac 409 gendw.

W badanej grupie pacjentéw z ChS $redni poziom TMB byt réwny okoto 4
mutacji/Mb. Wsrdd najczeéciej zmutowanych genéw, byly te zwigzane z prolife-
racja i przezyciem, procesem réznicowania komorek, a takze uczestniczace w re-
modelingu chromatyny. Mutacje IDH1/IDH2 zidentyfikowano w 1/3 przypadkow
(G2, G3, odrdéznicowany). Mutacje PTCHI wykryto w podtypach G3 i odréznico-
wanym, z kolei mutacje SRC, PIK3CA/PIK3CD oraz MTOR, jedynie w mezenchy-
malnym. Dodatkowo jedynie w ChS G3 oraz odréznicowanym zidentyfikowano
mutacje TP53, BCL2, co moze sugerowac ich udzial w progresji nowotworu.



MUTATIONAL PROFILE OF CHONDROSARCOMAS BASED ON
TARGETED NEXT-GENERATION SEQUENCING ANALYSIS

AGNIESZKA E. ZAJIAC', JAKUB PIATKOWSKI?, PAWEt GOLIK>®, ANNA SZUMERA-CIECKIE-
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"Maria Sklodowska-Curie National Research Institute of Oncology, Department of Soft Tissue/Bone
Sarcoma and Melanoma,

2 University of Warsaw, Faculty of Biology, Institute of Genetics and Biotechnology,

3 Institute of Biochemistry and Biophysics Polish Academy of Science,

“Maria Sklodowska-Curie National Research Institute of Oncology, Department of Pathology and
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Chondrosarcoma (ChS) belongs to the group of bone sarcomas and is the sec-
ond most common malignant primary bone tumor. Due to its rarity of occurrence
and heterogeneity, its pathogenesis is still poorly understood and treatment op-
tions are difficult, and limited only to surgery. The aim of this study was to identify
mutations occurring in different subtypes of ChS, which may participate in its
pathogenesis.

The material for the study was DNA isolated from formalin-fixed paraffin-em-
bedded (FFPE) tissue taken from 24 patients diagnosed with ChS, with different
histological subtypes (7 G1, 3 G2, 9 G3, 4 dedifferentiated, and 1 mesenchymal).
Next-generation sequencing, using the Oncomine™ Tumor Mutation Load Assay
genetic panel of 409 genes, was performed to assess tumor mutational signatures
and mutational burden (TMB).

The study group of patients with ChS had an average TMB level of around 4
mutations/Mb. Among the most frequently mutated genes, were those associated
with proliferation and survival, the process of cell differentiation, and those in-
volved in chromatin remodeling. IDHI/IDH2 mutations were identified in 1/3 of
cases (G2, G3, and dedifferentiated). Moreover, PTCHI mutations were detected
only in the dedifferentiated and G3 subtypes of ChS, whereas mutations in SRC,
PIK3CA/PIK3CD and MTOR genes were observed only in the mesenchymal sub-
type. In addition, TP53 and BCL2 mutations were identified only in G3 and dedif-
ferentiated ChSs, which may suggest their involvement in tumor progression.
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PROFIL MOLEKULARNY MIESAKOW TKANEK MIEKKICH

KLAUDIA BOBAK', ANDRZEJ TYSAROWSKI>, MATEUSZ J. SPAtEK', ANNA SZUMERA-
-CIECKIEWICZ>*, KAMIL SOKOt3, MICHAt WAGRODZKIP, HANNA KOSEtA-PATERCZYK',
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Kosci i Czerniakow, Warszawa,
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toryjnej, Warszawa,

#Instytut Hematologii i Transfuzjologii, Zaktad Diagnostyki Hematologicznej, Warszawa,

® Instytut Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego Polskiej Akademii
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Wstep: Miesaki tkanek migkkich (MTM) sa duzg grupa heterogennych nowo-
tworow i stanowig ok. 1-2% guzoéw litych u dorostych. Celem badania byla ocena
zmian genetycznych w miesakach i odkrycie nowych potencjalnych celow tera-
peutycznych w leczeniu MTM.

Materialy i metody: Przeanalizowano probki biopsji 20 pacjentéw sprzed le-
czenia, ktérzy wzieli udziat w badaniu klinicznym II fazy (NCT03989596), w tym
10 pacjentéw z niezréznicowanym migsakiem pleomorficznym (UPS), 1 pacjent
z mie$niakomigsakiem gladkokomoérkowym (LMS), 5 pacjentéw z widkniako-
miesakiem $luzowatym (MFS), 1 pacjent z tluszczakomigsakiem pleomorficznym
(PLPS), 1 pacjent z odréznicowanym tluszczakomigsakiem (DDLPS), 1 pacjent ze
ztosliwym guzem oslonek nerwéw obwodowych (MPNST) i 1 pacjent z miesa-
kiem miogennym. Do sekwencjonowania nowej generacji uzyto zestawu Illumina
NGS TruSight Oncology 500.

Wyniki i wnioski: Analizowana grupa wykazala niskie obcigzenie mutacyj-
ne guza i brak niestabilnosci mikrosatelitarnej. W czterech przypadkach (LMS,
MEFS, DDLPS) wykazano wysoki poziom amplifikacji (liczba kopii > 6) genu
MDM2, w tym w jednym przypadku (DDLPS) wykryto réwniez wysoki poziom
amplifikacji genu CDK4. Utrat¢ genu PTEN stwierdzono w czterech przypadkach
(UPS, MES, PLPS). Utrate genu PTEN w PLPS odkryto po raz pierwszy. W dwdch
przypadkach (LMS, MES) stwierdzono fuzje genéw PRUNE2/NTRK2. W trzech
innych przypadkach stwierdzono mutacje genu TP53 - dwie rdézne substytucje
w MEFS i PLPS, a takze jedng mutacje intronowg w UPS. Ponadto w dwoch od-
dzielnych przypadkach (MPNST) wykryto dwie rézne patogenne substytucje genu
NF1. W MTM apoptoza, cykl komérkowy i szlaki proliferacyjne ulegaja deregula-
cji. Uzyskane wyniki moga wskazywac nowe cele terapeutyczne w leczeniu MTM.



MOLECULAR PROFILE OF SOFT TISSUE SARCOMAS
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Background: Soft tissue sarcomas (STS) are a large group of heterogeneous ne-
oplasms and represent approximately 1-2% of adult solid tumors. The study aimed
to assess genetic changes in sarcomas that may be potential therapeutic targets in
STS treatment.

Materials and methods: We analysed core biopsy samples of 20 patients be-
fore treatment who participated in a phase II clinical trial (NCT03989596) includ-
ed 10 patients with undifferentiated pleomorphic sarcoma (UPS), 1 patient with
leiomyosarcoma (LMS), 5 patients with myxofibrosarcoma (MFS), 1 patient with
pleomorphic liposarcoma (PLPS), 1 patient with dedifferentiated liposarcoma
(DDLPS), 1 patient with malignant peripheral nerve sheath tumour (MPNST) and
1 patient with myogenic sarcoma. For Next-Generation Sequencing (NGS) Illumi-
na NGS TruSight Oncology 500 kit was used.

Results and conclusions: The analyzed group reported a low Tumor Muta-
tional Burden and no microsatellite instability. In four cases (LMS, MFS, DDLPS),
high-level amplification (copy number > 6) of the MDM2 gene was identified and
also in one of those cases (DDLPS), a high-level CDK4 amplification was detect-
ed. Loss of the PTEN gene was found in four cases (UPS, MFS, PLPS). For the
first time, we report PTEN loss in PLPS. In two cases (LMS, MFS), fusions of the
PRUNE2/NTRK2 genes were found. In three other cases, the TP53 gene muta-
tions were reported — two various substitutions in MFS and PLPS, as well as one
intronic mutation in UPS. Also, two different pathogenic substitutions of the NFI
gene were detected in two separate cases (MPNST). Cell cycle, apoptosis, and pro-
liferation pathways are deregulated in STS. The obtained results may indicate new
therapeutic targets in the treatment of STS.
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WPLYW ZWIAZKOW MALOCZASTECZKOWYCH

O CHARAKTERZE EPIGENETYCZNYM W KOMBINACII Z ATRA NA
AKTYWACIE SZLAKU SYGNALtOWEGO KWASU RETINOWEGO:
BADANIE PRZESIEWOWE

RAFAt SKOPEK, MIAtGORZATA PALUSINSKA, tUKASZ SZYMANSKI, ARTUR ZELENT
Zaktad Biologii Molekularnej, Instytut Genetyki i Biotechnologii Zwierzat PAN, Postepu 36A, 05-552
Magdalenka, Polska

Ostra biataczka szpikowa jest heterogennym nowotworem zlosliwym ukla-
du krwiotwdrczego, spowodowanym zahamowaniem réznicowania, nadmierna
proliferacja i akumulacja w szpiku kostnym niedojrzatych komorek blastycz-
nych pochodzenia progenitorowego. Obecnie ostra bialaczka promielocytowa
(APL) jest jedynym uleczalnym podtypem AML. Leczenie kwasem all-trans re-
tinowym (ATRA), metabolitem witaminy A, jest dopuszczone do stosowania
w terapii réznicujacej APL. Z jakiego§ powodu wplyw ATRA na réznicowanie
komérek AML poza APL jest zahamowany i sugerujemy, ze mozna go odwrocic
przez zastosowanie ATRA w polaczeniu z epigenetycznie aktywnymi zwigzkami
maloczasteczkowymi.

W tym celu wprowadzono konstrukt p-GreenFire-RARE do komdrek
HEK293 w celu zbadania aktywacji szlaku kwasu retinowego w odpowiedzi na
ATRA i zwiazki maloczasteczkowe o charakterze epigenetycznym. W ten sposéb
moglismy ilosciowo zmierzy¢ fluorescencje¢ spowodowang aktywnoscig lucyferazy
po aktywacji RARE. Nastepnie przeprowadziliémy test aktywnosci lucyferazy, aby
sprawdzi¢ wplyw zwiazkéw matoczasteczkowych w polaczeniu z ATRA na szlak
kwasu retinowego.

Ostatecznie przebadalismy ponad 600 zwigzkow, ktére w potaczeniu z ATRA
moga prowadzi¢ do epigenetycznego roznicowania komorek biataczki do fizjo-
logicznych komoérek krwi. Badania te umozliwig zidentyfikowanie nowych prze-
ciwnowotworowych celow terapeutycznych, w szczegolnosci opracowanie nowych
kombinacji lekéw epigenetycznych.

Finansowanie: projekt OPUSI7 nr. 2019/33/B/NZ5/02399 finansowany przez
Narodowe Centrum Nauki.



EFFECT OF SMALL EPIGENETIC MOLECULES IN COMBINATION
WITH ATRA ON THE RETINOIC ACID SIGNALING PATHWAY
ACTIVATION: A SCREENING STUDY

RAFAt SKOPEK, MIAtGORZATA PALUSINSKA, tUKASZ SZYMANSKI, ARTUR ZELENT
Department of Molecular Biology, Institute of Genetics and Animal Biotechnology, Polish Academy
of Science, Postepu 36A, 05-552 Magdalenka, Poland

Acute myeloid leukemia is a heterogenic malignant neoplasm of the hemato-
poietic system caused by differentiation inhibition, excessive proliferation, and
accumulation of a myeloid progenitor-derived immature blast cells in the bone
marrow. Currently, only acute promyelocytic leukemia (APL) is the only curable
subtype of AML. Treatment with all-trans retinoic acid (ATRA), vitamin A metab-
olite, is approved for use in APL differentiation therapy. For some reason, the effect
of ATRA on non-APL AML blast differentiation is blocked, and we suggest that
it may be reversed by the use of ATRA in combination with epigenetically active
small molecules.

We introduced p-GreenFire-RARE construct into the HEK293 cells to exam-
ine activation of retinoic acid pathway in response to ATRA and small epigenet-
ic molecules. Thus, we could quantitatively measure fluorescence and luciferase
activity after RARE activation. Subsequently, we carried out a luciferase assay to
check the influence of small molecules in combination with ATRA on the retinoic
acid pathway.

In the end, we screened over 600 compounds, that combined with ATRA
may lead to epigenetically driven differentiation of leukemia cells to physiological
blood cells. These studies will identify new targets for anti-cancer therapies, in
particular development of new epi-drugs.

Funding: project OPUSI17 no. 2019/33/B/NZ5/02399 supported by National
Science Centre.
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WPLYW KSANTOHUMOLU NA UKtAD IMMUNOLOGICZNY

MAtGORZATA WROBEL, JOANNA MAEACZEWSKA, EDYTA KACZOREK-t UKOWSKA, ANDRZEJ
KRZYSZTOF SIWICKI
Uniwersytet Warminsko-Mazurski, Katedra Mikrobiologii i Immunologii Klinicznej, 10-917 Olsztyn,
ul. Oczapowskiego 13

Chmiel (Humulus lupulus L.) jest stosowany od wiekéw w przemysle spo-
zywczym, gléwnie do produkcji piwa, jako dodatek poprawiajacy aromat i smak
oraz wywierajacy dzialanie konserwujace. Jedng z aktywnych substancji obecnych
w szyszkach chmielu jest prenyloflawonoid, ksantohumol (XN). Pomimo, iz zwig-
zek ten znany jest od dawna, nadal trwajg intensywne badania nad jego potencjal-
nym zastosowaniem w medycynie.

Obecnie badania nad terapeutycznym zastosowaniem ksantohumolu skupiaja
sie gléwnie na immunologii nowotworéw. Posrednio hamuje on fosforylacje kina-
zy biatkowej B (Akt), ktdra jest waznym aktywatorem szlaku czynnika jadrowego
kB (NF-kB). Inhibicja NF-kB wplywa korzystnie np. na hamowanie wzrostu ko-
morek nowotworowych oraz angiogeneze, m.in. w przewleklej bialaczce szpikowej
(CML). Ksantohumol indukuje apoptoze, zalezng i niezalezng od kaspazy, obniza
aktywno$¢ topoizomerazy I, hamuje produkcje tlenku azotu (NO) oraz prosta-
glandyny E2. Zwiazek ten wykazuje ponadto potencjal przeciwzapalny oraz che-
moprewencyjny poprzez oddziatywanie na czasteczki kluczowe w kancerogenezie,
takie jak np. cyklooksygenaza indukowana (COX2), co prowadzi do zmniejszenia
produkcji PGE2 oraz zahamowania migracji komoérek nowotworowych. Ksan-
tohumol indukuje réwniez dysmutaze ponadtlenkowg (SOD), enzym odpowie-
dzialny za detoksykacje reaktywnych form tlenu (ROS), powstajacych w stanach
patologicznych. Istotne jest réwniez regulowanie rownowagi limfocytéow Th1/Th2
przez ksantohumol w modelu nowotworowym, poprzez jego wplyw na zwigksze-
nie ekspresji czynnika transkrypcyjnego T-bet i ostabienie ekspresji GATA-3. Po-
woduje to przesunigcie réwnowagi w kierunku populacji Thl, odpowiedzialnej za
odpornos¢ komoérkowa organizmu, kluczowa w walce z nowotworami.

Wiele wiasciwosci ksantohumolu zostato juz opisanych, nadal jednak pewne
mechanizmy oddziatywania tego zwigzku na organizm pozostaja niejasne. Dopre-
cyzowanie mozliwosci realnego zastosowania ksantohumolu, zar6wno w medycy-
nie ludzkiej jak i weterynaryjnej, wymaga przeprowadzenia gruntownych badan
przedklinicznych.



EFFECT OF XANTHOHUMOL ON THE IMMUNE SYSTEM
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Hops (Humulus lupulus L.) have been used for centuries in the food industry,
mainly in beer production. Its addition to this drink provides a better aroma and
flavor and exerts a preservative effect. One of the active substances present in this
plant is xanthohumol (XN), which is a prenylflavonoid found in hop cones. Al-
though this compound has been known for many years, research on its potential
application in various branches of medicine is still developing rapidly.

Currently, research on the therapeutic application of xanthohumol is focused
mainly on cancer immunology. It indirectly inhibits the phosphorylation of pro-
tein kinase B (Akt), which is an important activator of the nuclear factor kB (NF-
kB) pathway. Inhibition of NF-kB has beneficial effects, e.g., on tumor cell growth
inhibition and angiogenesis in chronic myeloid leukemia (CML). Xanthohumol
induces caspase-dependent and -independent apoptosis, decreases topoisomerase
I activity, and inhibits nitric oxide (NO) and prostaglandin E2 production. The
compound also shows anti-inflammatory and chemopreventive potential by acting
on molecules crucial in carcinogenesis, such as inducible cyclooxygenase (COX2),
leading to decreased PGE2 production and inhibition of tumor cell migration.
Xanthohumol also induces superoxide dismutase (SOD), an enzyme responsible
for detoxifying reactive oxygen species (ROS) formed in pathological states. The
regulation of the Th1/Th2 lymphocyte balance by xanthohumol in a cancer model
is also important, through its effect on increasing the expression of the transcrip-
tion factor T-bet and attenuating the expression of GATA-3. This shifts the balance
toward the Thl population, responsible for the body’s cellular immunity, crucial in
the fight against cancer.

Many properties of xanthohumol have already been described, but still, some
mechanisms of action of this compound on the body remain unclear. Clarifying
the possibility of real applications of xanthohumol, both in human and veterinary
medicine, requires thorough preclinical studies.
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IDENTYFIKACJA NISKOCZASTECZKOWYCH POLIPEPTYDOW
PRZECIWDROBNOUSTROJOWYCH W HEMOLIMFIE LARW
GALLERIA MELLONELLA PO ZAKAZENIU BAKTERIAMI
PSEUDOMONAS ENTOMOPHILA

MICHAt SULEK', PAWEE MAK% JAKUB KORDACZUK', JUSTYNA SMIALEK?, IWONA WOIDA!

T Uniwersytet Marii Curie Sktodowskiej w Lublinie, Instytut Nauk Biologicznych, Katedra Immuno-
biologii

2 Uniwersytet Jagiellonski, Krakéw, Wydziat Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii, Zaktad Biochemii
Analitycznej

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe (ang. antimicobial peptides - AMPs) to grupa
polipeptydéw bedaca efektorami wrodzonych mechanizméw odpornosciowych wszyst-
kich organizméw zywych. AMPs charakteryzuje przede wszystkim szerokie spektrum
dziatania przeciwdrobnoustrojowego oraz brak powszechnej opornosci mikroorgani-
zmow na te czasteczki. Z uwagi na to, upatruje si¢ w nich kandydatéw do opracowania
lekéw nowej generacji. Barciak wigkszy Galleria mellonella, ktéry w $rodowisku natu-
ralnym jest szkodnikiem pasiek, w warunkach laboratoryjnych doskonale sprawdza si¢
jako organizm modelowy. Z uwagi na m.in. krétki cykl zyciowy, tatwos¢ hodowli oraz
poznany genom, G. mellonella stanowi bardzo dobry model doswiadczalny w badaniach
interakcji gospodarz-patogen, réwniez z wykorzystaniem patogenow ludzkich. Co wie-
cej, owady sg $wietnym zrodlem AMPs. Celem badan referowanych w niniejszym donie-
sieniu byta identyfikacja malych bialek obecnych w hemolimfie gasienic Galleria mello-
nella po zakazeniu bakteriami Pseudomonas entomophila metoda iniekcji do hemocelu.
W tym celu, z hemolimfy owadéw zdrowych i zakazonych, wyodrebniono frakgje biatek
o matych masach, ktére postuzyly jako materiat do analizy technika wysokocisnienio-
wej chromatografii cieczowej z odwréconymi fazami (RP-HPLC). Po przeprowadzonej
analizie pordwnawczej chromatogramoéw wybrano piki, ktorych pola najbardziej rézni-
ly sie miedzy grupami owaddéw. Charakterystyczne frakcje odpowiadajace wyselekcjo-
nowanym pikom zebrano i poddano rozdzialowi elektroforetycznemu celem analizy
densytometrycznej, a nastepnie zidentyfikowano metoda degradacji Edmana. Wsro6d
zidentyfikowanych biatek, ktorych synteza indukowana byla zakazeniem, znalazt sie sze-
reg znanych AMPs, jak réwniez nowe, niescharakteryzowane zwigzki. Uzyskane wyniki
badan pozwolily na jakosciowe okreslenie czesci proteomu zaangazowanego w reakcje
odpornosciowg owadow, jak rowniez stanowig wazny element w poszukiwaniu nowych
peptydéw przeciwdrobnoustrojowych.

Podzigkowania: Pseudomonas entomophila uzyskano dzigki uprzejmosci dr Fride-
rica Boccarda (CNRS, Francja), ktérego grupa wyizolowala ten szczep w Gwadelupie.
Badania finansowane przez NCN w ramach projektu OPUS 2020/37/B/NZ6/00167.



IDENTIFICATION OF LOW MOLECULAR WEIGHT
ANTIMICROBIAL POLYPEPTIDES IN THE HEMOLYMPH OF
GALLERIA MELLONELLA LARVAE AFTER INFECTION WITH
PSEUDOMONAS ENTOMOPHILA
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Antimicrobial peptides (AMPs) are a group of polypeptides that are effectors
of innate immune mechanisms in all living organisms. AMPs are primarily char-
acterized by a broad spectrum of antimicrobial activity and the lack of widespread
resistance of microorganisms to these molecules. Therefore, they are seen as can-
didates for the development of new-generation medicine. The greater wax moth
Galleria mellonella, which is a pest of apiaries in the natural environment, is an
excellent model organism in laboratory conditions. Due to its short life cycle, ease
of breeding, and known genome, G. mellonella is a very good experimental model
in the study of host-pathogen interactions, also with the use of human pathogens.
Moreover, the insects are a great source of AMPs. The aim of the research was to
identify low molecular weight proteins present in the hemolymph of Galleria mel-
lonella larvae after intrahemocoelic infection with Pseudomonas entomophila. For
this purpose, a fraction of low molecular weight polypeptides was isolated from the
hemolymph of healthy and infected insects, which served as material for analysis
using the reversed-phase high-pressure liquid chromatography (RP-HPLC) tech-
nique. After the comparative analysis of the chromatograms, peaks whose fields
exhibited the greatest differences among the groups of insects were selected. Char-
acteristic fractions corresponding to the selected peaks were collected, subjected
to electrophoretic separation for densitometric analysis, and identified by Edman
degradation. Among the identified proteins the synthesis of which was induced
by infection, there were a number of known AMPs as well as new uncharacterized
compounds. The research results allowed the qualitative determination of the part
of the proteome involved in the insect immune response and are important data in
the search for new antimicrobial peptides.

Acknowledgement: Pseudomonas entomophila is a kind gift from dr Frideric
Boccard (CNRS, France), whose group isolated this strain in Guadelupe. Research
financed by the National Science Center, project number 2020/37/B/NZ6/00167
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PERSPEKTYWY WYKORZYSTANIA METALOKARBORANOW
W NAUKACH BIOLOGICZNYCH

MICHALINA GOS
Polska Akademia Nauk, Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda, Labo-
ratorium Chemii Biomedycznej

Klastery boru, wlaczajac w to metalokarborany, sg czasteczkami zyskujacymi
obecnie coraz wigksze zainteresowanie wéréd naukowcow zajmujacych sie zaréw-
no chemig, jak i biologia oraz medycyng. Klastery boru to abiotyczne, zsyntezowa-
ne calkowicie przez cztowieka czasteczki stworzone gtéwnie z atoméw boru oraz
wodoru lub jak w przypadku metalokarboranéw — réwniez z atoméw wegla oraz
metali takich jak kobalt czy zelazo. Ich zadziwiajace wlasciwosci, miedzy innymi
niespotykana stabilno$¢ fizyczna i termiczna, nietypowy amfifilowy charakter oraz
podatnos¢ na réznego rodzaju modyfikacje sprawiaja, Ze staja si¢ one przedmio-
tem badan w coraz to liczniejszych dziedzinach. Jedng z nich jest terapia borowo-
-neutronowa (BNCT), w ktdrej klastery boru stanowig no$nik izotopu B do ko-
morek nowotworowych. W naszych badaniach koncentrujemy si¢ natomiast na
badaniu metalokarborandw, w szczegolnosci pochodnych [COSAN] -u zlozonego
z centralnie polozonego kationu kobaltu(III) oraz dwdch klatek karbolidowych,
réwniez w dziedzinie nowotwordw, aczkolwiek pod katem zastosowania tych cza-
steczek jako samodzielnych lekéw o potencjale przeciwnowotworowym.

Czerpigc z badan potwierdzajacych mozliwos¢ przenikania blon biologicz-
nych przez [COSAN] oraz udowadniajacych jego specyficzne wigzanie do po-
szczegolnych bialek (takich jak proteaza HIV czy anhydraza weglanowa IX), za-
planowali$my badania, w ramach ktérych bedziemy poszukiwa¢ molekularnego
podloza przeciwnowotworowej aktywno$ci metalokarboranéw na szerokim pane-
lu ludzkich linii nowotworowych oraz potencjalnego synergizmu tych czasteczek
z klinicznie stosowanymi cytostatykami. W tym celu wykonamy standardowe te-
sty zahamowania proliferacji metodami SRB oraz MTT, wyznaczymy poziom tok-
sycznosci tych zwigzkow, a nastepnie poszerzymy zakres wykonywanych ekspery-
mentéw o testy badajace mechanizmy komoérkowe. Poszukiwanie molekularnych
podstaw specyficznych wlasciwosci przeciwnowotworowych, przy jednoczesnej
mozliwosci konstruowania pochodnych metalokarboranéw o zwigkszonym dzia-
taniu tego typu, moze stanowi¢ podstawe do wprowadzenia tych nietypowych abio-
tycznych czasteczek w dziedziny projektowania lekéw oraz onkologii klinicznej.
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PROSPECTS FOR METALLACARBORANES’ EMPLOYMENT IN
BIOLOGICAL STUDIES
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Boron clusters, including metallacarboranes, are molecules gaining recently
more and more interest amongst scientists from not only chemical fields, but bio-
logical and medical as well.

Boron clusters are abiotic, purely man-synthesised compounds mainly com-
prised of boron and hydrogen atoms or in the case of metallacarboranes - also
carbon and metal (such as cobalt and iron). Their extraordinary properties: out-
standing chemical and thermal stability, unusual amphiphilic character and sus-
ceptibility to various types of modifications amongst others, make them an inter-
esting object of studies in more and more multiple fields. One of them is boron
neutron capture therapy (BNCT) in which boron clusters localise specifically in-
side tumour cells and constitute a °B isotope carrier. There they undergo neutron
radiation which results in their decay creating lithium nuclei and alpha particles
which in turn disrupt individual cells. In our studies we concentrate on metal-
lacarboranes’ (precisely [COSAN] derivatives comprised of centrally localised co-
balt(III) cation and two surrounding carbollide cages) research in cancer studies
as well, however in terms of implementing these molecules as individual drugs
carrying specific antitumor potential.

Based on experiments confirming the possibility of penetrating biological
membranes by [COSAN] and proving its specific binding to several proteins such
as HIV protease and carbonic anhydrase IX we scheduled a research within which
we will seek for molecular basis of metallacarboranes’ antitumour activity on
a wide panel of human cancer cell lines and their potential synergistic action with
clinically administered cytostatic drugs. For this purpose we will conduct standard
cell growth measurements after treatment with mentioned compounds using SRB
and MTT assays, determine their toxicity levels and widen the scope of our studies
on tests describing cellular mechanisms. Search for metallacarboranes’ molecular
grounds of their specific antitumor properties along with an enormous number of
potentially available derivatives with even enhanced action might underlie these
atypical abiotic molecules’ implementation into drugs design and clinical oncolo-
gy areas.
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ANALIZA DZIAtANIA KOMPLEKSU BIALKOWO-
POLISACHARYDOWEGO OTRZYMANEGO Z PLtYNU
CELOMATYCZNEGO DZDZOWNICY DENDROBAENA VENETA NA
KOMORKI DROZDZAKA CANDIDA ALBICANS

SYLWIA WéJCIK—MIESZAWSKA, MARTA FIOtKA
Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, Instytut Nauk Biologicznych, Katedra
Immunobiologii

Wstep i cel badan: kandydozy uktadowe i uogdlnione stanowig ogromny prob-
lem na oddzialach intensywnej terapii. Przyczyniaja sie nie tylko do zwigkszenia
kosztéw leczenia, ale takze obnizaja komfort zycia pacjenta i niejednokrotnie
zmniejszajg szanse na wyzdrowienie, przyczyniajac si¢ nawet do $mierci chorego.
Konieczne jest wiec poszukiwanie preparatéw bezpiecznych dla powaznie chorych
0s0b, a jednoczes$nie wysoce skutecznych by zwalczy¢ zakazenie. Prowadzone ba-
dania mialy na celu analiz¢ dzialania aktywnego kompleksu biatkowo-polisacha-
rydowego pozyskanego z plynu celomatycznego Dendrobaena veneta na patogen-
nego drozdzaka Candida albicans, stanowigcego czynnik etiologiczny kandydoz.

Materialy i metody: badanym preparatem byt kompleks bialkowo-polisa-
charydowy pozyskany z ptynu wypelniajacego celome ciala D. veneta. Hodowle
komorek grzybowych inkubowano z kompleksem o stezeniach 25, 50 i 100 pg x
mL™. Do poréwnania wykorzystano hodowle komérek kontrolnych bez dodatku
preparatu. Efekty dzialania kompleksu bialkowo-polisacharydowego na komorki
drozdzowe analizowano z wykorzystaniem mikroskopii optycznej i fluorescency-
nej, a takze skaningowej i transmisyjnej mikroskopii elektronowej (SEM i TEM)
i mikroskopii sit atomowych (AFM), Ponadto, efekty dzialania zanalizowano me-
toda spektroskopii FTIR, cytometrig przeptywowsa i przeprowadzono analize ak-
tywnos$ci metaboliczne;j.

Wyniki: przeprowadzone badania ukazaly liczne zmiany morfologiczne ko-
morek grzybowych po inkubacji z aktywnym kompleksem, takie jak powiekszanie
mitochondriéow i wakuoli, zaburzenia cigglo$ci §ciany komoérkowej i odstanianie
polozonych glebiej B- glukandéw, zaburzenia podzialéw komoérkowych i niecatko-
wity podzial materiatu jadrowego miedzy komodrke macierzysta i potomng. Zaob-
serwowano réwniez apoptoze i nekroze komdrek inkubowanych z frakcja.

Whioski: kompleks biatkowo-polisacharydowy wyizolowany z plynu celoma-
tycznego wywoluje $mier¢ komoérek na drodze apoptozy i nekrozy, a takze po-
woduje odstanianie immunogennej warstwy p-glukanow, ktére moga stymulowac
odpowiedz immunologiczng organizmu prowadzacg do zwalczenia patogena.



ANALYSIS OF THE EFFECT OF THE PROTEIN- POLYSACCARIDE
COMPLEX OBTAINED FROM DENDROBAENA VENETA'’S
COELOMIC FLUID ON CANDIDA ALBICANS YEAST CELLS

SYLWIA WOJICIK-MIESZAWSKA, MARTA FIOtKA
Maria Curie-Sktodowska University in Lublin, Institute of Biological Sciences, Department of
Immunobiology

Background and purpose of the research: systemic and generalized candidiasis
are a huge problem in intensive care units. They not only contribute to increasing
the costs of treatment, but also reduce the patient’s quality of life and often reduce
the chances of recovery, even leading to the patients death. It is therefore neces-
sary to look for preparations that are safe for seriously ill people, and at the same
time highly effective to fight the infection. The conducted research was aimed at
analyzing the effect of the active protein-polysaccharide complex obtained from
the Dendrobaena veneta coelomic fluid on the pathogenic yeast Candida albicans,
which is the etiological factor of candidiasis.

Materials and methods: the tested preparation was a protein-polysaccharide
complex obtained from the fluid filling the body coeloma of D. veneta. The fungal
cell culture was incubated with the complex at concentrations of 25, 50 and 100 pg
x mL™. For comparison, a control cell culture without the addition of the prepa-
ration was used. The effects of the protein-polysaccaride complex on yeast cells
were analyzed using optical and fluorescence microscopy, as well as scanning and
transmission electron microscopy (SEM and TEM) and atomic force microscopy
(AFM). Moreover, the effects were analyzed by FTIR spectroscopy, flow cytometry
and metabolic activity analysis was performed.

Results: the conducted studies showed numerous morphological changes of
fungal cells after incubation with the activecomplex, such as enlargement of the
mitochondria and vacuoles, disturbances in the continuity of the cell wall and ex-
posing -glucans, disturbances in cell separation and incomplete division of nucle-
ar material between the parent and daughter cells. Apoptosis and necrosis of cells
incubated with the fraction were also observed.

Conclusions: the protein-polysaccharide complex isolated from the coelomic
fluid causes cell death by apoptosis and necrosis, and also reveals the immunogen-
ic layer of B-glucans, which can stimulate the body’s immune response leading to
the elimination of the pathogen.
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ODDZIALtYWANIA MICRORNA RODZINY MIR-200
Z BIALKAMI SESN | ICH POTENCJALNE ZNACZENIE W TERAPII
PRZECIWNOWOTWOROWEJ

JOANNA KozAK, CEZARY GROCHOWSKI, RYSZARD MACIEJEWSKI
Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Wydziat Lekarski, Katedra Anatomii Cztowieka

Krétkie, niekodujagce RNA zwane microRNA, hamuja proces translacji po-
przez wigzanie si¢ z komplementarng sekwencja 3'UTR mRNA biatka docelowego.
Dostepne pismiennictwo naukowe wskazuje na regulatorowg funkcje microRNA
réznorodnych szlakéw sygnalizacyjnych, w tym tych zwigzanych ze stresem oksy-
dacyjnym i niedotlenieniem komoérek. Do naszych badan wybralismy microRNA
nalezace do rodziny miR-200 (miR-200a/200b/200¢/141/429) i podjeliSmy probe
zdefiniowania roli miR-200 w regulacji ekspresji bialek nalezacych do rodziny
SESN. Biatka SESN stanowig interesujacy obiekt badan z uwagi na zaangazowanie
w szlaki sygnalizacyjne aktywowane stresem oksydacyjnym i zwigzanymi z nim
wolnymi rodnikami tlenowymi (ROS), niedotlenieniem czy uszkodzeniem DNA.

Przeprowadzone eksperymenty wykazaly bezposrednie oddzialywania pomie-
dzy biatkiem docelowym SESN3 a miR-200b, miR-200c i miR-429 w komérkach
linii raka endometrium Ishikawa, AN3CA i KLE oraz bezposrednie oddzialywania
pomiedzy biatkiem docelowym SESN2 a miR-141 141 w liniach komérkowych KLE
i RL-95-2.

Podsumowujac, analiza przeprowadzonych doswiadczen pozwolita na po-
twierdzenie przewidywanych oddzialywan pomiedzy rodzing miR-200 a bialka-
mi SESN, ktdre zaangazowane s3 w komérkowa odpowiedz na stres oksydacyjny
i procesy regulujace poziom ROS. Liczne doniesienia naukowe wskazuja, ze za-
burzona homeostaza ROS w istotny sposdb przyczynia sie progresji nowotworu
i wyksztalcenie przez komorki nowotworowe potencjalu metastatycznego. Z dru-
giej strony, kumulacja ROS w komoérkach nowotworowych podczas stosowania
chemioterapii dziala na nie toksycznie. Dochodzi do zaburzenia réwnowagi po-
szczegolnych mechanizméw antyoksydacyjnych, co w konsekwencji prowadzi do
$mierci komorki na drodze apoptozy. Uzasadnionym wydaje sie podjecie dalszych
badan majacych na celu doglebne poznanie zlozonych zaleznosci miedzy miR-
200, biatkami SNESN i stresem oksydacyjnym wywotanym chemioterapeutykami.
Zbadanie tych oddzialywan moze stanowi¢ istotny punkt wyjscia do poznania ko-
morkowej odpowiedzi na zastosowang terapi¢ przeciwnowotworows.
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INTERPLAY BETWEEN MIR-200 FAMILY AND SESN PROTEINS
AND THEIR PROSPECTIVE SIGNIFICANCE TO ANTICANCER
THERAPY

JOANNA KozAK, CEZARY GROCHOWSKI, RYSZARD MACIEJEWSKI
Medical University of Lublin, Faculty of Medicine, Chair of Human Anatomy

MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding regulatory particles that may ef-
fectively inhibit mRNA translation or cause mRNA degradation by base paring in
the 3’UTR sequence of the target protein. In our study we focused on miRNA-200
family (miR-200) which includes miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141 and
miR-429. The number of studies shown that miRNAs are potent regulators of cel-
lular signalling pathway connected with oxidative stress and hypoxia. The hypox-
ia, oxidative stress and reactive oxygen species (ROS), or DNA damage generate
subsequent biological effect through the regulation of Sestrin (SESN 1-3) proteins
family dependent pathways. Based on those findings we hypothesized that SESN
proteins could be regulated by miR-200.

We demonstrated that SESN2 protein is a direct target of miR-141 in KLE and
RL-95-2 EC cell lines. Moreover, we have shown that SESN3 protein is a direct tar-
get of miR-200b, miR-200c and miR-429 in Ishikawa, AN3CA and KLE cell lines.

In conclusion, we identified new interactions between miR-200 and the oxida-
tive stress response SESN proteins that could regulate ROS level in the cancerous
cells. Compelling evidence demonstrates that a dysregulation of intracellular ROS
homeostasis plays an important role in the development and metastatic dissem-
ination of cancerous cells. Moreover, the excessive accumulation of ROS during
chemotherapy, makes cancerous cells sensitive to chemotherapeutic interventions.
Hence, it seems reasonable to take a closer look at the crosstalk between miR-200,
SESN proteins and oxidative stress, mostly induced by chemotherapeutics. There-
fore, the reciprocal connection between miR-200-SESNs-ROS may serve as the
important loop for regulating anti-cancer drugs” induced cellular response.
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5-FLUOROURYDYNA JAKO INHIBITOR WZROSTU CANDIDA
ALBICANS

MONIKA JANECZKO
Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta II, Wydziat Nauk Scistych i Nauk o Zdrowiu, Katedra Biolo-
gii Molekularnej, Konstantyndw 1i, 20-708 Lublin, Polska Email: monika.janeczko@kul.pl

Candida albicans jest gléownym gatunkiem odpowiedzialnym za inwazyjna
kandydoze, identyfikowanym w 46,3% wszystkich przypadkéw. Jego zjadliwos¢
jest bezposrednio i $cisle zwigzana ze zdolnoscig do tworzenia biofilmu. Biofil-
my C. albicans to skomplikowane struktury, ktére zawieraja komorki drozdzowe,
pseudo-strzepki i strzgpki otoczone macierza zewnatrzkomorkows. Biofilmy two-
rzg si¢ na tkankach zywiciela oraz na wszczepionych urzadzeniach medycznych
i charakteryzuja sie¢ wysoka opornoscia na stosowane klinicznie $rodki przeciw-
grzybicze. Biorgc pod uwage rosnace znaczenie choréb grzybiczych i opornosci
patogenéw na srodki przeciwdrobnoustrojowe, istnieje duze zapotrzebowanie na
opracowywanie nowych opgji leczenia [1].

Analogi nukleozydéw to jedna z klas lekéw waznych z klinicznego punk-
tu widzenia, ktére s3 powszechnie stosowane jako $rodki przeciwnowotworowe
i przeciwwirusowe. Wykazano takze, ze niektére pochodne pirymidyny czy pury-
ny, w tym zwiazki fluorowcowane, tiolowane i azolowe, wykazuje dziatanie prze-
ciwdrobnoustrojowe [2]. W przeprowadzonych doswiadczeniach uzyto 5-fluoro-
urydyny (FUrd) (analogu fluoropirymidyny) i udowodniono, ze zwigzek hamowat
wzrost C. albicans oraz o$miu innych patogennych gatunkéw drozdzy, a warto-
$ci MIC (minimalne stezenia hamujace) mieécily sie¢ w zakresie 0,2-12,8 ug/ml.
Traktowanie komorek C. albicans FUrd w stezeniu ponizej MIC hamowato wzrost
strzepek. Ponadto, potwierdzono, ze FUrd hamowat adhezj¢ komérek C. albicans
i tworzenie biofilmu oraz redukowal zawartos$¢ zewnatrzkomoérkowego DNA i bia-
tek w macierzy biofilmu. Za pomocg testu hemolitycznego potwierdzono brak
toksycznosci FUrd wobec ludzkich czerwonych krwinek. Wyniki te wskazuja na
obiecujacy potencjal terapeutyczny 5-fluorourydyny w zakazeniach wywolanych
przez C. albicans.

Literatura:

[1] Lohse, M. B., Gulati, M., Johnson, A. D., Nobile, C. J., 2018. Development and regulation of single-
and multi-species Candida albicans biofilms. Nature reviews. Microbiology, 76(1), 19-31.

[2] Thomson, J. M., Lamont, I. L., 2019. Nucleoside Analogues as Antibacterial Agents. Frontiers in
microbiology, 10, 952.
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Candida albicans is the major species responsible for invasive candidiasis,
identified in 46.3% of all cases. Its virulence is directly and closely related to ability
to form a biofilm. C. albicans biofilms are complex structures that contain yeast
cells, pseudohyphae and hyphae surrounded by an extracellular matrix. The bio-
films are formed on the tissues of host and on the implanted medical devices and
are characterized by high resistance to clinically used antifungal agents. Given the
growing importance of fungal diseases and antimicrobial resistance, novel treat-
ment options are in high demand [1].

Nucleoside analogues are one class of drugs that are important from a clinical
perspective. They are common used as anticancer and antiviral agents. However,
significant number of clinically approved pyrimidine and purine derivatives, in-
cluding halogenated, thiolated and azolated compounds have been shown to have
antimicrobial activity action [2]. In this study, 5-fluorouridine (FUrd) (fluoro-
pyrimidine analogue) was used. It was proved that the compound inhibited the
growth of C. albicans and eight other pathogenic yeast species, and the MIC val-
ues (minimal inhibitory concentrations) ranged from 0.2-12.8 pg/ml. Treatment
of FUrd at sub-MIC concentration inhibited hyphal growth. In addition, it was
confirmed that FUrd inhibited C. albicans cell adhesion and biofilm formation,
and reduced extracellular DNA and proteins in the biofilm matrix. The non-toxic-
ity effect of FUrd against human red blood cells was confirmed by the haemolytic
assay. These results indicate the promising therapeutic potential of 5-fluorouridine
in infections caused by C. albicans.
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POLIMORFIZM GENU RECEPTORA DOPAMINY D4
U PACJENTOW Z CUKRZYCA TYPU 1

BARTOSZ StOMINSKI', MARIA SKRZYPKOWSKA', MAtGORZATA MYSLIWIEC?, PIOTR
TRZONKOWSKI'

"Gdanski Uniwersytet Medyczny; Wydziat Lekarski; Katedra i Zaktad Immunologii Medycznej; De-
binki 1; 80-211 Gdansk; Polska

2 Gdanski Uniwersytet Medyczny; Wydziat Lekarski; Katedra i Klinika Pediatrii, Diabetologii i Endo-
krynologii; Debinki 7; 80-211 Gdansk; Polska

Wstep i cel

Dopaminergiczne szlaki sygnalowe sg jednym z regulatoréw autoimmunizacji,
dlatego wydaje sie, ze polimorfizm -521C>T genu DRD4 moze korelowac z ryzy-
kiem rozwoju cukrzycy typu 1 (DM1) oraz i jej powiklan i choréb wspotistniejacych.

Materialy i metody

Zbadalismy zwigzki polimorfizmu -521C>T genu DRD4 z cukrzycg oraz jej
powiklaniami i chorobami wspdlistniejacymi, a takze ze stezeniem w surowicy
markeréw pro- i przeciwzapalnych, profilem lipidowymi oraz odsetkiem subpo-
pulacji monocytéw krwi obwodowe;.

Wyniki

Najwazniejsze wnioski naszych badan to:

1) genotyp CC i allel C s3 zwigzane ze zmniejszonym, a genotyp TT i allel T ze
zwiekszonym ryzykiem rozwoju DMI;

2) genotyp CC jest zwigzany ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju dyslipidemii
1 retinopatii;

3) pacjenci z genotypem CC i allelem C majg najwyzszy odsetek subpopulacji
prozapalnych monocytéw CD16';

4) polimorfizm -521C>T genu DRD4 moduluje stan zapalny a takze profil lipi-
dowy chorych na cukrzyce typu 1.

Whioski

Wyniki naszych badan sugerujg, ze dopaminergiczne szlaki sygnalowe moga
odgrywac istotng role w etiologii DM1 oraz jej powiklan i choréb wspdlistnie-
jacych. Ponadto, polimorfizm -521C>T genu DRD4 mozna uzna¢ za marker ry-
zyka rozwoju DMI oraz retinopatii i dyslipidemii u pacjentéw z juz rozpoznang
cukrzycy.

Badania zostaly sfinansowane z funduszu badan statutowych ST49 Gdanskie-
go Uniwersytetu Medycznego.
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Background and Aims

Because dopaminergic signaling pathways are one of the regulators of autoim-
munity, we hypothesize that the -521C>T DRD4 gene polymorphism may correlate
to the risk of diabetes mellitus type 1 (DM1) and its comorbidities.

Methods

We have investigated the associations of the -521C>T DRD4 gene polymor-
phism with the DMI and its comorbidities as well as the levels of serum pro- and
anti-inflammatory markers, lipid profiles and values of monocyte subsets.

Results

The key results of our study are as follows:

1) CC genotype and C allele are associated with a reduced risk of DM1 develop-
ment whereas TT genotype and T allele are associated with a higher risk of DM1;

2) CC genotype is associated with an increased risk of dyslipidemia and retin-
opathy in diabetic patients;

3) CC genotype and C allele carriers had the highest frequency of pro-inflam-
matory CD16* monocytes;

4) the DRD4 -521C>T polymorphism modifies the inflammatory status as well
as lipid profile in DM1 patients.

Conclusions

Our data imply that the dopaminergic signaling pathways may play an impor-
tant role in the etiology of DMI as well as its comorbidities and will provide a new
insight into the DMI risk management. The -521C>T DRD4 gene polymorphism
could be considered a genetic marker to predict susceptibility to DMI as well as
retinopathy and dyslipidemia progress in patients with already established disease.

This work was supported by The State Committee for Scientific Research ST49
(Medical University of Gdansk)
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WARIANTY GENOW CCR5 | CAVI WPLYWAJA NA
PRAWDOPODOBIENSTWO ROZWOJU DELIRIUM PO
OPERACJI KARDIOCHIRURGICZNEJ Z UZYCIEM KRAZENIA
POZAUSTROJOWEGO
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Wstep i cel Najczestszym powiklaniem neuropsychiatrycznym po zabiegach
kardiochirurgicznych jest delirium pooperacyjne (POD). Znane s3 zwigzki polimor-
fizmoéw genéw CCR5 i CAVI z niektérymi zaburzeniami osrodkowego uktadu ner-
wowego. Dlatego tez w niniejszej pracy zbadaliSmy zaleznosci miedzy wybranymi
polimorfizmami a POD w celu okreslenia wariantéw genetycznych, ktére mogltyby
pomoc w identyfikacji pacjentow o wysokim ryzyku rozwoju tego powiklania.

Materialy i metody Do badan zakwalifikowano 514 pacjentéw kardiochirur-
gicznych operowanych z uzyciem krazenia pozaustrojowego. Polimorfizmy genéw
okreslono w oparciu o metode ARMS-PCR.

Wyniki

Najwazniejsze wnioski naszych badan to:

1) polimorfizmy genéw CCRS5 and CAV1I s3 zwigzane z rozwojem POD;

2) allel A32 genu CCR5 jest zwigzany z nizszym, a genotyp CC genu CAVI
z wyzszym ryzykiem rozwoju POD;

3) analiza haplotypow wykazala, ze obecno$¢ Hapl i Hap4 wiaze si¢ z nizszym,
a Hap2 z wyzszym ryzykiem rozwoju POD;

4) diplotyp Dip5 jest zwiazany z wyzszym ryzykiem rozwoju POD;

5) obecno$¢ Hap2 i Dip5 jest istotnie i niezaleznie zwigzana ze zwigkszonym,
a A32 i Hap4 ze zmniejszonym ryzykiem POD.

Whioski Wyniki naszych badan sugeruja, ze polimorfizmy genéw CCR5 i CAVI
mozna uzna¢ za markery genetyczne zwiekszonej podatnosci na rozwoj delirium
pooperacyjnego.
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Background and Aims Postoperative delirium (POD) is the most common neu-
ropsychiatric complication after cardiac surgery. CCR5 and CAV1I polymorphisms
have been previously described for their connections with several central nervous
system disorders. In the present study, we investigated the associations between
selected polymorphisms and POD, with the aim of determining genetic variants
that could help to identify patients at high risk of developing this complication.

Methods A total of 514 patients undergoing cardiac surgery with cardiopulmo-
nary bypass have been included in the investigation. Genotyping of study cohort
was carried out using ARMS-PCR.

Results

The key results of our approach are as follows:

1) CCR5 and CAVI polymorphisms are associated with POD;

2) the A32 allele of CCR5 is associated with lower risk of POD, whereas the CC
genotype of CAV1 is connected with higher risk of POD;

3) subsequent haplotype analysis demonstrated reduced risk of POD as associated
with Hapl and Hap4, simultaneously, increased risk of POD is linked with Hap2;

4) the haplotype combination Dip5 is associated with higher risk of POD;

5) the presence of Hap2 and Dip5 is significantly and independently connected
with increased risk of POD, whereas A32 allele and Hap4 are linked with reduced
risk of this condition.

Conclusions Although further studies are required, our results, for the first
time, indicate that CCR5 and CAVI polymorphisms could be considered as genetic
markers of increased susceptibility to POD.
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5’TRIFOSFORAN-3’DIFOSFORAN ADENOZYNY JAKO
POTENCJALNY ALARMON BAKTERYJNY

KATARZYNA POTRYKUS
Uniwersytet Gdanski, Wydziat Biologii, Katedra Genetyki Molekularnej Bakterii, Gdansk, Polska

Ze wzgledu na stale zmieniajace si¢ warunki srodowiskowe bakterie wyewo-
luowaly wiele odpowiedzi regulatorowych, ktére pozwalaja im radzi¢ sobie z dra-
stycznymi zmianami, jakie moga napotka¢. Jedna z takich odpowiedzi, tzw. od-
powiedz $cista, jest dobrze znang odpowiedzia bakterii na niedobdr sktadnikow
odzywczych, ktéra polega na syntezie specyficznych efektorow nukleotydowych,
(p)ppGpp (5’trifosforan-3difosforan guanozyny i 5difosforan-3difosforan guano-
zyny). Zwiazki te nazwano alarmonami, poniewaz ,,alarmujg” komoérke o zmianach
w warunkach srodowiskowych. U Escherichia coli synteza (p)ppGpp jest przepro-
wadzana albo przez RelA (w warunkach gtodu aminokwasowego) albo przez SpoT
(w warunkach glodu weglowego, zelazowego, azotowego i kwasow tluszczowych;
jak réwniez w warunkach stresu osmotycznego i temperaturowego). Hamowanie
stabilnej syntezy RNA (tj. rRNA i tRNA) oraz aktywacja transkrypcyjna gendw,
ktérych produkty sa wymagane do natychmiastowego przezycia, takich jak geny
zwigzane ze szlakami biosyntezy aminokwasdw, s3 cechami charakterystycznymi
tej odpowiedzi. Wspomniana modulacja ekspresji genow jest uzyskiwana poprzez
bezposrednie wigzanie (p)ppGpp do polimerazag RNA E. coli.

Wykazali$my, Ze u bakterii moze wystepowac inny potencjalny maly efektor
nukleotydowy, a mianowicie 5’trifosforan-3difosforan adenozyny (pppApp). Za-
obserwowali$my jego synteze przez enzym pochodzacy z Methylobacterium extor-
quens (RSH,,_), in vivo i in vitro. Ponadto wykazali§my, ze komorki E. coli réwniez
syntetyzuja pppApp. Dane te uzupelniajg nasze badania transkrypcji in vitro z za-
stosowaniem polimerazy RNA E. coli, ktére wykazaly, ze w przypadku ryboso-
malnego promotora rrnBP1 pppApp wywiera dzialanie przeciwne do dziatania (p)
pPGpp; tj. obserwuje si¢ aktywacje transkrypcji. Co ciekawe, nasze dane sugeruja,
ze pppApp wiaze si¢ w innym miejscu do polimerazy RNA niz (p)ppGpp, acz-
kolwiek istnieje konkurencja miedzy tymi dwoma efektorami, poniewaz obser-
wowane wyniki réznig si¢ w zaleznosci od tego, ktéry nukleotyd zwigzat si¢ jako
pierwszy z polimerazg RNA.

Podsumowujac, nasze dane sugeruja, Ze pppApp moze by¢ wczesniej pomi-
janym malym alarmonem nukleotydowym, ktéry w pewnych warunkach moze
przeciwdziala¢ regulacji wywieranej przez (p)ppGpp.



ADENOSINE 5'TRIPHOSPHATE -3’'DIPHOSPHATE AS A PUTATIVE
BACTERIAL ALARMONE

KATARZYNA POTRYKUS
University of Gdansk, Faculty of Biology, Department of Bacterial Molecular Genetics, Gdansk,
Poland

Due to constantly changing environmental conditions, bacteria have evolved
many regulatory responses allowing them to cope with the drastic changes they
may encounter. One of such responses, the stringent response, is a well-known bac-
terial response to nutrient deprivation which relies on synthesis of specific nucleo-
tide effectors, (p)ppGpp (guanosine 5'triphosphate -3'diphosphate and guanosine
5diphosphate -3diphosphate). These compounds were called alarmones because
they “alarm” the cell about changes in environmental conditions. In Escherichia
coli, (p)ppGpp synthesis is carried out either by RelA (under amino acid starvation
conditions) or by SpoT (under carbon, iron, nitrogen, and fatty acid starvation; as
well as under osmotic and temperature stress). Inhibition of stable RNA synthesis
(i.e. rRNA and tRNA) and transcriptional upregulation of genes whose products
are required for immediate survival, such as genes associated with amino acid bi-
osynthesis pathways, are hallmarks of this response. Such modulation of gene ex-
pression is achieved by direct (p)ppGpp binding to the E. coli RNA polymerase.

We have shown that another putative small nucleotide effector may exist in
bacteria, namely adenosine 5’triphosphate -3diphosphate (pppApp). We observed
its synthesis with a Methylobacterium extorquens enzyme (RSH,, ) in vivo and
in vitro. Moreover, we have shown that E. coli cells synthesize pppApp as well.
This data is complemented by our in vitro transcription assays with E. coli RNA
polymerase, which demonstrated that pppApp exerts effects opposite to those of
(p)ppGpp at the ribosomal rrnBP1 promoter, i.e. transcriptional activation is ob-
served. Interestingly, our data suggests pppApp binds to a different site on RNA
polymerase than (p)ppGpp, although there is competition between the two effec-
tors as the observed effects differ depending on which nucleotide was allowed to
bind to RNA polymerase first.

Taken together, our data suggest that pppApp might be a so far overlooked
small nucleotide alarmone that under certain conditions may counteract regula-
tion exerted by (p)ppGpp.
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Tiosemikarbazyd jest uzytecznym ugrupowaniem strukturalnym o wysokim
potencjale biologicznym. Optymalizacja tej struktury moze zaowocowac przelo-
mowym odkryciem nowej klasy srodkéw terapeutycznych.

W naszej pracy zsyntetyzowano nowe pochodne tiosemikarbazydu posiadajg-
ce grupe sulfonowa WZ1 - WZ4.

ZwiazKki te zostaly przebadane in vitro pod katem dzialania przeciwbakteryj-
nego i przeciwgrzybiczego przy uzyciu metody mikrorozciericzen zgodnie z reko-
mendacjami Europejskiego Komitetu ds. Oznaczania Lekowrazliwoséci (EUCAST)
oraz Instytutu Norm Klinicznych i Laboratoryjnych (CLSI) wobec panelu mikro-
organizmow referencyjnych. Badane zwiazki wykazaly potencjalne dzialanie prze-
ciwdrobnoustrojowe, zwlaszcza wobec bakterii Gram-dodatnich. Ich minimalne
stezenia, ktére hamowaly wzrost Staphylococcus spp., Enterococcus faecalis, Micro-
coccus luteus i Bacillus spp. wahaly si¢ od 125 do 2000 pug/ml. Pateczki Gram-ujem-
ne z Enterobacterales i bakterii niefermentujacych (Pseudomonas aeruginosa) byty
niewrazliwe na badane zwiazki, z wyjatkiem substancji WZ3 (MIC = 500 - 1000
pug/mL). W przypadku grzyboéw nalezacych do Candida spp. zaobserwowano
zréznicowang aktywnos$¢. Zwigzki te wykazywaly dziatanie przeciwgrzybicze przy
warto$ci MIC = 125 - 2000 pug/mL (WZ3 i WZ4) lub jej brak. Ponadto, test lizy
erytrocytow potwierdzit brak toksycznosci pochodnych wobec komérek krwi.
Dane te pokazaly, ze nowo zsyntetyzowane zwigzki moga w przysztosci znalez¢
zastosowanie w profilaktyce lub leczeniu zakazenn wywotywanych przez niektdre
patogenne lub oportunistyczne drobnoustroje.
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Thiosemicarbazide is a useful structural moiety that has the biological po-
tential. Optimization of this structure can result in groundbreaking discovery of
a new class of therapeutic agents. In this paper new thiosemicarbazide derivatives
having a sulfo group WZ1 - WZ4 were synthesized.

These compounds were screened in vitro for antibacterial and antifungal ac-
tivities using the broth microdilution method according to European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) and Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) guidelines against a panel of reference strains of micro-
organisms. The examined compounds showed potential antimicrobial effect, espe-
cially against Gram-positive bacteria. Their minimal concentrations, which inhib-
ited growth of Staphylococcus spp., Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus and
Bacillus spp. ranged from 125 to 2000 ug/mL. Gram-negative rods from Enterobac-
terales and non-fermenting bacteria (Pseudomonas aeruginosa) were insensitive to
the studied compounds, except for substance WZ3 (MIC = 500 - 1000 ug/mL). In
the case of fungi, belonging to Candida spp., different activity was indicated. These
compounds showed antifungal effect with MIC = 125 - 2000 ug/mL (WZ3 and
4) or no anticandidal bioactivity. Moreover, the erythrocyte lysis assay confirmed
no toxicity of these derivatives to blood cells. These data showed that newly syn-
thesized compounds may be used, in the future, in the prevention or treatment of
infections caused by some pathogenic or opportunistic microorganisms.
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KOMPLEKSY MIEDZI(I1) 1-PIRYDYNOACETYLO
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Pochodne tiosemikarbazydu sg intensywnie badane pod katem ich aktywnosci
biologicznej. Zwiazki z ukladem tiosemikarbazydowym wykazujg zréznicowany
profil biologiczny. W pracy zaprojektowali$émy i zsyntetyzowali$my 2-, 3-, 4-piry-
dynoacetylo-4-podstawione pochodne tiosemikarbazydu jako organiczne ligandy
o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym. Zwigzki te wykorzystano do
utworzenia polaczen koordynacyjnych miedzi w jednoetapowej reakcji w miesza-
ninie metanol/etanol (v/v=1:1) stosowanej jako rozpuszczalnik. Otrzymane osady
zostaly nastepnie wysuszone, a ich wlasciwosci fizykochemiczne scharakteryzo-
wane za pomoca odpowiednich technik analitycznych, w tym analizy termogra-
wimetrycznej (TG-DTG) i spektroskopii w podczerwieni z transformatg Fouriera
(FTIR). W kolejnym kroku zbadano aktywno$¢ biologiczng otrzymanych zwiagz-
kéw. Zaréwno ligandy, jak i kompleksy Cu(II) testowano na trzech ludzkich li-
niach czerniaka, trzech ludzkich liniach raka prostaty i prawidlowej linii ludzkich
fibroblastéw. Z grupy ligandow zwigzki B3, B5 i B9 wykazywaly stabe dzialanie cy-
totoksyczne na wszystkie trzy linie czerniaka. W grupie zwiagzkéw kompleksowych
substancje oznaczone jako B1Cu, B10Cu i B11Cu wykazywaly dziatanie toksyczne
jedynie wobec linii komoérek czerniaka ludzkiego G361. W testach na liniach raka
prostaty tylko B1Cu wykazywal toksycznos¢ wobec wszystkich linii, a zwigzek
B9 tylko wobec komérek LNCaP. Zaréwno ligandy, jak i kompleksy nie wykazuja
dzialania cytotoksycznego na prawidtowe komorki. Daje to szanse na dalsza mo-
dyfikacje pochodnych tiosemikarbazydu.
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Thiosemicarbazide derivatives are extensively studied for their biological ac-
tivity. Compounds with the thiosemicarbazide system show a diverse biological
profile. In this study we designed and synthesized 2-, 3-, 4-pyridinacetyl-4-sub-
stituted thiosemicarbazide derivatives as organic ligands with potential antican-
cer activity. Next, these compounds were used to form metal complexes in a sin-
gle-step reaction with copper (II) chloride in methanol/ethanol mixture (v/v=I:1)
used as a solvent. Resulting precipitates were later dried and their physicochemical
properties were characterized using appropriate analytical techniques, including
thermogravimetric analysis (TG-DTG) and Fourier-transform infrared spectros-
copy (FTIR). In the next step, biological activity of the compounds was studied.
Both the ligands and the Cu (II) complexes were tested on three human melanoma
lines, three human prostate cancer lines and the normal human fibroblast line.
From the group of ligands, compounds B3, B5 and B9 showed a weak cytotoxic ef-
fect on all three melanoma lines. In the group of complex compounds, substances
marked as B1Cu, B10Cu and B11Cu showed toxic activity only against the human
melanoma cell line G361. When tested on prostate cancer lines, only BICu showed
toxicity to all lines, and compound B9 only to LNCaP cells. Both ligands and com-
plexes show no cytotoxic effect on normal cells. This offers a chance for further
modification of thiosemicarbazide derivatives.
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ANTYBAKTERYJNE DZIALtANIE IZOTIOCYJANIANOW PRZECIWKO
SHIGELLA DYSENTERIAE

AGNIESZKA SZALEWSKA-PAtASZ, KLAUDYNA KRAUSE, MIONIKA KARCZEWSKA, KRYSTYNA
BoGuckA, DARIUSZ NOWICKI
Uniwersytet Gdanski, Wydziat Biologii, Katedra Genetyki Molekularnej Bakterii, Gdansk

Izotiocyjaniany, wtérne metabolity rodlin z rodziny Brassicaceae, sa szero-
ko obecne w naszej codziennej diecie. Te zwigzki siarkoorganiczne sg znane ze
swoich korzysci zdrowotnych, zwlaszcza dzialania chemoprewencyjnego i prze-
ciwutleniajgcego. Ostatnio, zostaly opisane wlasciwosci przeciwbakteryjne izotio-
cyjanianéw (ITC) wobec enterokrwotocznych Escherichia coli i innych bakterii
chorobotwdrczych. W tej pracy skupiliSmy si¢ na dzialaniu przeciw szigelozom
dwdch przedstawicieli ITC, sulforafanu (SFN) i fenetylu ITC (PEITC). Rodzaj Shi-
gella stanowi powazne zagrozenie dla zdrowia publicznego z powodu zapalenia
zoladka i jelit wywolywanego u ludzi. S. dysenteriae typu 1 wytwarza silng toksyne
Stx, ktéra powoduje cigzsze objawy i powazne powiklania, w tym zespot hemoli-
tyczno-mocznicowy. Przedstawiamy tutaj dowody na dziatanie przeciwbakteryjne
dwdch alifatycznych i aromatycznych pochodnych ITC, SEN i PEITC, przeciwko
S. dysenteriae. Co wazne, te ITC réwniez negatywnie reguluja ekspresje genu stx.
Mechanizm molekularny lezacy u podstaw tego efektu obejmuje indukcje odpo-
wiedzi $cistej i akumulacje jego alarmondw, tetra- i pentafosforanu guanozyny.
Zaobserwowali$my réwniez hamowanie wirulencji bakterii przeciwko komérkom
Vero i HeLa przez testowane ITC. Warto zauwazy¢, ze ITC wykazuje dzialanie
terapeutyczne przeciwko zakazeniu S. dysenteriae w modelu zwierzecym, larw
Galleria mellonella. Wyniki przedstawione w niniejszej pracy wskazuja, ze izo-
tiocyjaniany mogg by¢ skutecznie wykorzystywane w terapii powaznych infekeji
bakteryjnych
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Isothiocyanates, the secondary metabolites from Brassicaceae family plants
are widely present in our daily diet. These organosulfur compounds are known of
their health benefits, especially chemopreventive or antioxidative effects. Recently,
antibacterial properties of isothiocyanates (ITC) against enterohemorrhagic Es-
cherichia coli and other pathogenic bacteria been reported. In this work we fo-
cused on the anti-shigellosis activity of two representatives of ITCs, sulforaphane
(SFN) and phenethyl ITC (PEITC). The Shigella genus constitutes a serious threat
to the public health because of the gastroenteritis caused in humans. S. dysente-
riae type 1 produces a potent Stx toxin which results in more severe symptoms
and serious complications, including the hemolytic uremic syndrome. We pres-
ent here the evidence of the antibacterial potency of two aliphatic and aromatic
ITCs derivatives, SFN and PEITC, against S. dysenteriae. Importantly, these ITC
also negatively regulate the stx gene expression. The molecular mechanism un-
derlying this effect involves induction of the global stress stringent response and
accumulation of its alarmones, guanosine tetra- and pentaphosphate. We observed
also the inhibition of bacterial virulence against the Vero and HeLa cells by tested
ITCs. Notably, ITC exhibit the therapeutic effect against a S. dysenteriae infection
in the Galleria mellonella larvae model. Therefore, the results presented int this
work indicate that isothiocyanates can be effectively used in the therapy of serious
bacterial infections.
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*autor prezentujgcy

Ubikwitynacja jest post-translacyjna modyfikacja biatek, ktéra odgrywa istot-
ng role w regulacji licznych proceséw biologicznych. Zaburzenia w tym mecha-
nizmie kontrolnym s3g zwigzane z wieloma chorobami, w tym nowotworowymi,
neurodegeneracyjnymi, metabolicznymi, genetycznymi oraz niektérymi infek-
cjami wirusowymi. Proces ubikwitynacji obejmuje kaskade reakcji enzymatycz-
nych katalizowanych przez szereg enzyméw, a mianowicie enzymy aktywujace
ubikwityne (E1), enzymy koniugujace ubikwityne (E2) i ligazy ubikwityny (E3),
ktére wzajemnie ze sobg oddzialuja. Wéréd nich ligazy ubikwityny posrednicza
w przenoszeniu ubikwityny z okreslonego enzymu koniugujacego E2 do bialek
substratowych, wyznaczajac specyficznos$¢ procesu ubikwitynacji. Nadal niewiele
wiadomo na temat mechanizéw molekularnych i dokfadnych funkcji biologicz-
nych wielu ligaz ubikwityny. E2, z ktérymi oddzialuja poszczegdlne ligazy sg wciaz
nieznane, a ich substraty nie zostaly jeszcze zidentyfikowane. Przy pomocy nowo-
czesnego testu komplementacji fragmentéw bialek, tzw. techniki NanoBiT® wy-
kryto interakcje E2-E3 oraz E3-substrat, a takze zbadno interaktom niektérych
biatek regulatorowych, m.in. bialka Cdc53, strukturalnej podjednostki kompleksu
Skp1/Cull/F-box (SCF) bioracego udzial w regulacji cyklu komoérkowego. Ziden-
tyfikowano nowe potencjalne interakcje bialko-biatko, jak réwniez potwierdzono
te wczesniej wykryte. Wiedza na temat funkcji i regulacji ligaz ubikwityny jest
przestanka do opracowania nowych celéw terapeutycznych ukierunkowanych na
okreslone E3. Przedstawione zostang biezace wyniki badan.

Badania sfinansowano z grantéw Narodowego Centrum Nauki (NCN)
nr 2016/21/D/NZ1/00285 (E.B.) oraz 2021/41/N/NZ2/00551 (N.L.).
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Ubiquitylation is a post-translational modification involved in a myriad of bi-
ological processes. Defects in this control mechanism are associated with various
diseases, including cancer, neurodegenerative or metabolic disorders, genetic dis-
eases and some viral infections. The ubiquitylation process involves a cascade of
enzymatic reactions catalyzed by a variety of enzymes, namely ubiquitin-activating
enzyme(s) (E1), ubiquitin-conjugating enzymes (E2) and ubiquitin ligases (E3), in-
teracting with each other. Among them, E3s mediate the transfer of ubiquitin from
a particular E2 ubiquitin-conjugating enzyme to specific substrate proteins, deter-
mining the specificity in the ubiquitylation process. However, very little is known
about the exact mode of action and molecular functions of many of them. The
E2s that particular ligases are interacting with are still unknown and their ubiq-
uitylation substrates have not been yet identified. We are addressing these issues
via a modern protein-fragment complementation assay, the so-called NanoBiT*®
technique. Using this assay, we were able to detect E2-E3 and E3-substrate inter-
actions as well as to study the interactome of some of the regulatory proteins, e.g.
interactome partners of Cdc53 protein, a structural subunit of Skpl/Cull/F-box
(SCF) complexes involved in the cell cycle regulation. We can specifically detect
both the interacting partners as well as new potential interactors. Our increased
understanding of ubiquitin ligase function and regulation is a rationale for de-
veloping E3-targeting therapeutics for the treatment of human diseases. Ongoing
results will be presented.

This work is supported by the National Science Centre (Poland) grant no.
2016/21/D/NZ1/00285 (to E.B.) and the National Science Centre (Poland) grant
no. 2021/41/N/NZ2/00551 (to N.L.).
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Wprowadzenie: Wysoka ekspresja bialka ICAMI jest ztym czynnikiem pro-
gnostycznym w raku nerkowokomoérkowym (RCC). Jego rola w progresji RCC nie
zostala jeszcze wyjasniona, jednak wykazano, niektére czynniki zwiekszaja jego
ekspresje: cytokiny prozapalne, leczenie antyangiogenne, hipoksja. Celem pracy
byla ocena, czy hodowla sferoidalna wplywa na ekspresje ICAMI i czy zwigzane
jest to z indukcjg CSC, waznych dla procesu przerzutowania.

Metody: Linie komérkowe RCC hodowano w monowarstwie lub wiszacej kro-
pli (HD). Komorki analizowano za pomoca FACS, qPCR i Western blot. Aby za-
blokowa¢ ICAMLI, do zawiesiny komdrek przed utworzeniem sferoidu dodawano
przeciwcialo anty-ICAMI lub izotypowe. Do testu adhezji sferoidy rozpuszczano,
komorki adherowano do powierzchni TC, komoérki srodblonka (EC) dodawano
na 2 godziny, a nastepnie analizowano.

Wyniki: Hodowla komérek w wiszacej kropli zwigksza ekspresje ICAM1 w ko-
morkach RCC. Komdrki w HD tworzyty ciasne sferoidy z martwymi komérkami
w $rodku o wysokiej ekspresji gendw zwigzanych z hipoksja (hifla i vegf). Pomimo
wysokiego ICAM1, ECs przylegaly stabiej do komoérek HD niz do komérek z mo-
nowarstwy. Komoérki w HD réwniez proliferowaty wolniej i charakteryzowaly sie
nizszg ekspresja Ki67 oraz wyzszym odsetkiem komoérek w fazie GO/1. Moze to
oznacza¢ indukcje CSC; niektdre markery macierzystosci byly zwigkszone: snail,
nestin, ale nie oct4 i alpl. Blokada ICAMI podczas tworzenia sferoid ograniczala
indukgje ekspresji snail i hifl.

Whioski: Komorki hodowane w modelu 3D wykazywaly indukcjg na marke-
rach typu CSC i ekspresja ICAMI. Blokada tego biatka ograniczala indukcje nie-
ktérych markeréw CSC, co sugeruje interakcje tych szlakow. Pomimo wysokiego
poziomu ICAM], EC stabiej przylegaly do komoérek hodowanych w HD, co suge-
ruje ograniczong infiltracje komorek zrebu.

Badania finansowano z projektow MEIN SPUB/9048 oraz NCN
UMO-2014/15/N/NZ5/00056.
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Introduction: High ICAMI protein expression have been shown a poor prog-
nostic factor in renal cell carcinoma (RCC). Its role in RCC progression has not
been elucidated yet, however several stimuli have been shown to up-regulate its
expression: proinflamatory cytokines, antiangiogenic treatment, hypoxia. Aim
of the study was to evaluate if spheroid culture affects ICAMI expression and if
it corresponds with CSC-like phenotype, an important phenomenon for cancer
metastasis.

Methods: RCC cell lines were cultured in monolayer or hanging drop (HD).
Cells were harvested for FACS, qPCR and Western blot analyses. For blocking,
anti-ICAMI or isotype antibody was added to cell suspension before spheroid for-
mation. For adhesion test, spheroids were dissolved, cells adhered to TC surface,
endothelial cells (ECs) were added for 2 h and then analyzed.

Results: We observed that culture of cells in hanging drop spheres upregulates
ICAMI1 expression in RCC cells. HD cultured cells formed tight spheres with dead
cells in the core and upregulation of hypoxia related genes (hifla and vegf). Despite
high ICAM]I, ECs adhered weaker to HD cells than to monolayer cells. Cells in
HD also proliferated slower and were characterized by lower expression of Ki67
and higher percentage of cells in GO/1 phase. This could signify that CSCs were
induced; indeed some stemness markers were upregulated: snail, nestin but not
oct4 and alpl. Blockade of ICAMI during spheroid formation limited the snail and
hifl expression induction.

Conclusion: Cells cultured in 3D model are characterized by induction on
CSC-like markers and ICAM1 expression. Blockade of this protein limited induc-
tion of some markers of CSC suggesting interaction of these pathways. Despite
high level of ICAM]I, ECs adhered weaker to HD-cultured cells suggesting limited
infiltration of stromal cells.

Research was funded by Ministry of Education and Science SPUB/9048 and
National Science Centre project UMO-2014/15/N/NZ5/00056.
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IMMUNOMODULUJACY WPLYW CHOROBY INFEKCYJNEJ
DZIECKA NA SKtAD MLEKA KOBIECEGO — BADANIA WSTEPNE

KATARZYNA KROLIKOWSKA'*, KLAUDIA POREBSKA**, AGNIESZKA GOSCINSKA', KAROLINA
ALEKSANDROWICZ?, MIONIKA LESNIAK?, AGATA TOMASZEWSKA', JACEK Z. KUBIAK?,
ROBERT ZDANOWSKI?, BOLEStAW KALICKI'

"Wojskowy Instytut Medyczny, Klinika Pediatrii, Nefrologii i Alergologii Dzieciecej

2 Wojskowy Instytut Medyczny, Laboratorium Onkologii Molekularnej i Terapii Innowacyjnych

Wstep: Pokarm kobiecy w pelni zaspokaja zapotrzebowanie niemowlecia na
wszystkie niezbedne skladniki odzywcze. Zawarto$¢ poszczegolnych sktadnikow
odzyweczych, dynamika skfadu oraz wlasciwosci bioaktywnych zalezy od czasu trwa-
nia laktacji, fazy karmienia, a nawet pory dnia. W czasie infekcji u matki istotnie
wzrasta liczebnos¢ niektérych komoérek uktadu immunologicznego w jej pokarmie,
co podnosi zdolnos¢ immunologiczng dziecka do ochrony przed zakazeniami

Cel: Okreslenie wptywu infekcji drég oddechowych u dziecka na fenotyp wy-
branych populacji komérek uktadu immunologicznego w mleku kobiecym.

Materialy i metody: Wykorzystano probki mleka kobiecego pochodzace od
matek 12 pacjentéw hospitalizowanych z powodu infekcji drég oddechowych, oraz
matek 25 pacjentéw bez cech ostrej choroby infekcyjnej (grupa kontrolna). Do
obydwu grup kwalifikowano dzieci w wieku od 0 do 6 miesigca zycia. W ramach
badan oznaczono za pomocg cytometru przepltywowego nastepujace populacje
komorek: limfocyty wraz z subpopulacjami, monocyty, neutrofile i eozynofile oraz
wytypowane markery macierzystosci (CD105, CD34, CD73+, CD326 EpCAM+)
na komoérkach CD45". Analize statystyczng przeprowadzono w programie Graph-
Pad Prism 9 przy uzyciu testu Mann Whitney.

Wyniki: Zaobserwowano, Ze skfad mleka matki moze ulega¢ zmianie w zalez-
nosci od stanu zdrowia dziecka. W mleku matek dzieci chorych zauwazono wzrost
odsetka populacji komérek obojetnochtonnych (neutrofiléw) oraz limfocytow T
o fenotypie CD3+CD8+. Odwrotng tendencje zaobserwowano w przypadku ko-
morek CD45. W mleku matek dzieci chorych obserwowano nizszy odsetek komo-
rek z ekspresjg bialek CD105 i CD34.

Whioski: Obserwowane zmiany odsetka badanych populacji komdrek moga
potwierdzaé teori¢ o immunomodulujagcym wplywie infekcji u dziecka na skiad
mleka matki i moga swiadczy¢ o wspieraniu ukladu immunologicznego dziecka
przez mleko matki.

Badania finansowane przez w ramach projektu Subwencja statutowa MNiSW
2020 (Decyzja wew. nr 32/W/2020); Subwencja MEiN 2022 (Decyzja wew. WIM nr
04/W/2022) oraz przez MEiN w ramach projektu 5/491340/SPUB/SN/2021. * réwny
udziat
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IMMUNOMODULATORY EFFECT OF INFECTIOUS DISEASE ON
BREAST MILK COMPOSITION — PRELIMINARY STUDIES

KATARZYNA KROLIKOWSKA'*, KLAUDIA POREBSKA**, AGNIESZKA GOSCINSKA', KAROLINA
ALEKSANDROWICZ?, MIONIKA LESNIAK?, AGATA TOMASZEWSKA', JACEK Z. KUBIAK?, ROBERT
ZDANOWSKI*, BOLEStAW KALICKI'

"Military Institute of Medicine, Department of Pediatrics, Pediatric Nephrology and Allergology

2 Military Medical Institute, Laboratory of Molecular Oncology and Innovative Therapies

Introduction: Breast milk provides all essentials nutrients required for the in-
fant. The composition of individual nutrients, its dynamics and bioactive prop-
erties depend on the duration of lactation, the phase of feeding and even time
of the day. During mother’s infection, the abundance of certain immune cells in
the breast milk increases significantly, which enhances the infant’s immune ability
to protect itself against infections. Research suggests that the content of immune
components in milk is influenced by the infant’s health status.

Aim: To determine the influence of infant respiratory tract infections on the
phenotype of selected immune cell populations in breast milk.

Materials and Methods: Breast milk samples from mothers of 12 patients hos-
pitalized for respiratory tract infection, and mothers of 25 patients without symp-
toms of acute infectious disease (control group) were used. Children aged 0 to 6
months were qualified for both groups. The following cell populations were de-
termined by flow cytometry: lymphocytes with subpopulations (monocytes, neu-
trophils and eosinophils) and selected stemness markers (CD105, CD34, CD73+,
CD326 EpCAM+) on CD45- cells. Statistical analysis was performed in GraphPad
Prism 9 software using Mann-Whitney U test.

Results: It was observed that the composition of breast milk may change ac-
cording to the health status of the child. An increase in the percentage of neu-
trophils and CD3+CD8+ T lymphocytes was observed in sick children’s mothers
milk. The opposite tendency was observed in case of CD45- cells. Moreover, a low-
er percentage of cells expressing CD105 and CD34 was observed.

Conclusions: The observed changes in the percentage of the tested cell popula-
tions may confirm the theory of the immunomodulatory effect of the child’s infec-
tion on the composition of breast milk and may indicate that breast milk supports
the child’s immune system.

Research funded by the MNiSW under the project Statutory Subsidy of the MEiN
2020 (Internal Decision No. 32/W/2020); Statutory Subsidy of the MEiN 2022 (Inter-
nal Decision of WIM No. 04/W/2022) and by the MEiN under the project 5/491340/
SPUB/SN/2021. * equal contribution
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WPLYW POLIMORFIZMU BETA- | KAPPA- KAZEINY ORAZ
BETA-LAKTOGLOBULINY NA ODPOWIEDZ IMMUNOLOGICZNA
LIMFOCYTOW W MYSIM MODELU ALERGII POKARMOWE) —
BADANIA EX VIVO

LIDIA /VIARKIEWICZ1, TADEUSZ ZABOLEWICZZ, DAGMARA ZtOTKOWSKA1, ANNA OGRO-
powczyK', KAmiIL OLENSKI>, EWA WASILEWSKA', JOANNA FOTSCHKI', STANIStAW
KAMINSKI>, BARBARA WROBLEWSKA'

" Instytut Rozrodu Zwierzat i Badan zywnosci Polskiej Akademii Nauk, Zaktad Immunologii i Mikro-
biologii Zywnosci, ul. Tuwima 10, 10-748 Olsztyn

2 Uniwersytet Warmirisko-Mazurski, Wydziat Bioinzynierii Zwierzat, Katedra Genetyki Zwierzat, ul. Ocza-
powskiego 5, 10-719 Olsztyn

Bialka mleka sg bioaktywnymi skfadnikami diety dzieci i dorostych. Analiza
réznych wariantéw biatek kazeinowych i serwatkowych in silico i in vitro wykazala,
ze obserwowane rdéznice w sekwencji aminokwasowej mogg zmienia¢ podatnos¢
mleka na trawienie Zotagdkowo-jelitowe. Skutkuje to zmiang w profilu uwalnianych
peptydow i dostepnosci epitopdéw zdolnych do wigzania si¢ z przeciwciatami klasy
E. Celem badan byla ocena immunogennych wilasciwoséci wariantéw bialek mleka
w aspekcie alergii pokarmowe;j.

W badaniach wykorzystano mleko kréw o ustalonym genotypie beta-kazeiny,
kappa-kazeiny oraz beta-laktoglobuliny w uktadach: A1A1/AA/AA (mleko HMI),
A2A2/BB/BB (mleko HM2), A1A1/AE/AB (mleko HT1) oraz A1A1/BE/AB (mleko
HT?2) oraz mleko kontrolne (A1A2/AB/AB, mleko CTRL). Mleka poddano symulo-
wanemu trawieniu zolagdkowo-jelitowemu, a uzyskanymi hydrolizatami stymulowano
ex vivo limfocyty pobrane ze $ledzion myszy Balb/C nieuczulanych (naive, limfocyty
nieuwrazliwione, LN) lub uczulonych na biatka mleka (limfocyty uwrazliwione, LU).

Uzyskane wyniki analiz cytometrycznych i molekularnych wykazaty, ze mleka
HT1i HT?2 silnie zwigkszaly sekrecje TNFa i IL-6 przez LU (p<0,001), natomiast
mleka HM1, HM2 i CTRL czynily to w mniejszym, cho¢ istotnym stopniu (p<0,05).
Limfocyty LN odpowiedzialy zwigkszonym wydzielaniem TNFa wobec wszyst-
kich badanych hydrolizatéw mleka (p<0,01). Sposréd badanych wariantéw mlek,
jedynie HMI nie zwigkszalo wydzielania IL-4 przez LU i LN, a zadne nie wptywalo
na poziom IL-2, IL-17A oraz IL-10. Bez wzgledu na wariant badanego mleka, w po-
pulacji stymulowanych limfocytéw dominowata subpopulacja CD4*CD8", ale tyl-
ko limfocyty LU stymulowane HT1 indukowaly zwigkszony poziom limfocytow
regulatorowych (CD4*CD25%). Podsumowujac, stwierdzono, ze mleko HMI jest
najkorzystniejsze spo$réd badanych, poniewaz nie inicjuje odpowiedzi zapalnej
zaleznej od IL-4, charakterystycznej dla reakcji alergicznej.
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EFFECT OF BETA- AND CAPPA-CASEIN AND BETA-
LACTOGLOBULIN POLYMORPHISM ON THE IMMUNOLOGICAL
RESPONSE OF LYMPHOCYTES IN THE MOUSE MODEL OF FOOD
ALLERGY - EX VIVO STUDY
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" Institute of Animal Reproduction and Food Research Polish Academy of Sciences, Department of
Immunology and Food Microbiology, ul. Tuwima 10, 10-748 Olsztyn

2 Warmia and Mazury University, Faculty of Animal Bioengineering, Department of Animal Gene-
tics, ul. Oczapowskiego 5, 10-719 Olsztyn

Milk proteins are bioactive components in diets of children and adults. In silico
and in vitro analysis of casein and whey protein variants showed that observed
differences in the amino acid sequence may alter the susceptibility of milk to gas-
trointestinal digestion. This results in a change in the profile of released peptides
and their availability of epitopes capable of binding to class E antibodies. The aim
of the study was to assess the immunogenic properties of milk protein variants in
the aspect of food allergy.

The studies used cows’ milk with a predetermined genotype of beta-casein,
kappa-casein, and beta-lactoglobulin in the following systems: A1A1/AA/AA
(HM1 milk), A2A2/BB/BB (HM2 milk), A1A1/AE/AB (HT1 milk) and A1A1/BE/
AB (HT2 milk), and control milk (A1A2/AB/AB, CTRL milk). The milk was sub-
jected to simulated gastrointestinal digestion, and the obtained hydrolysates were
used to stimulate ex vivo lymphocytes isolated from the spleens of non-sensitized
Balb/C mice (naive, non-sensitized lymphocytes, LN) or mice sensitized to milk
proteins (sensitized lymphocytes, LU).

Results obtained with cytometric and molecular methods showed that HT1
and HT2 milk strongly increased the secretion of TNFa and IL-6 by LU (p<0.001),
while HM1, HM2 and CTRL milk did it to a lesser but significant extent (p<0.05).
LN lymphocytes responded with increased TNFa secretion compared to all tested
milk hydrolysates (p<0.01). Among the tested milk variants, only HM1 did not in-
crease IL-4 secretion by LU and LN, and none influenced the level of IL-2, IL-17A,
and IL-10. Regardless of the tested milk variant, the CD4*CD8* subpopulation was
dominant in populations of stimulated lymphocytes, but only HT1-stimulated LU
induced the increased levels of regulatory lymphocytes (CD4*CD25*). In conclu-
sion, it was found that HMI1 milk is the most beneficial as it does not initiate an
IL-4-dependent inflammatory response characteristic of an allergic reaction.
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INDUKCJA APOPTOZY W LUDZKICH ZDROWYCH
| NOWOTWOROWYCH KOLONOCYTACH POD WPLYWEM
METABOLITOW MIKROBIOTY JELITOWE)

LIDIA MIARKIEWICZ, ANNA OGRODOWCZYK, BARBARA WROBLEWSKA
Instytut Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk, Zaktad Immunologii i Mikro-
biologii Zywnosci, ul. Tuwima 10, 10-748 Olsztyn

Zte nawyki zywieniowe i niska aktywnos¢ fizyczna stanowig istotny czynnik
ryzyka rozwoju chordb dietozaleznych, w ktorych przebiegu obserwowana jest
dysbioza jelitowa. Mikrobiota jelitowa oraz produkowane przez nig metabolity
stanowig wazny czynnik regulujacy funkcjonowanie nablonka jelitowego oraz
calego organizmu. Gléwnymi metabolitami bateryjnymi sg produkty fermentacji
weglowodandow - krétkolancuchowe kwasy tluszczowe (SCFA): octowy (AC), pro-
pionowy (PA) oraz mastowy (BA). Ponadto bakterie majg zdolnos¢ modyfikacji
(dekoniugacji) kwasow zotciowych zwiekszajac stezenie wtérnych kwasow zétcio-
wych (SBA): deoksycholowego (DCA) oraz litocholowego (LTA).

Celem badan bylo zbadanie in vitro wplywu wymienionych metabolitéw bak-
teryjnych na indukcje apoptozy w kolonocytach nowotworowych (linie HT-29 oraz
HCT116; ATCC) oraz zdrowych (linia NCM460D na licencji INCELL Corp.). Zba-
dano wplyw niskiego oraz wysokiego stezenia pojedynczych SCFA i SBA na udziat
apoptotycznych komorek w populacji ludzkich kolonocytéw po 24-godzinnej in-
kubacji z badanymi czynnikami. Apoptoze oceniano cytometrycznie na podstawie
obecnosci aneksyny V na powierzchni komoérek (Dead Cell Apoptosis Kits with
Annexin V, ThermoFisher Scientific), a wyniki przedstawiono jako udziat pro-
centowy komdrek apoptotycznych w populacji wszystkich komoérek (%AP). SCFA
w niskich stezeniach (0,5 mM BU, 0,5 mM AC, 1 mM PA) nie wplywaly na %AP li-
nii nowotworowych HT-29 oraz HCT116, natomiast w zdrowych kolonocytach 0,5
mM PA istotnie (p<0,05) zwiekszyto %AP. Sposréd SCFA w wysokich stezeniach
(2,0 mM BU, 20 mM AC, 20 mM PA) tylko PA istotnie zwiekszal udzial komérek
apoptotycznych w obu liniach nowotworowych (p<0,05), natomiast 2,0 mM BU
- w linii NCM460D. SBA (50 i 100 uM LTA, 50 i 100 uM DCA) nie wptywaly na
%AP komorek linii HT-29 i HCT116, natomiast istotnie (p<0,05) zwigkszaly %AP
w hodowli NCM460D. Uzyskane wyniki wskazuja na zréznicowang wrazliwos¢
zdrowych i nowotworowych kolonocytéw na indukeje apoptozy przez metabolity
mikrobioty jelitowej, co moze mie¢ znaczenie w funkcjonowaniu nabtonka jelito-
wego u 0s6b stosujacych diete bogata w blonnik (substrat do produkeji SCFA) lub
wysokotluszczowej (zwigkszajacej wydzielanie soli zotciowych do $wiatla jelita).
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INDUCTION OF APOPTOSIS IN HUMAN HEALTHY AND
CANCER COLONOCYTES TREATED WITH GUT MICROBIOTA
METABOLITES
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Institute of Animal Reproduction and Food Research, Polish Academy of Sciences, Tuwima 10, 10-748
Olsztyn, Poland

Improper eating habits and low physical activity are a significant risk factor for
the development of diet-related diseases in which intestinal dysbiosis is observed.
The intestinal microbiota and the its metabolites are an important factor regulat-
ing the functioning of the intestinal epithelium and the entire organism. The main
bacterial metabolites are carbohydrate fermentation products — short-chain fatty
acids (SCFA): acetic (AC), propionic (PA) and butyric (BA). In addition, bacteria
have the ability to modify (deconjugate) bile acids by increasing the concentration
of secondary bile acids (SBA): deoxycholic (DCA) and lithocholic (LTA).

The aim of the study was to investigate in vitro the effect of the above-men-
tioned bacterial metabolites on the induction of apoptosis in neoplastic (HT-29
and HCT116; ATCC lines) and healthy (NCM460D line under INCELL Corp. li-
cense). The influence of low and high concentration of single SCFA and SBA on
the share of apoptotic cells in the population of human colonocytes after 24-hour
incubation with the tested agents was investigated. Apoptosis was assessed cyto-
metrically by the presence of Annexin V on the cell surface (Dead Cell Apoptosis
Kits with Annexin V, ThermoFisher Scientific) and results are presented as the
percentage of apoptotic cells in the total cell population (%AP). SCFAs at low con-
centrations (0.5 mM BU, 0.5 mM AC, 1 mM PA) did not affect the %AP of HT-29
and HCT116 cancer cell lines, while in healthy colonocytes 0.5 mM PA significant-
ly (p <0.05) increased the %AP. Among SCFA applied at high doses (2.0 mM BU,
20 mM AC, 20 mM PA) only PA significantly increased the proportion of apop-
totic cells in both cancer lines (p <0.05), and 2.0 mM BU - in the NCM460D line.
Secondary bile acids (50 and 100 uM LTA, 50 and 100 uM DCA) did not affect the
%AP of HT-29 and HCT116 cells, while significantly (p <0.05) increased the %AP
in NCM460D culture.

The obtained results indicate a different sensitivity of healthy and cancer colo-
nocytes to the induction of apoptosis by metabolites of the intestinal microbiota,
which may be important in the functioning of the intestinal epithelium in people
on a diet rich in fiber (a substrate for SCFA production) or high-fat (increasing the
secretion of bile salts into the intestinal lumen).
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PREBIOTYCZNY EFEKT a-(1->3)-OLIGOSACHARYDOW NA
MIKROBIOTE JELITOWA MYSZY

EWA SAINAGA', KATARZYNA SOCALA?, AGNIESZKA KALWASINSKA®, PIOTR WLAZ?, ADRIAN
WIATER*

Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta Il, Wydziat Nauk Scistych i Nauk o Zdrowiu, Katedra Bio-
medycyny i Badan Srodowiskowych, ul. Konstantynéw 1J, 20-708 Lublin;

2Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Katedra Fizjo-
logii Zwierzat i Farmakologii, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin;

3 Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu, Wydziat Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych, Kate-
dra Mikrobiologii Srodowiskowej i Biotechnologii, ul. Lwowska 1, 87-100 Torun;

“Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Katedra Mikro-
biologii Przemystowej i Srodowiskowej, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin.

W poprzednich badaniach dowiedziono, ze a-(1->3)-glukooligosacharydy
(GOS), bedace produktem kwasnej hydrolizy a-glukanu pochodzacego z grzyba
Laetiporus sulphureus, selektywnie stymulujg wzrost szczepow Lactobacillus i Bifi-
dobacterium, w przeciwienstwie do Escherichia coli i Enterococcus faecalis. W celu
weryfikacji potencjalu prebiotycznego tych zwigzkéw przeprowadzono doswiad-
czenie, w ktéorym zbadano wplyw GOS na mikrobiote bakteryjng jelita muszy.
Myszy byly podzielone na 3 grupy eksperymentalne: suplementowane GOS, su-
plementowane glukozg i bez suplementacji. Dwie ostatnie grupy myszy stanowily
kontrole. Do$wiadczenie trwato 21 dni, przy czy probki zbierano w czasie 0 oraz po
1i 3 tygodniach suplementacji. Zmiany skladu mikrobioty jelitowej okreslano na
podstawie wynikéw sekwencjonowania w technologii Illumina genu kodujacego
16S rRNA, pochodzacego z DNA wyizolowanego z prébek katu myszy. Najwigcej
zmian w liczebno$ci bakterii na poziomie rodzajéw zaobserwowano po 1 tygodniu
miedzy grupami myszy suplementowanych GOS i myszy nie poddawanych suple-
mentacji, aczkolwiek zmiany po 3 tygodniach byly nadal znaczace. Dodatkowo,
poréwnujac mikrobiom bakteryjny jelita myszy suplementowanych GOS w cza-
sie 0 i po 3 tygodniach, stwierdzono, m.in. znaczacy wzrost liczebnosci Prevotella
i spadek Escherichia-Schigella. Podsumowujac, przeprowadzone do$wiadczenie
potwierdzilo, ze podawanie GOS w kroétkim czasie wywoluje selektywne zmiane
w sktadzie mikrobioty jelitowej myszy w kierunku potencjalnie korzystnym dla
zdrowia, przy czym jednak zaobserwowane zmiany s3 w duzym stopniu osobniczo
specyficzne.
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It was previously shown that a-(1>3)-glucooligosaccharide (GOS), i.e. a prod-
uct of fungal a-glucan hydrolysis, is capable of selective stimulation of Lactobacil-
lus and Bifidobacterium strains, but not Escherichia coli or Enterococcus faecalis.
To test its prebiotic functionality, we assessed the effect of GOS on the murine gut
microbiota. Mice were fed with a GOS-supplemented diet and two control diets
(with and without glucose addition) for 21 days, and fecal samples were collected
at 0, 1, and 3-week time points. Changes in the bacterial community composi-
tion were measured by 16S rRNA gene Illumina sequencing. The biggest num-
ber of genus abundance shifts after 1 week of the treatment was noticed between
the group of the GOS-fed mice and the non-treated control, however after the
3-week treatment, the differences in the OTU abundance between these groups
were still relevant. The differences between the gut microbiota of the 3-week GOS-
fed mice, compared to these prior to the intervention, were driven by the higher
abundance of Prevotella spp., with a concomitant decrease in the abundance of
Escherichia-Shigella among others. Overall, this study demonstrates that the can-
didate for new prebiotics, i.e. fungal a-(1-3)-GOS, can significantly alter the gut
microbiota in mice within a short time, hovewer a high intra-individual pattern of
response was apparent.
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AKTYWNOSC NOWYCH POCHODNYCH 4-AN WOBEC CANDIDA
ALBICANS

MONIKA JANECZKO, ALEKSANDRA MARTYNA, ANTONINA KUROWSKA, MIACIE] MIASLYK,
KONRAD KUBINSKI, OLEG M. DEMCHUK

Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta Il w Lublinie, Wydziat Nauk Scistych i Nauk o Zdrowiu,
Instytut Nauk Biologicznych

Ostatnio nowe wlasciwosci czasteczki oksymu 4- AN, wykazujacego silne dziala-
nie anty-Candida poprzez zmniejszenie wzglednej ekspresji gendw determinujgcych
zjadliwos¢ grzybow, zostaly zaprezentowane [1]. Aktualnie przedstawiamy seri¢ no-
wych pochodnych 4-AN wykazujacych silne dzialanie przeciwgrzybicze [2]. Synteza
mieszaniny stereometréw E/Z pozadanych pochodnych przeprowadzona w klasycz-
nym podejsciu z nastepujaca reakcjg acylowania cechowata si¢ dobra wydajnoscia.
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Przeprowadzone testy antybiogramowe wykazaly, ze pochodne 4-AN hamuja
wzrost wszystkich badanych bakterii gram-dodatnich i gram-ujemnych z umiar-
kowana wartoscig MIC 125-250 pg/ml, a ich zastosowanie przeciwko szczepom
Candida spowodowalo zahamowanie wzrostu komorek w stezeniach powyzej
2 pg/ml oraz spowodowalo zahamowanie tworzenie grzybni i powstawanie tu-
dziez dojrzewanie bton biologicznych komdrek C.albicans. W przygotowanej serii
pochodnych wprowadzone grupy funkcyjne zostaly dobrane tak, aby obejmowaty
one podstawowy zakres polarnosci: krdtko- i dlugotancuchowe jednostki alkilowe,
aromatyczne, estrowe i weglanowe podstawniki. Stwierdzili§my istotny wptyw na-
szych pochodnych na izolaty kandydozy sromu i pochwy C.albicans w st¢zeniach
od 2 pg/ml do 256 pg/ml. Zwiazki testowane na normalnych komorkach ludzkich,
wykazaly niskg toksyczno$¢. Uzyskane wyniki pozwalajg na uznanie niektérych
pochodnych za potencjalnych kandydatéw na lek.
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Recently new properties of the oxime molecule 4-AN (4-(hydroxyimino)-cy-
clohexa-2,5-dien-1-ylidene] (phenyl)ethanenitrile), which has a strong anti-Can-
dida activity by reducing the relative expression of genes that determine virulence
of fungi, were presented [1]. Herein we present a series of new 4-AN derivatives
showing strong antifungal activity [2]. Synthesis of compounds by the classical
approach followed by an acylation reaction yielded a mixture of E/Z stereometers
of the desired derivatives in good yield.
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The performed antibiogram tests showed that derivatives of 4-AN inhibited
the growth of all tested gram-positive and gram-negative bacteria with a moderate
MIC value of 125-250 ug / ml, and their usage against Candida strains resulted in
inhibition of cell growth at concentrations up to 2 pg / ml. Moreover, mycelium
formation was inhibited at MIC / 16 and the formation and maturation of bio-
logical membranes of C. albicans cells was also inhibited. In the prepared series
of derivatives, the introduced functional groups were selected to cover the basic
polarity spectrum: short- and long-chain alkyl, aromatic, ester and carbonate units
were incorporated into the 4-AN structure. We found a significant effect on vul-
vovaginal candidiasis 50 C. albicans isolates with a MIC ranging from 2 pg / ml
to 256 ug / ml. Next, the compounds were tested on a normal human cell. Exper-
iments show that the compounds have a low toxicity, what in combination with
significant antifungal activity, allow to consider them as potential drug candidates.
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W obecnych czasach nanoczasteczki (NPs) s popularnym i obiecujgcym tematem
badan medycznych. Gléwna uwage skupiaja nanoczasteczki srebra (AgNPs) i zlota
(AuNPs). Interesujacym kierunkiem wykorzystania NPs w medycynie jest ich uzycie
jako nanolekdw badz systemoéw ich dostarczania, ktdre wspomagatyby leczenie choréb
nowotworowych oraz infekeji powodowanych przez lekooporne mikroorganizmy.

W prezentowanych badaniach nanoczasteczki srebra i ztota zsyntetyzowano
metoda polegajaca na redukcji soli metali roztworem cytrynianu sodu [1]. Nano-
czasteczki scharakteryzowano za pomocg XPS, spektroskopii UV-VIS, mikrosko-
pii DLS, potencjatu Z, SEM i AFM. Otrzymane NPs stabilizowano w hydrozelu
na bazie sfunkcjonalizowanej naturalnej alaniny CALA [2]. Stabilno$¢ hydrozeli
NP-C ,ALA zostala poddana ocenie metodami skaningowej kolorymetrii réznico-
wej oraz analizy termograwimetrycznej. Nastepnie NPs, C ,ALA i ich kombinacje
zostaly poddane badaniom na aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojows, przeciwno-
wotworowg oraz hemolityczng. Wyniki wykazaly, ze nanoczasteczki nie powoduja
zmiany wlasciwosci chemicznych Zelu oraz Ze nie maja wplywu na temperature
przejscia fazowego. Nanoczgsteczki nie spowodowaly réwniez znaczacego zaha-
mowania wzrostu zadnego z badanych drobnoustrojéw ani tez nie wykazaty dzia-
tania przeciwnowotworowego, oraz zaobserwowano jedynie niewielka aktywnos¢
hemolityczng w testowanych stezeniach. Uzyskanych wyniki potwierdza stabilnos¢
i brak toksycznosci zastosowanych nosnikéw (NP-C ALA), co czyni je obiecujg-
cym kandydatem do zastosowania w przysztosci jako system dostarczania lekow.
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Nowadays, nanoparticles (NPs), especially silver (AgNPs) and gold (AuNPs)
ones, are popular and promising research topic of medical studies. An interesting
direction of the use of NPs in medicine is the use as nanodrugs or drug deliv-
ery systems, which would support the treatment of cancers and infections caused
by drug-resistant microorganisms. For our studies, silver and gold nanoparticles
were synthesized using the sodium citrate reduction method [1]. Nanoparticles
were characterized by XPS, UV-VIS spectroscopy, DLS microscopy, Z-potential,
SEM and AFM. The obtained NPs were stabilized in an hydrogel based on func-
tionalized natural alanine C ,ALA [2]. The stability of NP-C ALA hydrogels was
assessed by scanning differential colorimetry and thermogravimetric analysis. Re-
spectively, NPs, C,ALA and their combinations were tested for antimicrobial, an-
ticancer and hemolytic activity. The results showed that the nanoparticles did not
change the chemical properties of the gel and that they had no effect on the phase
transition temperature. The nanoparticles did not significantly inhibit the growth
any of the tested microorganisms and did not show any anticancer activity, more-
over only a slight hemolytic activity was observed at the tested concentrations. The
overall results, obtained in the studies, confirm the stability and non-toxicity of the
used carriers, which makes them a promising candidate for future use as a drug
delivery system.
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Powszechne stosowanie substancji przeciwdrobnoustrojowych w medycynie,
weterynarii i rolnictwie przyczynilo si¢ do gwaltownego zwiekszenia przypadkow
antybiotykoopornosciu bakterii i zainicjowalo nowe wyzwania dla ochrony zdro-
wia publicznego. Jednym z istotnych rezerwuardw szczepow bakterii opornych
na antybiotyki sg dzikie zwierzeta, a w szczegolnosci ptaki. Te wysoce mobilne
zwierzeta moga przenosi¢ lekooporne szczepy w skali regionalnej (np. z wysypisk
$mieci do miast), jak rowniez w skali kontynentalnej podczas regularnych migracji
sezonowych.

W niniejszej pracy badano rézne populacje ptakéw wedrownych zyjacych
w poblizu osiedli ludzkich w celu oszacowania ich potencjatu w transmisji lekoo-
pornych szczepéw patogennych bakterii. Bakterie z odchodéw ptakéw izolowano
za pomocg standardowych metod mikrobiologicznych i identyfikowano technika
MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser desorption/ionizationtime-of-flight mass
spectrometry). Zidentyfikowane szczepy poddawano testom wrazliwoéci na anty-
biotyki oraz identyfikowano geny odpowiedzialne za lekoopornos¢. Stwierdzono,
ze dzikie ptaki moga by¢ waznym rezerwuarem i wektorem transmisji lekoopor-
nych bakterii.
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The widespread use of antimicrobial agents in medicine, veterinary and agri-
culture contributed to the emergence of antimicrobial-resistant bacteria and in-
itiated new challenges for the protection of public health. One of the important
reservoirs of antibiotic-resistant bacteria strains is wild animals, especially birds.
These highly mobile animals can transmit antibiotic-resistant strains on a regional
scale (e.g. from landfills to urban areas) as well as on a continental scale during
regular seasonal migrations.

In this study, various populations of migratory birds living in the vicinity of
human settlements were studied to estimate their potential for transmission of an-
tibiotic-resistant pathogenic bacteria strains. Bacteria from bird feceswere isolated
using standard microbiological methods and identified by matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) tech-
nique. Identified strains were subjected to antibiotic susceptibility tests and genes
responsible for antibiotic resistance were identified. It was found that wild birds
can be an important reservoir and vector for transmission of antimicrobial-resist-
ant resistant bacteria.
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Dzikie gryzonie s wszechobecne, a te zyjace w poblizu siedzib ludzkich, w tym
gospodarstw rolnych mogga stanowi¢ zagrozenie dla bezpieczenstwa zywnosci, jesli
wydalajg mikroorganizmy patogenne w odchodach w poblizu lub na produktach
rolnych. Prébki kalu od myszy z wybranych obszaréw Polski, zostaly przebadane
w celu okreslenia czestosci wystepowania i czynnikéw ryzyka wydalania i przeno-
szenia patogenéw. Gryzonie na badanym obszarze stanowily potencjalne ryzyko
jako rezerwuary $rodowiskowe E. coli, ale mogty takze odgrywac role w rozprze-
strzenianiu si¢ obligatoryjnych paleczek Salmonella w $rodowisku. Dzialania na
rzecz zwalczania gryzoni, ktore potencjalnie zmniejszajg bioréznorodnosé¢, moga
powodowac¢ zwigkszone wydalanie patogendw.
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Wild rodents are ubiquitous and those living near human settlements, includ-
ing farms, can pose a food safety risk if they shed pathogenic microorganisms in
the faeces near or on agricultural produce. Stool samples from mice from selected
areas of Poland were tested to determine the frequency and risk factors for the ex-
cretion and transmission of pathogens. Rodents in the study area posed a potential
risk as environmental reservoirs for E. coli, but may also play a role in the spread of
obligatory Salmonella in the environment. Rodent control efforts that potentially
reduce biodiversity may result in increased shedding of pathogens.
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Wstep: W skiad mleka wchodzi 30-40 bialek zdolnych wywota¢ reakcje aler-
giczng. Sg one zbudowane z komponentow alergenowych, ktdre zawieraja w swo-
jej strukturze fragmenty fancucha aminokwasowego, taczacego si¢ z wolnym IgE,
receptorem limfocytéw T lub receptorem limfocytéw B (determinanty alergenowe
lub epitopy). Jedna komponenta moze zawiera¢ wiele epitopéw. Uktad immuno-
logiczny wytwarza p/ciala IgE przeciwko epitopom. Testy molekularne stuza do
potwierdzenia uczulenia na okreslone molekuty danego alergenu.

Cel badania: Ocena przydatnosci diagnostyki komponentowej w alergii na
biatko mleka krowiego z okresleniem udzialu komponentéw w odpowiedzi IgE-
-swoistej, czgsto$ci wystepowania danych alergenéw w zaleznosci do wieku dzie-
cka oraz ich wplyw na manifestacje kliniczna.

Material i metoda badania: Analizie poddano komponenty biatka mleka kro-
wiego u 50 dzieci z alergia pokarmowa. W surowicy krwi oznaczono stezenie IgE
swoistych dla komponentéw alergenowych za pomoca testu ALEX.

Wyniki:

- U 72% pacjentéw wykazano objawy alergii pokarmowej. U 25% dzieci
stwierdzono podwyzszone stezenie swoistych IgE na alergeny biatka mleka.

- Najwiecej molekut bialka mleka wyodrebniono u dzieci do 3r.z. Z wiekiem
odsetek ten systematycznie spada.

- W 50% reakgji anafilaktycznej czynnikiem inicjujagcym byty alergeny biatka
mleka.

Whioski:

— Alergia na biatko mleka krowiego stanowi istotng przyczyne alergii pokar-
mowych. Diagnostyka molekularna pozwala m.in. na opracowanie profilu uczule-
niowego oraz okresla stopien cigzkosci reakcji alergicznej, korelujacy ze stopniem
ryzyka potencjalnej reakcji anafilaktycznej. Nie wszystkie molekuty mleka mogace
wywola¢ alergie zostaly poznane.
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Introduction: Milk contains 30-40 proteins capable of triggering an allergic
reaction. They are composed of components that contain fragments of the amino
acid chain that connects with free IgE, the T-lymphocyte receptor or the B-lym-
phocyte receptor (allergenic determinants or epitopes).

The immune system produces IgE antibodies only against individual epitopes
that are part of a specific allergen component. Molecular tests are used to confirm
sensitization to specific molecules of a given allergen.

Aim of the study: Usefulness of component diagnostics in cow’s milk pro-
tein allergy in children. Determination of the contribution of components to the
IgE-specific response. Estimation of the incidence of these allergens depending on
the age of the children and their effect on clinical manifestation.

Material and methods:

The components of cow’s milk protein in 50 children with food allergies. The
concentration of IgE specific for allergen components in the blood serum was de-
termined using the ALEX test. Results:

- 72% of patients showed symptoms of food allergy. Among them, 25% had an
elevated concentration of specific IgE on milk protein allergens.

— In children with symptoms of an allergic reaction to milk, the group among
which the most molecules of milk protein were distinguished are children up to 3
years of age.

- 33% of children with symptoms of food allergy have been diagnosed with
an acute systemic reaction. In 50% of cases, the initiating factor was milk protein
allergen.

Conclusion:

- Cow’s milk protein allergy is a significant cause of food allergies.

— The determination of individual milk allergens allows for accurate develop-
ment of the allergic profile.

- Molecular diagnostics allows to determine the degree of severity of the aller-
gic reaction, correlating with the degree of risk of a potential anaphylactic reaction.
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Mezoporowate nanomateriaty krzemionkowe (MSN) to nanostruktury o wy-
jatkowych mozliwosciach aplikacyjnych. Regulowany rozmiar czgstek, zmienny
wymiar poréw, a co za tym idzie, duza pojemnos¢ oraz szerokie mozliwosci mo-
dyfikacji powierzchni sprawiajg, ze MSN znalazly si¢ w grupie nosnikow tworza-
cych tzw. Smart Drug Delivery System. System ten jest obiecujagcym narzedziem
we wspolczesnej terapii onkologicznej, stuzacym do skutecznego i bezpiecznego
dostarczania leku do miejsca przeznaczenia. Wérdd najistotniejszych cech, ktore
czynig nanonosnik przydatnym w medycynie, oprocz zdolnosci uwalniania leku
w miejscu docelowym, czy zapewniania stabilno$ci w trakcie transportu, rownie
kluczowga sprawg jest jego niska toksyczno$¢ dla organizmu.

Celem prezentowanych badan bylo okreslenie potencjalnego dzialania cyto-
toksycznego oraz dzialania draznigcego pigciu nowo wytworzonych form nano-
no$nikéw krzemionkowych, z wykorzystaniem linii komdrkowej V79 (fibroblasty
plucne chomika) oraz ludzkich keratynocytéw epidermalnych. Ocene dzialania
cytotoksycznego wykonano za pomocg testow XTT (tetrazolium salt reduction)
oraz NR (neutral red uptake) z wykorzystaniem klasycznej hodowli 2D fibrobla-
stow, natomiast dzialanie draznigce oceniano z wykorzystaniem modelu 3D zre-
konstruowanej skory ludzkiej - EpiDerm™ Skin (MatTek).

W badaniach wyznaczono wartosci IC, | badanych czgsteczek, wyznaczono
srednig wzgledna Zywotnos$¢ komorek (mean relative viability RV), umozliwiajaca
wnioskowanie o dziataniu draznigcym, oznaczono poziom prozapalnej cytokiny
IL-1. Przeprowadzona ocena toksykologiczna badanych nanono$nikow krzemion-
kowych umozliwita wyselekcjonowanie jednego z rodzajéow nowo zsyntetyzowa-
nych nanoczastek o najlepszym profilu, do ewentualnych dalszych krokéw w kie-
runku ich zastosowan w medycynie czy kosmetologii.



SAFETY ASSESSMENT OF SILICA CARRIERS WITH THE USE OF
2D AND 3D CELL MODELS

ANNA SIEROStAWSKA, ANNA BORéWKA, ANNA RYMUSZKA
John Paul Il Catholic University of Lublin, Faculty of Natural Sciences and Health Sciences, Depart-
ment of Animal Physiology and Toxicology

Mesoporous silica nanomaterials (MSN) are nanostructures with unique ap-
plication possibilities. Adjustable particle size, variable pore size, and hence high
capacity and wide possibilities of surface modification make MSN one of the carri-
ers forming the so-called Smart Drug Delivery System. This system is a promising
tool in modern cancer therapy, used for effective and safe delivery of drugs to the
destination. Among the most important features that make the nanocarrier useful
in medicine, in addition to the ability to release the drug at the target site or ensur-
ing stability during transport, its low toxicity to the body is also of key importance.

The aim of the presented research was to determine the potential cytotoxic
activity and irritation of five newly produced forms of silica nanocarriers, using
the V79 cell line (hamster lung fibroblasts) and human epidermal keratinocytes.
The cytotoxic activity was assessed using XTT (tetrazolium salt reduction) and
NR (neutral red uptake) tests with the use of classic 2D fibroblast culture, while
the irritating effect was assessed using a 3D model of reconstructed human skin -
EpiDerm ™ Skin (MatTek).

In the studies, the IC,, values of the tested molecules were determined, the
mean relative viability of the cells (RV) was assessed, allowing for conclusions
about the irritating effect, and the level of the pro-inflammatory cytokine IL-1 was
determined. The carried out toxicological assessment of the tested silica nanocar-
riers made it possible to select one of the types of newly synthesized nanoparticles
with the best profile for possible further steps towards their application in medi-
cine or cosmetology.
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CZYNNIKI WPLYWAJACE NA ADSORPCIE BIALEK NA
MODYFIKOWANYCH MATERIAtACH KRZEMIONKOWYCH

ANNA BORéWKA, ANDREA BAIER
Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta II, Wydziat Nauk Scistych i Nauk i Zdrowiu,
Katedra Fizjologii Zwierzat i Toksykologii

Uporzadkowane mezoporowate materiaty krzemionkowe przyciagaja znaczna
uwage badaczy od czasu, gdy w latach 90-tych ubieglego stulecia sposéb ich synte-
zy zostal po raz pierwszy zgtoszony przez Mobil Oil Corporation [1]. Wysoka war-
to$¢ ich powierzchni wlasciwej i jednolite rozmiary poréw sprawiaja, ze idealnie
nadaja sie one do adsorpcji, a takze separacji biatek i innych czasteczek biologicz-
nych. Wtasciwosci adsorpcyjne tych materiatéw mozna dostosowywa¢ poprzez
chemiczng modyfikacje ich powierzchni, wprowadzenie dodatkowych substancji
lub zmiang¢ warunkow prowadzenia procesu adsorpcji. W badaniach zastosowano
modyfikowane mezoporowate materialy krzemionkowe typu MCM-41 i SBA-15.
Adsorbowanymi biatkami modelowymi byly lizozym i P2B. Zbadano wplyw wiel-
kosci czastek biatka, temperatury i pH na ilo$¢ adsorbowanej substancji.

Literatura:
[1] Kresge, C.T., Leonowicz, M.E., Roth, W.J., Vartuli J.C., Beck, J.S., 1992. Nature 359, 710.
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FACTORS AFFECTING ADSORPTION OF PROTEINS ON
MODIFIED SILICA MATERIALS

ANNA BOROWKA, ANDREA BAIER
The John Paul Il Catholic University of Lublin, Faculty of Natural Sciences and Health,
Department of Animal Physiology and Toxicology

Ordered mespoprous silica materials have attracted substantial research at-
tention since they were first reported by Mobil Oil Corporation in the 1990’ [1].
Their high surface areas and adjustable uniform pore sizes make them ideal for
adsorption, as well as separation of proteins and other biological molecules. The
adsorption properties of these materials can be tailored by chemical modification
of their surface, the introduction of additional substances or by changing the con-
ditions for conducting the adsorption process. In this work, modified mesoporous
silica materials of the MCM-41 and SBA-15 types were used. The adsorbed model
proteins were lysozyme and P2B. In the study, the effects of protein particle size,
temperature and pH on the amount of protein adsorbed were investigated.

References:
[1] Kresge, C.T., Leonowicz, M.E., Roth, W.J., Vartuli J.C., Beck, J.S., 1992. Nature 359, 710.
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WPLYW CYANOBAKTERII NA STAN EKOLOGICZNY
SRODOWISKA | ZDROWIE CZLOWIEKA

MAtGORZATA PONIEWOZIK1, TOMASZ LENARD?

' Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta Il, Wydziat Nauk Scistych i Nauk o Zdrowiu, Katedra
Fizjologii i Biotechnologii Roslin, ul. Konstantynéw 11, 20-708 Lublin,

2 Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta Il, Wydziat Nauk Scistych i Nauk o Zdrowiu, Katedra
Fizjologii Zwierzat i Toksykologii, ul. Konstantynéw 11, 20-708 Lublin

Zgodnie z Ramowg Dyrektywa Wodng ustanowiong w 2000 roku fitoplank-
ton jest jednym z pigciu elementéw biologicznych wykorzystywanych do oceny
stanu ekologicznego wéd powierzchniowych. W niniejszej pracy zbadano stan
ekologiczny trzech matych i plytkich jezior (Gumienek, Glinki, Czarne) zlokali-
zowanych na Réwninie Poleskiej. Oceny dokonano wykorzystujac wskazniki fito-
planktonowe. We wszystkich trzech jeziorach dominowaly sinice nitkowate, kto-
re byly reprezentowane zaréwno przez gatunki wytwarzajace heterocyty, jak i te,
ktore ich nie tworza (Aphanizomenon, Planktothrix, Limnothrix i Planktolyngbya).
Zagrozenie, jakie stwarzaja sinice rozwijajace sie masowo w zbiornikach wodnych,
wynika z ich potencjalu do wytwarzania toksyn o dzialaniu hepatotoksycznym,
neurotoksycznym lub dermatotoksycznym na organizmy zyjace w zbiorniku wod-
nym w kolejnych ogniwach lancucha troficznego. Na koncu tego tanicucha zawsze
znajduje sie cztowiek. Do okreslenia stanu ekologicznego badanych jezior zasto-
sowano trzy indeksy: wegierski Q, niemiecki PSI (Phyto-See-Index) oraz polski
PMPL (Phytoplankton Metrics for Polish Lakes). Na podstawie wskaznika stanu
troficznego Carlsona (TSI), jeziora Gumienek i Glinki s3 jeziorami zaawanso-
wanymi eutroficznie, natomiast jezioro Czarne uzyskalo lepszy wynik i zostalo
sklasyfikowane jako lekko eutroficzne. Stan troficzny generalnie potwierdzat stan
ekologiczny oparty na indeksach fitoplanktonowych. Najlepszy stan ekologiczny
uzyskano przy zastosowaniu indeksu Q: jezioro Gumienek, o wskazniku EQR =
0,42, miato stan umiarkowany, a jezioro Czarne, o EQR = 0,62, osiaggnelo stan
dobry. Natomiast jezioro Glinki, z EQR = 0,40, zostalo sklasyfikowane na granicy
stanu sfabego i umiarkowanego. Na podstawie indeksu PMPL jezioro Gumienek
zostato zaklasyfikowane do stanu zlego ( EQR = 0,05), natomiast jeziora Glinki
i Czarne zostaly sklasyfikowane w obrebie stanu stabego (EQR = odpowiednio
0,25 i 0,35). Natomiast na podstawie niemieckiego wskaznika PSI jeziora zostaly
sklasyfikowane inaczej: stan jezior Gumienek i Czarne byt nieco lepszy, ale wcigz
niezadowalajacy, gdyz nadal znajdowaly si¢ one ponizej granicy dla kategorii stanu
dobrego zalecanego do osiggniecia przez Unie Europejska.



IMPACT OF CYANOBACTERIA ON THE ECOLOGICAL STATUS OF
FRESHWATERS AND HUMAN HEALTH
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According to the Water Framework Directive established in 2000 phytoplank-
ton is one of the five biological quality elements used to assess the ecological status
of surface waters. In the present study, the ecological status of three small and shal-
low lakes (Gumienek, Glinki, Czarne lakes) in the Polesie Plain, Eastern Poland,
was determined using indicators based on phytoplankton communities. The dom-
inant phytoplankton in all three lakes were filamentous cyanobacteria. They were
represented by both heterocystous and non-heterocystous species from the genera
Aphanizomenon, Planktothrix, Limnothrix, and Planktolyngbya. The threat posed
by cyanobacteria growing in masses in water bodies is due to their potential to
produce toxins. These toxins can have hepatotoxic, neurotoxic, or dermatotoxic ef-
fects on the organisms living in the water body in the following cells of the trophic
chain. At the end of this chain is always a human, who additionally uses water bod-
ies for recreational purposes. We used three indices to determine the ecological
status of the studied lakes: the Hungarian Q index, the German PSI (Phyto-See-In-
dex) and the PMPL (Phytoplankton Metrics for Polish Lakes). On the basis of the
Carlson’s Trophic State Index (TSI), Gumienek and Glinki lakes were classified as
advanced eutrophic, while Lake Czarne scored better and was classified as slight-
ly eutrophic. The trophic status was generally confirmed by the ecological status
based on phytoplankton indices, and was indicative of the varying ecological sit-
uation in the studied lakes. The best ecological status for the studied lakes was
obtained using the Q-index: Gumienek lake, with EQR (ecological quality ratio) =
0.42, had moderate status, and Czarne lake, with EQR = 0.62, achieved good sta-
tus. In contrast, Glinki lake, with an EQR = 0.40, was classified on the borderline
for poor and moderate condition. Based on the Polish PMPL, Gumienek lake was
classified in bad status (EQR = 0.05), while Glinki and Czarne lakes were classified
within poor status (EQR = 0.25 and 0.35, respectively). In contrast, on the basis of
the German PSI, the lakes were classified differently: the status of Gumienek and
Czarne lakes was better but unsatisfactory, as they were still below the limit for the
good status category recommended by the European Union.
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RYBIE ,,AWATARY” LUDZKICH NOWOTWOROW JAKO NOWE
PODEJSCIE SPERSONALIZOWANEJ MEDYCYNY W ONKOLOGII

ANNA BOGUSZEWSKA-CZUBARA, AGATA MIALEK, SYLWIA WNOROWSKA, RENATA ZELAZOWSKA
Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Wydziat Nauk Medycznych, Katedra i Zaktad Chemii Medycznej

Nowotwory s3 jedna z gtéwnych przyczyn zgonéw na catym $wiecie, a wysokie
wskazniki zachorowan na raka sg w krajach o najwyzszej $redniej dtugosci zycia,
poziomie wyksztalcenia i standardu zycia. Gléwnymi przyczynami nowotworow
s czynniki srodowiskowe i wynikajace ze stylu zycia, jak otylos¢, infekcje, pro-
mieniowanie UV i spozywanie alkoholu. Dlatego poszukiwanie nowych terapii
przeciwnowotworowych jest bardzo wazne w medycynie. W tym celu powstaja
modele zwierzece przeszczepéw ksenograficznych zapewniajace wydajniejsze
i skuteczniejsze wyniki badan przedklinicznych.

Pierwsze doniesienie o zastosowaniu heteroprzeszczepu ludzkich komorek
u danio pregowanego (Danio rerio, Zebrafish) pochodzi z 2005 r. i opisuje wszczep
ludzkich komoérek znakowanych zielonym biatkiem fluorescencyjnym (GFP) do
zarodkéw w stadium blastuli. Od tego czasu ten model jest ulepszany, dostosowy-
wany do nowych potrzeb i wzbogacany o innowacyjne metody obrazowania i wi-
zualizacji. Oferuje on szereg zalet, w tym niskie wymagania w zakresie utrzymania
i pielegnacji zwierzat, szybki rozwdj i wysoka ptodnos¢, niskie koszty, stabo rozwi-
niety uktad odpornosciowy gwarantujacy dobre przyjecie przeszczepu i wreszcie
mozliwos¢ obserwacji komorek rakowych w organizmie gospodarza w czasie rze-
czywistym dzieki przezroczystej naturze danio pregowanego. Wszystko to spra-
wia, Ze model ten jest coraz szerzej stosowanym narzedziem do badania prolifera-
cji komdrek nowotworowych, wzrostu guza i jego zachowan przerzutowych.

Ksenografty pochodzace od pacjenta (PDX), zwane réwniez ,,awatarami’, po-
wstajg przez implantacje¢ ludzkich komorek lub tkanek pierwotnego nowotworu
zwierzeciu — gospodarzowi, gdzie nowotwory od pacjentéw rosna w fizjologicz-
nym mikrosrodowisku guza, o zblizonym poziomie tlenu, sktadnikéw odzywczych
i hormonéw. W rezultacie modele PDX wykazuja podobne reakcje na leczenie
przeciwnowotworowe, jak u rzeczywistego pacjenta, od ktérego pochodzi guz. Ze
wzgledu na zlozonos¢ i unikalne cechy kazdego guza, PDX s3 modelami z wyboru
w badaniach nad rakiem i medycynie precyzyjnej, a zastosowanie modelu danio
pregowanego jako ,awatarow” ludzkich nowotworéw moze stuzy¢ do szybkiej
oceny potencjalnych spersonalizowanych terapii trudnych lub opornych guzéw.

Badanie finansowane ze $rodkéw Narodowego Centrum Nauki, OPUS
2019/33/B/NZ7/01608



FISH “AVATARS” OF TUMORS AS A NEW ATTEMPT IN
PERSONALIZED MEDICINE IN ONCOLOGY

ANNA BOGUSZEWSKA-CZUBARA, AGATA MIALEK, SYLWIA WNOROWSKA, RENATAZELAZOWSKA
Medical University of Lublin, Faculty of Medical Sciences, Department of Medical Chemistry

Cancer is nowadays among the leading causes of death worldwide. Interest-
ingly cancer rates are highest in countries whose populations have the highest life
expectancy, education level, and standard of living. It is due to cancer causes at-
tributable to key lifestyle and environmental risk factors like obesity, infections,
UV radiation and alcohol consumption. Therefore there is a great need to search
for new anti-tumor drugs or innovative therapeutic approaches. For that purpose
xenograft animal models are developed to provide more accurate, efficient and
effective results of preclinical studies.

The first use of human cell xenograft in zebrafish was reported in 2005, when
green fluorescent protein (GFP)-labeled human cell lines were transplanted into
blastula stage embryos, and since then, this model has been improved, adapted
to new needs and developed for innovative imaging and visualization methods.
As zebrafish xenograft model offers a number of advantages over other xenograft
models including low maintenance and care requirements, quick development and
high fecundity, at low costs, a complement of orthotopic organs, immune system
enhancing xenografts of human cancer cells without immune rejection and finally
the ability to observe cancer cells within the host body easily in real time due to
transparent nature of embryo-larva zebrafish. All these makes the zebrafish xeno-
graft model an exciting tool to provide new and important data concerning tumor
growth, proliferation, metastatic behaviours.

Patient-derived xenografts (PDXs), also called “avatars,” are generated by the
implantation of human primary tumor cells or tissues into a host animal. In such
models, samples of patients’ tumors grow in physiologically-relevant tumor mi-
croenvironments that mimic the oxygen, nutrient, and hormone levels that are
found in the patient’s primary tumor site. As a result, numerous studies have found
that PDX models exhibit similar responses to anti-cancer agents as seen in the
actual patient who provided the tumor sample. Therefore due to the complexity
and unique characteristics of each tumor, PDXs are models of choice in cancer
research and precision medicine. In that field zebrafish can provide a more authen-
tic view to investigate human cancers as “avatars” for rapidly evaluating potential
patient-personalized therapies.

Research funded by the National Science Center, OPUS 2019/33/B/NZ7/01608
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Swiatowa Organizacja Zdrowia oglosita globalng pandemie COVID-19 wywota-
ng wirusem SARS-CoV-2. Pomimo braku lekéw hamujacych rozwéj wirusa SARS-
-CoV-2, powstaja listy lekoéw o potencjalnych wlasciwosciach przeciwwirusowych,
takich jak chlorochina i hydroksychlorochina, remdesivir. Sposréd tych lekéw chlo-
rochina i hydroksychlorochina sg interesujace z medycznego i chemicznego punktu
widzenia. Chociaz duze dawki chlorochiny i jej pochodnych mogg wywotywac¢ skut-
ki uboczne, takie jak zaburzenia pracy serca, neuromiotoksycznos¢, nadcisnienie
iarytmia serca, nadal rozwaza si¢ ich potencjalne zastosowanie i testy.

W tym badaniu przedstawiamy synteze nanokrystalicznego metaloorganicz-
nego szkieletu UiO-66 jako potencjalnego systemu uwalniania difosforanu chlo-
rochiny (CQ). Zwigkszenie stezenia kwasu solnego podczas syntezy spowodowato
znaczny wzrost objetosci poréw, co zwigkszylo ilos¢ CQ w kompozytach CQ@
UiO-66. Testy uwalniania lekow dla CQ@UiO-66 potwierdzity przedtuzone uwal-
nianie CQ w poréwnaniu z czystym CQ. Testy in vivo na organizmach modelo-
wych Danio rerio wykazaty, ze CQ uwolnione z CQ@UiO-66 25% wykazywalo
nizsza toksycznos$¢ i mniej efektow kardiotoksycznych objawiajacych sie¢ wadami
rozwojowymi serca i arytmig w poréwnaniu z analogicznymi dawkami CQ. Testy
cytotoksycznos$ci wykazaly, ze CQ z UiO-66 zwigkszal Zywotnos¢ komorek serca
(H9C2) w poréwnaniu z inkubacja z czystym CQ. Przedstawione tutaj wyniki eks-
perymentalne mogg by¢ krokiem naprzéd w kontekscie mozliwosci ograniczenia
kardiotoksycznosci chlorochiny.
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The World Health Organization announced the global pandemic COVID-19
caused by the SARS-CoV-2 virus. Despite the lack of drugs to inhibit the devel-
opment of the SARS-CoV-2 virus, lists of drugs with potential antiviral properties
are created and simultaneously modified, including chloroquine and hydroxychlo-
roquine, remdesivir. Of those drugs chloroquine and hydroxychloroquine may be
interesting from the medical and chemical point of view. Although high dosages of
chloroquine and its derivatives could have side effects such as cardiac disturbanc-
es, neuromyotoxicity, hypertension, and cardiac arrhythmia, they are still under
consideration for potential use and testing.

In this study, we present a modulated synthesis nanocrystalline defective UiO-
66 metal-organic framework as a potential chloroquine diphosphate (CQ) deliv-
ery system. Increasing the concentration of hydrochloric acid during the modulat-
ed synthesis resulted in a considerable increase of pore volume, which enhanced
the CQ loading in CQ@UiO-66 composites. Drug release tests for CQ@UiO-66
composites have confirmed prolonged CQ release in comparison with pure CQ. In
vivo tests on a Danio reiro model organism have revealed that CQ released from
CQ@Ui0-66 25% showed lower toxicity and fewer cardiotoxic effects manifested
by cardiac malformations and arrhythmia in comparison to analogous doses of
CQ. Cytotoxicity tests proved that the CQ loaded on the defective UiO-66 cargo
resulted in increased viability of cardiac cells (H9C2) as compared to incubation
with pure CQ. The experimental results presented here may be a step forward in
the context of reducing the cardiotoxicity CQ.
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Pandemia COVID-19 wplynela na prawie kazdy aspekt Zycia. Zmienity sie
wzorce kontaktow miedzyludzkich, sposoby prowadzenia biznesu oraz metody
edukacji szkolnej. Znaczna czg$¢ §wiatowego biznesu przeniosta si¢ do $wiata wir-
tualnego, a globalne tancuchy dostaw zostaly zaktocone. Z drugiej strony ta nowa
sytuacja stworzyla szanse na znacznie szybszy rozwdj niektorych obszaréw bizne-
su i nauki. Na przyklad obserwacja i analiza danych pandemicznych przyczyni-
ly si¢ do rozwoju nowych technik skutecznego prognozowania matematycznego.
Warto zauwazy¢, ze podczas pandemii wiekszo$¢ decyzji politycznych i gospodar-
czych opiera si¢ na oficjalnych danych o liczbie nowych infekcji na poziomie kra-
ju. Dlatego jako$¢ tych danych jest bardzo istotna przy podejmowaniu trudnych
decyzji, takich jak wprowadzanie nowych ograniczen. W niniejszym opracowaniu
skupimy si¢ na problemie jakosci danych pandemicznych i przedstawimy nowa-
torskag metode wykrywania anomalii opartg na granulkach informacji. W ekspe-
rymentach numerycznych poréwnano dane z kilku krajéw europejskich. Dobor
danych do analizy oparto na nastgpujacych informacjach: przeplyw oséb miedzy
krajami, zblizona jako$¢ opieki medycznej oraz standardy sanitarne. Odpowiednia
adaptacja autorskiej metody wykrywania anomalii opartej na granulkach infor-
macji pozwolila na identyfikacje potencjalnych anomalii w codziennych raportach
COVID.



ANOMALIES IN COVID-19 REPORTS
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The COVID-19 pandemic has affected almost every aspect of life. The patterns
of interpersonal contacts, the ways of doing business and the methods of school
education have changed. A significant part of worldwide business has migrated to
the virtual world, and the global supply chains have been disrupted. On the other
hand, this new situation created opportunities for a much faster development of
some areas of business and science. For example, the observation and analysis of
pandemic data has contributed to the development of new techniques for effective
mathematical forecasting. It is worth noting that during a pandemic most political
and economic decisions are based on official data on the number of new infections
at the country level. Therefore, the quality of this data is very important for making
difficult decisions, such as implementing new restrictions. In this study, we will
focus on the problem of pandemic data quality and present a novel anomaly detec-
tion method based on information granules. In numerical experiments, data from
several European countries were compared. The selection of data for analysis was
based on the following information: the movement of people between countries,
similar quality of medical care and the sanitary standards. An appropriate adap-
tation of the author’s anomaly detection method based on information granules
allowed to identify potential anomalies in daily COVID reports.
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ZMIANY POZIOMU MARKEROW STRESU WE WLOSACH
U OSOB Z tAGODNYM PRZEBIEGIEM COVID-19
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Pandemia COVID-19 zostala uznana za jeden z najwazniejszych globalnych
czynnikéw stresogennych w ostatnich latach. Podwyzszony stres psychologicz-
ny notowano gléwnie w grupach zawodowych bezposrednio zaangazowanych
w walke z pandemig, m.in. wéréd pracownikow stuzby zdrowia. Mniejsza uwage
poswigcono zagadnieniu jak zmienia si¢ poziom stresu u osob zakazonych ko-
ronawirusem w przypadku tagodnego przebiegu tej choroby. Mozna zalozy¢, ze
w zwigzku ze stale naglasnianymi informacjami dotyczacymi niebezpieczenstw
zwigzanych z COVID-19 (ryzyko $mierci, ryzyko ciezkiego przebiegu choroby, ry-
zyko zarazenia bliskich oséb, potrzeba przebywania w izolacji) u oséb, u ktérych
potwierdzono obecno$¢ koronawirusa, pojawiat sie silny, kilkutygodniowy stres
psychologiczny zwigzany z niepewnoscig i obawami o wlasne zdrowie (i zycie)
oraz stres fizjologiczny zwiazany z choroba. Biologicznym markerem stresu moze
by¢ kortyzol lub kortyzon deponowany we wlosach.

Do badan wykorzystano probki wloséw od wolontariuszy, u ktorych potwier-
dzono zakazenie koronawirusem oficjalnym testem i ktére przez co najmniej 2
tygodnie leczyly si¢ w warunkach domowych (nie wymagaty hospitalizacji i dekla-
rowaly fagodny przebieg choroby). Prébki pobierano zgodnie zaleceniami SoHT
(z ang. Society of Hair Testing) [1]. Stezenie kortyzolu i kortyzonu badano w od-
cinkach wloséw sprzed i z okresu trwania choroby. Oznaczenia poziomu marke-
réw stresu wykonano za pomocg tandemowego spektrometru masowego sprzezo-
nego z ultrasprawnym chromatografem cieczowym.

Literatura:
[1] Cooper, G., Kronstrand, R., Kintz, P., 2012. Society of Hair Testing guidelines for drug testing in
hair, Forensic Science International 218, 20-24.
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In recent years, the COVID-19 pandemic has been recognized as one of the
most important global stressors. Increased psychological stress was mainly noted
in occupational groups directly involved in the fight against the pandemic, among
others in healthcare workers. Less attention was paid to how the stress level chang-
es in people with mild symptoms of the illness. It can be assumed that due to the
constantly published information on the dangers of COVID-19 (risks of death,
risk of severe course of disease and complications or the need to stay in isolation),
people who tested positive for coronavirus had a strong, several-week-long psy-
chological stress related to uncertainty and fears for one’s health (and life) and
physiological stress related to the disease. Cortisol or cortisone, which is deposited
in the hair, may be a biological marker of this stress.

For the study, the hair samples from volunteers who tested positive for coro-
navirus SARS-CoV-2 and were treated at home for at least 2 weeks (they did not
require hospitalization and declared mild symptoms of the COVID-19) were used.
The samples were collected following recommendations of the Society of Hair
Testing (SoHT) [1]. The concentration of stress markers was measured in hair
segments related to the period before and after disease. Cortisol and cortisone
determinations were carried out using a tandem mass spectrometry coupled with
ultra-high performance liquid chromatography.

References:
[1] Cooper, G., Kronstrand, R., Kintz, P., 2012. Society of Hair Testing guidelines for drug testing in
hair, Forensic Science International 218, 20-24.

AN




214

P27

TERAPIA SZTUKA JAKO FORMA PROFILAKTYKI IWALKI ZE
STRESEM
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Stres jest nieodlagcznym elementem zycia kazdego z nas a nieumiejetno$¢ ra-
dzenia sobie z nim stanowi jeden z najpowazniejszych probleméw wspotczesne-
go $wiata. Terapia sztuka (arteterapia) jest jedna z form zapobiegania i walki ze
stresem.

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie autorskiego programu arteterapeu-
tycznego wchodzacego w sklad cyklu zaje¢ ,,Stresoodporny” poswigconemu do-
starczeniu umiejetnosci konstruktywnego radzenia sobie w sytuacjach stresogen-
nych oraz umiejetnosci rozpoznawania symptomow i skutkow stresu.

Program zaje¢ pt. ,Adekwatek”

Cel zajeé: rozpoznanie wlasnych potrzeb , analiza zrodet stresu i rozpoznanie
sposobu radzenia sobie z nim. Zajecia skierowane s3 do 0s6b dorostych czynnych
zawodowo. Czas przewidziany na zajecia to 3 h.

Przebieg warsztatu obejmuje: 1. Powitanie (integracja grupy) oraz podpisanie
wspolnie tworzonego kontraktu. 2. Koto osobistej satysfakcji (tworzenie grafu re-
prezentujacego réwnowage pomiedzy réznymi obszarami zycia), 3. Okreslenie
tzw. punktow stresu (test Mikea Claytona), 4. ,Wieczerza” (plastyczna wizualizacja
stresu), 5. Rzezba (elementy dramy jako narzedzia terapeutycznego), 6. , Adekwa-
tek” (tworzenie rzezby przestrzennej reprezentujacej sposob radzenia sobie z sytu-
acja stresowa.). 7. Relaksacja (poznanie technik relaksacyjnych i nauka treningu
autogennego), 8. Pozegnanie uczestnikow.

Przewidywane efekty terapeutyczne: przepracowanie sytuacji stresogennych,
budowanie poczucia wlasnej wartosci i adekwatnej samooceny, uswiadomienie
sobie wlasnych mozliwosci i predyspozycji.

Przewidywane efekty edukacyjne: nauka dzialan pomocowych w odreagowa-
niu napi¢¢ emocjonalnych, nauka technik relaksacyjnych, nauka sposobéw radze-
nia sobie w sytuacjach stresogennych, nauka rozpoznawania symptomow i skut-
kow stresu.

Przewidywane efekty rozwojowe: konstruktywne radzenie sobie ze stresem,
adekwatne reakcje na sytuacje stresogenne, wykorzystywanie wlasnych mozliwo-
$ci i predyspozycji, wyrazanie swoich uczu¢, emocji i potrzeb.
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Stress is an inseparable element of everyone’s life and the inability to cope with
it is one of the most serious problems of the modern world. Art therapy is one way
of preventing and combating stress.

The aim of this article is to present the author’s art therapy programme, which
is a part of the ‘Stress Resistant’ series of classes dedicated to providing skills for
dealing constructively with stressful situations and the ability to recognise the
symptoms and effects of stress.

A workshoop entitled. “Adekwatek” The purpose of the class: to recognise
one’s own needs , to analyse the sources of stress and recognise how to cope with
it. The class is aimed at working adults. Class time is 3 h.

The course of the workshop includes: 1. Welcome (group integration) and
signing of a mutually created contract. 2. Personal satisfaction circle (creation of
a graph representing the balance between different areas of life), 3. Identification
of so-called stress points (Mike Clayton test), 4. “A supper” (visualisation of stress),
5. Sculpture (elements of drama as a therapeutic tool), 6. “Adekwatek” (creation
of a spatial sculpture representing a way of dealing with a stressful situation). 7.
Relaxation (learning relaxation techniques and autogenic training), 8. Farewell to
participants.

Anticipated therapeutic effects: working through stresstul situations, building
self-esteem and adequate self-assessment, becoming aware of one’s own abilities
and predispositions.

Anticipated educational outcomes: learning activities for relieving emotional
tensions, learning relaxation techniques, learning how to cope with stressful situa-
tions, learning to recognise the symptoms and effects of stress.

Anticipated developmental effects: coping constructively with stress, respond-
ing appropriately to stressful situations, using one’s own abilities and predisposi-
tions, expressing one’s feelings, emotions and needs.
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WPLYW STRESU NA UKLAD ODPORNOSCIOWY — WYBRANE
ZAGADNIENIA
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Juz w starozytno$ci wnioskowano, ze stan psychiczny wplywa na zdrowie fi-
zyczne i moze by¢ przyczyng wystepowania i wplywac na przebieg chordb. Stres to
proces, za pomoca ktorego czynniki srodowiskowe (stresory) zagrazaja rownowa-
dze organizmu lub ja naruszajg i za pomoca ktérego organizm reaguje na zagro-
zenie. W pierwszej polowie XX wieku zdefiniowany zostaf stres fizjologiczny jako
stan w ktorym aktywuje si¢ wspolczulny uktad nerwowy i 0§ podwzgérze-przy-
sadka-nadnercza. Dochodzi do zmiany w wydzielaniu hormonéw i aktywnosci
ukladu nerwowego. Zmiana dziatania mechanizméw regulacji zmienia funkcjo-
nowanie organizmu. Znamy wiele stresoréw np. gtéd, uraz mechaniczny, zimno
lub goraco i w koncu stany emocjonalne takie jak strach, poczucie zagrozenia itp..
W potocznym rozumieniu czesto stres kojarzymy dzisiaj z tg ostatnia grupg czyn-
nikéw, jest to zwigzane z tempem zycia, sytuacja rodzinng czy zawodowa. Wynika
to tez z faktu, Ze stres krotkotrwaly (np. po urazie mechanicznym czy w czasie
zawodow sportowych lub np. egzaminu) pozwala nam osiagac lepsze rezultaty lub
chroni¢ si¢ przed zagrozeniem (wpisany w toku ewolucji mechanizm ,walcz lub
uciekaj”) - efekt pozytywny. Stany frustracji, bycie pod ciagta presja czy depresja,
powoduja dltugotrwaly stres — efekt negatywny. Wsrod jego negatywnych oddzia-
tywan bardzo istotny jest wplyw na uktad odpornosciowy. Obejmuje on zmiany
w produkgji cytokin i mediatoréw jak i liczebnosci i funkcjonalnosci WBC. Osob-
ne, wazne zagadnienie to wplyw stresu na pacjenta i jego rodzing w sytuacji choro-
by przewleklej (np. nowotworowej). Interesujacym zagadnieniem jest tez zwigzek
pomiedzy wystepowaniem stanu zapalnego i zwiekszonym wydzielaniem cytokin
jako mechanizmu, za pomocg ktérego stres moze wywolywac depresje.
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As far back as antiquity it was concluded that the mental state influences phys-
ical health and may cause the occurrence and influence the course of diseases.
Stress is the process by which environmental factors (stressors) threaten or upset
the body’s balance, and through which the body responds to the threat. In the
first half of the 20th century, physiological stress was defined as the state in which
the sympathetic nervous system and the hypothalamic-pituitary-adrenal axis were
activated. There is a change in the secretion of hormones and the activity of the
nervous system. Changing the way the regulatory mechanisms work changes how
the body functions. We know many stressors, e.g. hunger, mechanical trauma, cold
or heat, and finally emotional states such as fear, sense of danger, etc. In common
understanding, stress is often associated today with the last group of factors, it is
related to the pace of life, family or professional situation. This is also due to the
fact that short-term stress (e.g. after a mechanical injury or during a sports com-
petition or, for example, an exam) allows us to achieve better results or protect
ourselves from threats (the “fight or flight” mechanism introduced in the course of
evolution) - a positive effect . The states of frustration, being under constant pres-
sure or depression cause long-term stress — a negative effect. Among its negative
effects, it is very important that it affects the immune system. It includes changes in
the production of cytokines and mediators as well as the abundance and function-
ality of the WBC. Another important issue is the impact of stress on the patient
and his family in the event of a chronic disease (e.g. cancer). Another interesting
issue is the relationship between inflammation and the increased secretion of cy-
tokines as the mechanism by which stress can induce depression.
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Szatwia hiszpanska (Salvia hispanica L.) dostarcza nasion chia (Salviae hispa-
nicae semen) — surowca wyrdzniajacego si¢ bogatym skltadem chemicznym, zali-
czanym do wspoélczesnych ,,healthy foods™

Bogaty skfad chemiczny, szczegdélnie wysoka zawarto$¢ niezbednych niena-
syconych kwasow ttuszczowych (NNKT), aminokwaséw egzogennych, polifenoli
oraz witamin i biopierwiastkow, warunkuje cenne wlasciwos$ci nasion chia. Suro-
wiec ten posiada udowodnione wlasciwosci prozdrowotne jak dziatanie kardio-
protekcyjne, hipotensyjne, przeciwcukrzycowe i przeciwmiazdzycowe.

Kultury in vitro S. hispanica moga stanowi¢ potencjalne, alternatywne zr6d-
to surowca. Celem pracy bylo zbadanie mozliwosci bioakumulacji jonéw meta-
li prozdrowotnych, takich jak: magnez (Mg), wapn (Ca), cynk (Zn) i zelazo (Fe)
w wytrzasanych kulturach mikropedowych S. hispanica. Kultury prowadzono na
podiozu wg. Murashige-Skoog bez regulatoréw wzrostu i rozwoju roélin. Do pozy-
wek dodawano sole makroelementéw — wapnia (CaCl,x 6H,0) i magnezu (MgSO,
x 7H,0) oraz mikroelementéw - zelaza (FeNaEDTA x 2H,0) i cynku (ZnSO, x
7H,0) w stezeniach: 1, 5, 10, 25, 50 (mg/L pozywki) w przeliczeniu na pierwiastek.
Wyniki poréwnywano z proba kontrola — hodowlg prowadzong bez dodatku soli
pierwiastkow. Czas trwania cyklu hodowlanego trwat 14 dni, hodowle prowadzo-
no w cigglym o$wietleniu (3 serie). Analize zawarto$ci biopierwiastkéw wykonano
przy pomocy atomowej spektrometrii absorpcyjnej (HR-CS AAS).

Eksperymenty potwierdzily wysoka zdolno$¢ akumulacji biopierwiastkéw
w biomasie kultur in vitro S. hispanica. Kultury in vitro chia postuza jako model do
dalszych badan dotyczacych wzbogacania zywnosci biopierwiastkami.
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Salvia hispanica L. provides chia seeds (Salviae hispanicae semen) — a raw ma-
terial distinguished by a rich chemical composition, classified as modern “healthy
food”.

The rich chemical composition, especially the high content of essential unsatu-
rated fatty acids (EFAs), essential amino acids, polyphenols, as well as vitamins
and bioelements, determine the valuable properties of chia seeds. This raw materi-
al has proven health-promoting properties, such as cardioprotective, hypotensive,
anti-diabetic and anti-atherosclerotic effects. In vitro cultures of S. hispanica may
be a potential alternative source of raw material.

The aim of the study was to investigate the possibility of bioaccumulation of
pro-health metal ions, such as: magnesium (Mg), calcium (Ca), zinc (Zn) and iron
(Fe) in agitated S. hispanica microshoot cultures. Cultures were carried out on
the Murashige-Skoog medium without plant growth regulators, with additions
of salts of: macronutrients — calcium (CaCl, x 6H,0) and magnesium (MgSO, x
7H,0), and micronutrients - iron (FeNaEDTA x 2H,0) and zinc (ZnSO, x 7H,0)
in concentrations of 1, 5, 10, 25, 50 (mg/L of medium) per element. The results were
compared with the control - cultures conducted without the addition of elements.
The duration of the growth cycle was 14 days. The cultures were carried out under
continuous light (3 series). The content of bioelements was analyzed by atomic
absorption spectrometry (HR-CS AAS).

Experiments confirmed the high capacity of bioelements accumulation in the
biomass of S. hispanica in vitro cultures. The in vitro cultures of chia could serve as
a model for further studies on the enrichment of food with bioelements.
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ROLA MIKROBIOTY JELITOWEJ W ZABURZENIACH LEKOWYCH
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Mikrobiota jelitowa, czyli zbiér mikroorganizméw bytujacych gléwnie w jeli-
cie grubym, wplywa na wiele funkcji organizmu poprzez oddzialywanie na liczne
szlaki metaboliczne i neuronalne. Jest to mozliwe przede wszystkim za posred-
nictwem metabolitow mikrobioty: krétkotancuchowych kwaséw ttuszczowych
(SCFA), witamin oraz neuroprzekaznikéw. Mikrobiom moduluje metabolizm nie-
ktorych neuroprzekaznikow, szczegolnie serotoniny, a takze wplywa na poziom
SCFA i czynnika troficznego pochodzenia mézgowego (BDNF), przez co przyczy-
nia sie do regulacji proceséw poznawczych, emocjonalnych i zachowania. Prebio-
tyki s3 niestrawialnymi sktadnikami pokarmowymi pobudzajacymi wzrost i ak-
tywnos¢ bakterii o pozytecznym wplywie na organizm czlowieka (probiotykow).
Prebiotyki wplywaja na regulacje aktywnosci osi podwzgorze-przysadka-nadner-
cza powigzanej z uwalnianiem hormonoéw stresu. Wykazano takze, ze konkretne
szczepy bakterii moga wykazywa¢ dziatanie przeciwlgkowe, co oznacza, ze suple-
mentacja probiotykami lub prebiotykami moze znaczaco obniza¢ poziom leku.
Efekty te s3 zwigzane z osig jelitowo-moézgowa, czyli dwukierunkowym szlakiem
sygnalizacyjnym pomiedzy przewodem pokarmowym a ukladem nerwowym,
obejmujacym zlozong sie¢ komponentéw metabolicznych, endokrynnych, immu-
nologicznych i neuronalnych. Wykorzystujac anksjolityczny potencjal modyfika-
cji sktadu mikrobioty jelitowej, mozna ograniczy¢ stosowanie lekéw o dzialaniu
przeciwlgkowym, ktorych przyjmowanie czesto wiaze si¢ z wieloma skutkami
ubocznymi. Ponadto badania dotyczace zwigzku pomiedzy lekiem a mikrobio-
mem i osig jelitowo-mdzgowa oraz weryfikacja terapeutycznych wlasciwosci pre-
i probiotykéw pozwalaja na lepsze zrozumienie problematyki zaburzen lekowych,
dajac nadzieje na opracowanie nowych metod ich prewencji i leczenia.
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The intestinal microbiota is a set of microorganisms that live mainly in the large
intestine and influences many organism functions by affecting numerous metabol-
ic and neuronal pathways. It is possible mainly through microbiota metabolites:
short-chain fatty acids (SCFA), vitamins and neurotransmitters. The microbiome
modulates the metabolism of certain neurotransmitters, especially serotonin, and
also affects the SCFA and the brain-derived trophic factor (BDNF) levels, thereby
contributing to cognitive, emotional and behavioral processes regulation. Prebiot-
ics are indigestible nutrients that stimulate the growth and activity of bacteria with
a beneficial effect on the human body (probiotics). Prebiotics affect the regulation
of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis activity which is associated with the
release of stress hormones. It also has been shown that specific bacterial strains
can exhibit anxiolytic effects, which means that supplementation with probiotics
or prebiotics can significantly reduce anxiety level. These effects are related to the
gut-brain axis, the two-way signaling pathway between the gastrointestinal tract
and the nervous system, involving a complex network of metabolic, endocrine,
immune and neuronal components. The use of anti-anxiety drugs, which are of-
ten associated with many side effects, can be limited by taking advantage of the
anxiolytic potential of modifying the gut microbiota composition. In addition, re-
search on the relationship between anxiety, microbiome and gut-brain axis as well
as verification of the therapeutic properties of pre- and probiotics allow a better
understanding of the anxiety disorders problem, giving hope for the new methods
development which can prevent and/or treat these disorders.
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DIETA DLA MOZGU - CO LUBIA NASZE NEURONY?
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Pokarm, ktéry spozywamy ma bardzo istotne znaczenie dla naszego zdrowia
i funkcjonowania ukladu nerwowego. Dieta mozna wplywac na wydajnos$¢ inte-
lektualng i stan emocjonalny. Dzieje si¢ to przede wszystkim za sprawg dostar-
czanych witamin i mineratéw niezbednych do prawidlowego funkcjonowania,
ale takze dzigki znajdujacym si¢ w pozywieniu zwigzkom aktywnym regulujagcym
wiele szlakéw metabolicznych i wykazujacym pozytywny wplyw na organizm,
m.in. poprzez dzialanie antyoksydacyjne. Dieta prowadzi takze do zmian epigene-
tycznych, ktére maja ogromne znaczenie nie tylko dla naszego zdrowia, ale takze
dla naszych potomkow. Wykazano, ze zbilansowana dieta bogata w prozdrowotne
zwigzki spowalnia starzenie si¢ mozgu, zmniejsza stan zapalny i neurodegenera-
cje, dzigki czemu obniza ryzyko rozwoju choréb neurologicznych. Niezbedny-
mi skfadnikami dla prawidlowego funkcjonowania neuronéw sg m.in. witaminy
z grupy B, magnez, kwasy tluszczowe omega-3 (gléwnie kwas dokozaheksaenowy,
DHA), aminokwasy egzogenne i antyoksydanty. Istotny wplyw maja takze dodat-
ki do diety, takie jak herbaty i ziola zawierajace wiele dobroczynnych zwigzkéw
bioaktywnych oraz mineraléw. Ponadto znaczenie ma takze ilo$¢ spozywanego je-
dzenia, potwierdzono, ze restrykcje kaloryczne maja dzialanie przeciwstarzeniowe
i przeciwzapalne. Wazne jest rowniez dbanie o prawidlowy stan jelit i mikrobioty
jelitowej, ktdra za posrednictwem osi jelitowo-moézgowej oddziatuje na osrodkowy
uklad nerwowy, modulujac zachowanie, nastrdj oraz wyzsze funkcje poznawcze.
Warto podkresli¢, ze az 90% serotoniny, zwanej powszechnie ,,hormonem szczes-
cia” powstaje wlasnie w jelitach. W wielu badaniach wykazano, ze stosowanie pro-
i prebiotykdow istotnie wptywa na stan psychiczny oraz funkcje kognitywne.
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DIET FOR THE BRAIN — WHAT FOOD IS GOOD FOR OUR
NEURONS?
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-RUCINSKA
University of Gdansk, Faculty of Biology, Department of Animal and Human Physiology

The food we eat is very important for our health and the nervous system func-
tions. Diet can influence intellectual productivity and emotional state. This is
mainly due to the supplied vitamins and minerals necessary for proper function-
ing, but also due to the active compounds found in food which regulate many met-
abolic pathways and demonstrate a positive effect on the organism, e.g. through
antioxidant activity. Diet also leads to epigenetic changes which have a great im-
portance not only to our health, but also to our descendants. It has been shown
that balanced diet rich in health-promoting compounds slows down the aging of
the brain, reduces inflammation and neurodegeneration, and thus lowers the risk
of neurological diseases development. Necessary ingredients for the proper func-
tioning of neurons including B vitamins, magnesium, omega-3 fatty acids (mainly
docosahexaenoic acid, DHA), exogenous amino acids and antioxidants. Dietary
supplements, such as teas and herbs containing many beneficial bioactive com-
pounds and minerals, also have a significant impact. Furthermore the amount of
consumed food is also important - it has been confirmed that caloric restriction
demonstrates anti-aging and anti-inflammatory effects. Taking care of the intes-
tines and intestinal microbiota proper condition it is also important because mi-
crobiome can affect the central nervous system modulating behavior, mood and
higher cognitive functions through the gut-brain axis. It is worth emphasizing that
up to 90% of serotonin, commonly known as the ‘happiness hormone;, is produced
in the intestines. Many studies have shown that the use of pro and prebiotics has
a significant impact on the mental state and cognitive functions.
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WPLYW ZWIAZKOW EPIGENETYCZNYCH NA ROZNICOWANIE
KOMOREK W OSTRE! BIALACZCE SZPIKOWE! (AML)

MAtGORZATA PALUSINSKA, RAFAt SKOPEK, tUKASZ SZYMANSKI, ARTUR ZELENT
Zaktad Biologii Molekularnej, Instytut Genetyki i Biotechnologii Zwierzat PAN, Postepu 36A, 05-552
Magdalenka, Polska

Ostre biataczki szpikowe (AML, acute myeloid leukemia) to klonalne nowo-
twory ukladu krwiotwdrczego, ktére w wiekszosci przypadkéw pozostaja nieule-
czalne. Terapia AML nie zmienila si¢ w ciggu ostatnich czterech dekad, a choroba
jest dalej bardzo $miertelna. Badania pokazujg, ze sygnalizacja kwasu all-trans-
-retinowego (ATRA) odgrywa wazng role w réznicowaniu mielomonocytéw i jest
dobrym celem terapii ostrej bialaczki promielocytowej (APL, acute promyelocytic
leukemia, jeden z podtypéw AML). Niestety, dla pacjentéw z innymi podtypa-
mi, ATRA ma niewielkie znaczenie w terapii. Niewiele wiadomo o mechanizmach
opornos$ci na ATRA w AML innych niz APL. Ta luka w wiedzy ogranicza stosowa-
nie ATRA w chorobie, ktéra desperacko potrzebuje nowych terapii.

Gléwnym celem naszych badan jest opracowanie nowatorskich i skuteczniej-
szych metod leczenia AML poprzez wyja$nienie podstawowych mechanizméw
molekularnych lezacych u podstaw jej patogenezy. W tym celu zidentyfikowali-
$my mate czasteczki, ktore wzmacniaja lub hamuja sygnalizacje ATRA, przeszuku-
jac biblioteke malych czasteczek ukierunkowanych na regulatory epigenetyczne.
Nasze badania umozliwig skuteczne zastosowanie terapii opartych na retinoidach
w ostrej bialaczce szpikowej innej niz APL.

Finansowanie: projekt OPUSI7 nr. 2019/33/B/NZ5/02399 finansowany przez
Narodowe Centrum Nauki.



EFFECT OF EPIGENETIC COMPOUNDS ON CELL
DIFFERENTIATION IN ACUTE MYELOID LEUKEMIA (AML)
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Acute myeloid leukemias (AML) are clonal hematopoietic malignancies that
in most cases remain incurable. AML therapy has not changed in the last four dec-
ades and the disease remains unacceptably fatal. Research shows that all-trans-reti-
noic acid (ATRA) signaling plays an important role in myelomonocytic differenti-
ation and is a good target for acute promyelocytic leukemia (APL, one of the AML
subtypes) therapy. However, unfortunately for patients with other subtypes, ATRA
has little effect in non-APL AML. Little has been known about mechanisms of
resistance to ATRA in non-APL AML. This knowledge gap limits the use of ATRA
in a disease that desperately needs new therapies.

The main aim of our research is to develop novel and more effective therapeu-
tic approaches to AML through elucidation of the basic molecular mechanisms
underlying its pathogenesis. For this, we identified small molecules that potenti-
ate or inhibit ATRA signaling by screening a library of small molecules targeting
epigenetic regulators. Our research will enable the effective use of retinoid-based
therapies in non-acute promyelocytic leukemia (non-APL) AML.

Funding: project OPUS17 no. 2019/33/B/NZ5/02399 supported by National
Science Centre.
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Lopinawir (LPV) i rytonawir (RNV) naleza do grupy lekow przeciwwirusowych
testowanych w terapii infekcji ludzkimi wirusami niedoboru odpornosci (HIV) [1]
i w zapobieganiu przenoszenia HIV na linii matka-dziecko podczas karmienia pier-
sig [2]. Ponadto, wptywaja one na proteoliz¢ w cyklu replikacyjnym koronawirusa,
dlatego ich potfaczenie byto rekomendowane w Chinach do leczenia zapalenia ptuc
wywolanego przez SARS-CoV-2 [3]. Z powodu wszechobecnosci lekéw przeciwwi-
rusowych spowodowanej ich zwiekszonym zastosowaniem, problematyka dotycza-
ca ich utylizacji jest aktualna i bardzo istotna. Celem eksperymentu byfa ocena efek-
tywnosci sorpcji w procesie usuwania LPV i RNV z wody i §ciekow. Przeprowadzono
optymalizacje procesu sorpcji lekow przeciwwirusowych na bioweglu otrzymanym
w wyniku termicznego rozktadu biomasy (lisciasto-iglastych odpadéw drzewnych)
w temperaturze 600°C. Dokonano oceny szeregu parametréw sorpcyjnych, tj. czas,
pH, wplyw jonoéw takich jak chlorki, azotany(V), weglany i siarczany(VI), jak row-
niez wplyw rozpuszczonej materii organicznej (kwas taninowy). W badaniach okre-
slono kinetyke procesu i dopasowanie do modeli pseudo-pierwszo— oraz pseudo-
-drugorzedowego. Sprawdzono réwniez przebieg izotermy adsorpcji, a otrzymane
dane zostaly dopasowane do modeli Langmuira, Freundlicha, Dubinin-Radishke-
vicha i Temkina. Dodatkowo, przeprowadzono proces adsorpcji analitéw na biowe-
glu z probek rzeczywistych (woda kranowa, oczyszczone $cieki). Analiza ilosciowa
zostala wykonana za pomoca chromatografii cieczowej z detektorem DAD (z ang.
diode array detector). Wyniki wskazuja, ze mechanizmy sorpcji LPV i RNV na
bioweglu uzyskaly najlepsze dopasowanie do modeli Temkina i Freundlicha. Nato-
miast, pojemnosci sorpcyjne wynosily: 130.9 mg g dla LPV i116.7 mg g dla RNV.
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Lopinavir (LPV) and ritonavir (RNV) are antiviral drugs intensively tested in the ther-
apy of human immunodeficiency viruses (HIV) infections [1] and prevention of postna-
tal mother-to-child HIV transmission through breastfeeding [2]. Moreover, they affect
the proteolysis in the coronavirus replication cycle. Thus, their combination was recom-
mended for the treatment of pneumonia caused by SARS-CoV-2 in China [3]. Due to the
omnipresence of antiviral drugs which is connected with increased usage, the problem of
their disposal is actual and substantial. Our experiment aimed to evaluate the sorption ef-
fectiveness in the decontamination of water and wastewater contaminated with LPV and
RNV. The optimization of the sorption of antiviral drugs onto biochar obtained via thermal
decomposition of biomass (mixed deciduous and coniferous tree wastes) at 600°C was con-
ducted. Adsorption affinity of the pyrolyzed material towards LPV and RNV was tested in
a batch (static) system. Several adsorption parameters were estimated: time, pH, the effect
of influencing ions such as chlorides, nitrates, carbonates, and sulfates as well as the influ-
ence of dissolved organic matter (tannic acid). The kinetics of adsorption was evaluated
by both pseudo-1st and pseudo-2nd order reaction equations. The course of the sorption
isotherms was also assessed. The experimental data were matched with Langmuir, Freun-
dlich, Dubinin-Radishkevich, and Temkin models. Moreover, optimized parameters were
applied during the adsorption of the analytes onto biochar in the real samples (tap water,
treated wastewater). The antiviral drugs were quantified using liquid chromatography with
DAD (diode array detector). Briefly, the results indicated that the sorption mechanisms of
LPV and RNV onto biochar were characterized by Temkin and Freundlich models, respec-
tively. The adsorption capacities amounted to 130.9 mg g for LPV and 116.7 mg g for RN'V.
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Lopinawir (LPV) i rytonawir (RNV) s3 lekami przeciwwirusowymi. Sg one
réwniez inhibitorami proteazy HIV-1, a ich dzialanie kombinowane bylo testo-
wane w leczeniu SARS-CoV-2 [1]. Pozostatlo$ci LPV i RNV w wodzie i $ciekach
moga wplywac na srodowisko. Celem eksperymentu byta ocena ich toksycznosci
wzgledem: roélin ( (Lepidium sativum L.), bakterii morskich (Allivibrio fischeri)
i ryb (Danio rerio). Zastosowano standardowe testy ekotoksykologiczne: fitotest,
Microtox' i test oceniajacy kondycje Danio rerio. Pierwszy z nich charakteryzuje
sie przystepnoscia, niska ceng, prostota, powtarzalnoscia i rzetelnoscig otrzyma-
nych wynikéw. Do badan toksyn in vitro w réznych matrycach zastosowano Mic-
rotox , ktory wykorzystuje bakterie bioluminescencyjne [2]. Danio rerio jest mo-
delowym organizmem stuzacym do badania in vivo wplywu réznych czynnikéw
na kregowce. Test jest czuly, prosty, przystepny i nieczasochtonny (dzigki szybko
rozwijajacej sie strukturze biologicznej) [3]. Podczas eksperymentu przetestowano
wplyw obecnosci leku w wodzie destylowanej, w oczyszczonych $ciekach po pro-
cesie fotolizy, fotokatalitycznego utleniania i ozonowania wéd. Wyniki z fitotestu
wskazuja, ze rozpuszczone w wodzie destylowanej leki sa najbardziej toksyczne dla
roéliny. Dzieki otrzymanym danym z Microtox zaobserwowano, ze usuwanie po-
zostalosci LPV i RNV za pomocg ozonowania powoduje najwieksze zahamowanie
bioluminescencji bakterii. LPV, po procesach fotolizy, fotokatalizy i ozonowania,
indukowat $mier¢ lub karlowato$¢ ryb Danio rerio, a pozostalo$ci RNV nie wply-
waly na badane organizmy. Czes¢ otrzymanych danych jest przeciwstawna, dlate-
go w celu otrzymania rzetelnych wynikéw nalezy przeprowadzi¢ kilka biotestow.
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Lopinavir (LPV) and ritonavir (RNV) belong to antiviral drugs. They are also
HIV-1 protease inhibitors. Their combination was tested in the treatment of SARS-
-CoV [1]. The residues of LPV and RNV in water and wastewater may affect the
environment. The study aimed to evaluate the toxicity of LPV and RNV residues
on the three types of organisms: plant (Lepidium sativum L.), marine bacteria (Alli-
vibrio fischeri), and freshwater zebrafish (Danio rerio). To achieve these objectives,
the standardized ecotoxicological tests were applied, i.e. phytotest, Microtox, and
the test evaluating the condition of Danio rerio. The first one is characterized by
accessibility, simplicity of experiments, profitability, reproducibility, and reliability
of the results. Microtox' is a system using sensitive bioluminescent bacteria for in
vitro studies of toxins in various matrices [2]. Whereas, zebrafish is a model orga-
nism for investigating in vivo effects of different treatments on vertebrates owing
to its sensitivity, affordability, simplicity, and fully developed biological structures
growing in a short time [3]. In our experiment, several samples were prepared,
i.e. drug dissolved in distilled water, wastewater treated for 1 hour with photoly-
sis, photocatalysis, and ozonation. The results considering phytotest indicate that
the most toxic were dissolved drugs in distilled water. Experimental data obtained
from Microtox revealed that ozonation caused the highest suppression of biolu-
minescence considering both antiviral drugs. The residues of LPV after photolysis,
photocatalysis, and ozonation caused death or dwarfism of zebrafish, whereas the
residues of RNV did not affect Danio rerio. Some of the data are divergent. Thus,
several bioassays should be carried out to obtain reliable results.
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Od kilku lat prowadzone s3 na calym $wiecie badania nad stanem zespolen
jelitowych po zabiegach resekcyjnych. Wykonywane s3 one gtéwnie z powodu
choréb nowotworowych oraz w czesci przypadkéw w zaawansowanych stadiach
nieswoistych zapalen jelit. Resekcje czgsciowe wykonywane sg takze w przypad-
kach zmian martwiczych spowodowanych skretem jelita, czy zatorem galezi tet-
nicy krezkowej. Po wigkszo$ci zabiegéw konieczne jest wdrozenie dodatkowego
leczenia, ktore przy minimalnym obcigzeniu dla chorego gwarantowaloby naj-
wiekszy odsetek wyleczen. W przypadku chordb rozrostowych najczestsza metoda
jest nastepcza chemio- lub radioterapia, a w przypadku choréb zapalnych stery-
doterapia miejscowa i ogdlna. Dodatkowo w uzyciu sg leki immunomodulujace,
ktore taczy sie z konwencjonalng terapia, dla zwigkszenia jej efektu. W niewielu
jednak pracach poruszany jest wplyw lekéw na stan miejscowy zespolenia i go-
jenie sie rany po zabiegu operacyjnym. Na podstawie badan morfometrycznych
i testow fizycznych oceniono wpltyw wybranych lekéw na stan eksperymentalnej
anastomozy w jelicie grubym u szczuréw. Badania przeprowadzono na 60-ciu
dwumiesi¢cznych szczurach rasy Wistar. Polegato ono na wykonaniu u tych osob-
nikéw doswiadczalnego zespolenia na okreznicy wstepujacej, a nastepnie na sy-
stemowym podawaniu wybranych lekdw i badaniu ich ich wplywu na zespolenie.
Wybrane parametry oceniano po 4-, 7- i 14-tu dniach od zabiegu operacyjnego
na jelicie grubym. Zwierzeta do planowanego cyklu doswiadczalnego podzielono
na 4 grupy po 15 osobnikéw kazda. W poszczegdlnych grupach podawano sol fi-
zjologiczngy, interferon, steryd lub lek cytostatyczny. Kolejnym etapem byla ocena
szczelno$ci anastomozy i jej analiza morfometryczna. W preparatach mierzono
ilos¢ aktywnych krypt jelitowych/mm, ilo§¢ nieaktywnych krypt jelitowych/mm,
catkowita ilo§¢ krypt jelitowych/mm, grubos¢ blony sluzowej, grubos¢ blony pod-
sluzowej, grubos¢ migsnidwki, wymiar fraktalny btony sluzowej i wymiar fraktal-
ny tkanki facznej. Badane substancje najwyrazniej oddziatywaly na grubos¢ blony



podsluzowej, powodujac jej cienczenie. Sterydoterapia i immunoterapia zmienity
przebudowe tkanki facznej, co réwniez mialo istotny wplyw na stan i wytrzyma-
to$¢ anastomozy. Uzyte srodki zaburzaly procesy regeneracyjne dzialajac na kazdy
aspekt gojenia si¢ zespolenia, a najbardziej wyrazne zmiany wywolalo leczenie De-
xavenem i Intronem A.
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General surgery wards perform intestinal resections on patients with neoplas-
tic processes or with advanced nonspecific intestinal inflammation. Partial resec-
tions of the intestines are also performed on patients with necrotic changes caused
by intestinal torsion or embolism of the branches of the mesenteric artery. These
types of surgeries often require additional treatment which should cause mini-
mal load for the patient in the postoperative period in order to obtain the highest
percentage of recoveries. In proliferative diseases chemo- and radiotherapy are
the most commonly used methods of treatment whereas general and local ster-
oid therapy are used in inflammatory diseases. Additionally, immunomodulating
agents are used with conventional therapy to improve the therapeutic effect. The
influence of selected agents on the status of experimental enteroanastomoses per-
formed on the large intestine of rats was evaluated based on physical and morpho-
metric tests. The study was performed on 60 Wistar rats. The rats were operated on
to create an experimental anastomosis of the ascending colon. The animals were
divided into 4 groups with 15 individuals in each group Then we administered in-
terferon, steroid, cytostatic agents to evaluate their effect on the status of the newly
created intestinal anastomosis in each group of animals individually. The rats were
dissected after the 4th, 7th and 14 th days of the experimental cycle to evaluate the
status of the enteroanastomosis. The tightness of the anastomosis was evaluated
by examining the appearance of air in the area of the anastomosis. The most im-
portant and last part of the experiment was a morphometric analysis of the large
intestine with the anastomosis. In preparations stained with hematoxylin and eo-
sin the following parameters were evaluated: amount of active intestinal crypts/
mm, amount of non-active intestinal crypts/mm, total amount of intestinal crypts/
mm, thickness of the mucous membrane, thickness of the submucous membrane,
thickness of the muscular layer, fractal dimension of the mucosal membrane, frac-
tal dimension of conjunctive tissue. Under the influence of steroid agents tightness
disorders of the anastomosis were observed. Steroid and immunotherapy changed
the reconstruction of conjunctive tissue which significantly affected the status and



the resistance of the anastomosis. Intraperitoneal administration of selected ther-
apeutical substances, especially Dexaven and Intron A have influenced the com-
plete healing process of the anastomosis by disturbing the regenerative processes.
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Tlo i cele

Czynnik Kriippel-like 14 (KLF14) odgrywa wazna role w regulacji szlakow syg-
nalizacji komorkowej, prolifercji i réznicowaniu komoérek, metabolizmie glukozy
i lipidow, nowotworzenia i regulacji uktadu odpornosciowego. Zatozylismy, iz po-
limorfizm genu KLF14 moze mie¢ wplyw na ryzyko wystapienia cukrzycy typu 1
i/lub jej powiklan.

Metodyka

Zbadali$my zwigzek polimorfizmu genu rs4731702 KLF14 z powiklaniami T1D
i chorobami wspdlistniejacymi (nadwaga, otylos¢, nadcis$nienie, dyslipidemia, re-
tinopatia, nefropatia) u 350 pacjentow.

Wyniki

Kluczowe wyniki badan wskazuja na:

1) Genotyp CC oraz allel C wigza si¢ ze zwigkszonym ryzykiem nadwagi i oty-
tosci, nadcisnienia i dyslipidemii;

2) Genotyp TT wiaze si¢ ze zmniejszonym ryzykiem nadwagi i otylosci, nad-
ci$nienia i dyslipidemii;

3) polimorfizm genu rs4731702 KLF14 modyfikuje stan zapalny oraz profil lipi-
dowy u pacjentéw z DML

Whioski

Chociaz wymagane sg dalsze badania, nasze wyniki po raz pierwszy wskazu-
ja, ze polimorfizm KLF14 mozna uzna¢ za marker genetyczny do przewidywania
zwiekszonej podatnosci na niektére powiklania i choroby wspotistniejace T1D.

Praca ta byla wspierana przez Komitet Badan Naukowych ST49 (Gdanski Uni-
wersytet Medyczny).
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Background and Aims

Kriippel-like factor 14 (KLF14) plays an important role in the regulation of cell
signaling pathways, cell proliferation and differentiation, glucose and lipid me-
tabolism, tumorigenesis and regulation of immune system. We hypothesize that
KLFI4 gene polymorphism may have impact on the risk of type 1 diabetes (T1)
and/or its complications.

Methods

We have investigated the associations of the rs4731702 KLF14 gene polymor-
phism with the T1D complications and comorbidities (overweight and obesity, hy-
pertension, dyslipidemia, retinopathy, nephropathy) in 350 patients.

Results

The key results of research indicate as follows:

1) CC genotype and C allele are associated with increased risk of overweight
and obesity, hypertension and dyslipidemia;

2) TT genotype is associated with decreased risk of overweight and obesity,
hypertension and dyslipidemia;

3) the rs4731702 KLFI4 gene polymorphism modifies the inflammatory status
as well as lipid profile in DM1 patients.

Conclusions

Although further studies are required, our results for the first time indicate
that the KLF14 polymorphism could be considered a genetic marker to predict the
increased susceptibility to some T1D complications and comorbidities.

This work was supported by The State Committee for Scientific Research ST49
(Medical University of Gdansk).
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ROLA WYBRANYCH NEUROPRZEKAZNIKOW
W ETIOLOGII CHOROB NEUROPSYCHIATRYCZNYCH ORAZ
NEURODEGENERACYJNYCH

MAtGORZATA DOSTATNI, DOMINIKA PEOTKA, SANDRA ROMANIS, JAN RUCINSKI, EWELINA
KUROWSKA-RUCINSKA
Uniwersytet Gdanski, Wydziat Biologii, Katedra Fizjologii Zwierzat i Cztowieka

Neuroprzekazniki to grupa zwigzkéw chemicznych, ktorych gtéwnym za-
daniem jest przenoszenie sygnaléw pomiedzy poszczegélnymi neuronami badz
neuronem a komoérkami gruczolowymi czy migéniowymi. W wyniku powstate-
go w neuronie potencjalu - sygnalu elektrycznego - dochodzi do wytwarzania
i uwalniania neurotransmiteréw z pecherzykéw synaptycznych do przestrzeni
synaptycznej, gdzie mogg one oddzialywaé na specyficzne receptory znajduja-
ce sie na elemencie postsynaptycznym. W wielu przypadkach neuroprzekaznik
znajdujacy sie w szczelinie synaptycznej ulega takze pdzniejszemu wychwytowi
zwrotnemu. Mechanizm wychwytu zwrotnego opiera si¢ z kolei na reabsorpcji
neuroprzekaznika ze szczeliny synaptycznej przez specyficzne transportery w celu
jego ponownego wykorzystania badz rozlozenia. Od tego mechanizmu zalezy ste-
zenie neurotransmitera w przestrzeni synaptycznej, a tym samym regulacja sily,
z jaka pobudzane sg receptory postsynaptyczne. Wystepuje wiele jednostek choro-
bowych, ktére powigzane sa bezposrednio lub posrednio z nieprawidlowosciami
stezen neurotransmiterow. Niedobdr serotoniny i noradrenaliny ma $cisty zwiazek
z etiologia depresji oraz zaburzen lekowych, a w ich leczeniu wykorzystuje si¢ far-
maceutyki, ktorych dzialanie oparte jest na mechanizmie wychwytu zwrotnego.
Wybrane substancje psychoaktywne hamuja aktywnos¢ transporteréw dopaminy,
co przyczynia si¢ do powstania stanu odurzenia oraz prowadzi do rozwoju uza-
leznienia. Zbyt wysokie stezenie glutaminianu jest obserwowane w stwardnieniu
zanikowym bocznym, chorobie Alzheimera oraz chorobie Parkinsona, z kolei za-
burzenia w ekspresji transporteréw kwasu gamma-aminomastowego odgrywaja
znaczacy role w genezie zaburzen ze spektrum autyzmu, ale réwniez schizofrenii.
Zbyt niskie stezenie acetylocholiny zwigzane z niedoborem transporteréw zostalo
stwierdzone w wielu chorobach neurodegeneracyjnych, m.in. w chorobie Hun-
tingtona. Neuroprzekazniki, mechanizm wychwytu zwrotnego oraz transporte-
ry w nim uczestniczace odgrywaja wigc istotna role w patogenezie wielu choréb
o$rodkowego ukladu nerwowego, z drugiej jednak strony, sg niezwykle waznym
celem terapii farmakologicznych niektérych z wymienionych zaburzen.
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THE ROLE OF SELECTED NEUROTRANSMITTERS IN THE
ETIOLOGY OF NEUROPSYCHIATRIC AND NEURODEGENERATIVE
DISEASES

MAtGORZATA DOSTATNI, DOMINIKA PtOTKA, SANDRA ROMANIS, JAN RUCINSKI, EWELINA
KUROWSKA-RUCINSKA
University of Gdansk, Faculty of Biology, Department of Animal and Human Physiology

Neurotransmitters are a group of chemical compounds which main task is
to transfer signals between neurons or between neuron and glandular or mus-
cle cells. Neurotransmitters are produced and released from synaptic vesicles to
the synaptic gap as a result of the created potential in the neuron (an electrical
signal). In the synaptic gap they can act on specific receptors on the postsynaptic
element. In many cases, a neurotransmitter located in the synaptic gap also under-
goes subsequent reuptake. The reuptake mechanism is based on the reabsorption
of the neurotransmitter from the synaptic gap by specific transporters to reuse
or degrade it. This mechanism determines the neurotransmitter concentration
in the synaptic gap, and thus the regulation of the force with which postsynaptic
receptors are stimulated. There are many diseases that are directly or indirectly
related to neurotransmitters abnormal level. Serotonin and norepinephrine defi-
ciency is closely related to the depression and anxiety disorders etiology, and their
treatment engages pharmaceuticals which action is based on the reuptake mecha-
nism. Selected psychoactive substances inhibit the dopamine transporters activity,
which contributes to the intoxication and the addiction development. Too high
glutamate concentration is observed in amyotrophic lateral sclerosis, Alzheimer’s
disease and Parkinson’s disease, while disturbances in the gamma-aminobutyric
acid transporters expression play a significant role in the development of autism
spectrum disorders, as well as schizophrenia. Too low acetylcholine concentration
associated with the deficiency of it’s transporters has been found in many neu-
rodegenerative diseases, including Huntington’s disease. Thus, neurotransmitters,
the reuptake mechanism and involved in it neurotransmitters transporters play
an important role in the pathogenesis of many central nervous system diseases,
and on the other hand, they are an extremely important target of pharmacological
therapies for some of the mentioned disorders.
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Nadaktywno$¢ ciala migdatowatego (CA) jest jedna z kluczowych cech wielu za-
burzen zwigzanych z lekiem i stresem, np. zaburzen lekowych i depresji. 14-dniowa
elektryczna stymulacja (ES) CA u szczuréw prowadzi do powstania objawéw cha-
rakterystycznych dla wymienionych zaburzen. Okreslenie charakterystyki behawio-
ralnej szczurdéw zwigzanej z podatnoscig na stres jest mozliwe dzieki testowi nowos-
ci, ktéry mierzy aktywno$¢ ruchowa w nowym otoczeniu i pozwala na okreslenie
zwierzat jako wysokoaktywne (high responders, HR) oraz niskoaktywne ruchowo
(low responders, LR), co koresponduje ze zroéznicowaniem w wielu aspektach, np.
hormonalnym, immunologicznym czy behawioralnym. Citalopram (CIT) nalezy
do selektywnych inhibitoréw wychwytu zwrotnego serotoniny i stanowi jeden z naj-
czesciej stosowanych lekow przeciwlekowych i przeciwdepresyjnych. Oddziatywanie
tego typu lekéw na parametry hematologiczne wciaz jest stabo poznane. Niniejsza
praca ma na celu zbadanie czy CIT wplywa na poziom wybranych parametréw he-
matologicznych u szczuréw poddanych diugotrwatej ES CA oraz czy indywidualna
charakterystyka behawioralna zwierzat réwniez przyczynia si¢ do tych zmian.

46 samcom szczuréw Wistar podzielonych na osobniki HR i LR zaimplanto-
wano elektrody do CA, a po okresie rekonwalescencji zwierzeta przydzielono loso-
wo do 4 grup doswiadczalnych: Stim (HR n=7, LR n=5) - poddanych 14-dniowej
ES CA, Stim+CIT (HR n=6, LR n=6) - poddanych ES i 21-dniowe;j terapii CIT,
Sham (HR n=7, LR n=4) - poddanych stymulacji pozornej oraz Sham+CIT (HR
n=6, LR n=5) - poddanych stymulacji pozornej i terapii CIT.

Otrzymane wyniki sugeruja, ze terapia CIT wydaje si¢ dodatkowo przyczyniac
do obnizenia ogolnej liczby biatych krwinek, w tym liczby limfocytéw. Przyjmo-
wanie CIT wywoluje rowniez obnizenie liczby czerwonych krwinek. Szczury LR
charakteryzuje wyzszy poziom badanych parametréw w poréwnaniu do zwierzat
HR, co moze $wiadczy¢ o tym, Ze s3 mniej podatne na rozwdj zaburzen zwigza-
nych ze stresem i lekiem.

Praca powstala w wyniku realizacji projektu badawczego o nr 2019/35/N/
NZ4/00908 finansowanego ze srodkéw Narodowego Centrum Nauki.
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Amygdala (Amg) hyperactivity is one of the key features of many anxiety and
stress related disorders, such as anxiety disorders and depression. 14-day electri-
cal stimulation (ES) of the Amg in rats leads to symptoms characteristic of the
above-mentioned disorders. Determining the rats behavioural characteristics re-
lated to stress susceptibility is possible due to the novelty test, which measures mo-
tor activity in a new environment and allows to define animals as high responders
(HRs) and low responders (LRs), which corresponds to differentiation in many
aspects, e.g. hormonal, immunological and behavioural. Citalopram (CIT) is one
of the selective serotonin reuptake inhibitors and is also one of the most common-
ly used anti-anxiety and antidepressant drugs. The influence of this type of drugs
on hematological parameters is still poorly understood. The aim of this work is to
investigate whether CIT influences the selected hematological parameters level in
rats subjected to long-term ES of the Amg and whether the individual behavioural
characteristics of animals also contribute to these changes.

46 male Wistar rats divided into HRs and LRs were implanted electrodes into
the Amg, and after the recovery, animals were randomly assigned to 4 experimen-
tal groups: Stim (HR n =7, LR n = 5) - subjected to 14-day ES of the Amg, Stim +
CIT (HR n =6, LR n = 6) - subjected to ES and 21-day CIT therapy, Sham (HR n
=7, LR n =4) - subjected to sham stimulation and Sham + CIT (HRn=6,LRn =
5) — subjected to sham stimulation and CIT therapy.

The obtained results suggest that CIT therapy seems to additionally contribute
to reducing the total number of white blood cells, including the number of lym-
phocytes. Receiving CIT also causes the number of red blood cells reduction. LRs
rats are characterized by a higher level of the tested parameters compared to HRs
animals, which may indicate that they are less susceptible to the development of
stress and anxiety disorders.

The work is the result of the research project 2019/35/N/NZ4/00908 funded by
the National Science Center.
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Bisfenol A (BPA) jest zwigzkiem aktywnym endokrynnie (EDC). Wykazano,
ze narazenie czlowieka na BPA ma wplyw na reprodukcje, czynno$¢ tarczycy, nad-
ci$nienie, cukrzyce, otytos¢ [1]. Wedtug Amerykanskiej Agencji Ochrony Srodowi-
ska (US EPA) dopuszczalna dawka BPA to 50 pg/kg masy ciata/dobe [2]. Swiatowa
Organizacja Zdrowia (WHO) oszacowala §rednie spozycie bisfenolu A, obecnego
w produktach spozywczych, na 0,04 - 0,40 pg/kg/dzien. BPF to analog PBA, ktory
jest takze stosowany w produkcji m.in. opakowania do zywnosci, uszczelniaczy
i kompozytéw dentystycznych. BPA jest wykrywany w moczu i surowicy krwi, co
wskazuje na fakt, ze ekspozycja na ten zwigzek jest powszechna. W pracy przed-
stawiono walidacj¢ metody ultrawysokosprawnej chromatografii cieczowej-MS/
MS (UHPLC-MS/MS) do identyfikacji i ilo§ciowego oznaczenia dwdch podsta-
wowych bisfenoli tj. BPA i BPE Rozdzial chromatograficzny osiggnig¢to na ko-
lumnie C18 przy uzyciu elucji gradientowej: A- 0,5% izopropanol w 0,1% kwasie
mréwkowym,i B-metanol, ktéry monitorowano w trybie MRM. Metoda byta li-
niowa w zakresie 0,25 pug g* do 20,0 pg g, przy zadowalajacych wspotczynnikach
korelacji (R*) powyzej 0,98. Odzysk analitow miescil si¢ w zakresie od 99,9% do
104,3%, a precyzja i precyzja posrednia wyrazona we wzglednych odchyleniach
standardowych (RSD%) byta mniejsza niz 5%. Do oznaczen ilo§ciowych zastoso-
wano metode wzorca wewnetrznego (IS), ktérym byt BPA-d16.

Literatura:

[1] Teppala, S., Madhavan, S., Shankar, A., 2012. Int J Endocrinol. 2012:598180.

[2] USEPA-IRIS, Bisphenol A. Quickview http://cfpub.epa.gov/ncea/iris/index.cfm? Fuseaction Liris.
show Quickview & substance_nmbrl0356. Accessed Nov 2014.
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Bisphenol A (BPA) is an endocrine active compound (EDC). It has been
shown that human exposure to BPA has an impact on reproduction, thyroid func-
tion, hypertension, diabetes and obesity [1]. According to the US Environmen-
tal Protection Agency (US EPA), the permissible dose of BPA is 50 ug/kg body
weight / day [2]. The World Health Organization (WHO) estimated the average
consumption of bisphenol A, present in food products, at 0.04-0.40 ug/kg/day.
BPF is an analog of PBA, which is also used in the production of, among others
packaging for food, sealants and dental composites. BPA is detected in urine and
blood serum, indicating that exposure to this compound is common. The paper
presents the validation of the ultra-high performance liquid chromatography-MS
/ MS (UHPLC-MS / MS) method for the identification and quantification of two
basic bisphenols, ie BPA and BPF. Chromatographic separation was achieved on
a CI8 column using a gradient elution: A- 0.5% isopropanol in 0.1% formic acid,
and B-methanol which was monitored under MRM mode. The method was linear
in the range of 0.25 pg g' to 20.0 ug g, with satisfactory correlation coefficients
(R?) above 0.98. The recovery of the analytes ranged from 99.9% to 104.3%, and
the precision and intermediate precision expressed in relative standard deviations
(RSD%) was less than 5%. The internal standard (IS) method, which was BPA-d16,
was used for quantification.

References:

[1] Teppala, S., Madhavan, S., Shankar, A., 2012. Int J Endocrinol. 2012:598180.

[2] USEPA-IRIS, Bisphenol A. Quickview http://cfpub.epa.gov/ncea/iris/index.cfm? Fuseaction Liris.
show Quickview & substance_nmbrl0356. Accessed Nov 2014.
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Nanotechnologia rozwija si¢ intensywnie zyskujac coraz szersze zastosowania
w medycynie m.in. diagnostyce obrazowej, ale réwniez procedurach terapeutycz-
nych, jak celowany transport lekéw lub fototermalna terapia plazmonowa (PPTT).
Cechg NPs jest m.in. zdolnos¢ rozpraszania i absorbcji §wiatta, zwigzanego z oscy-
lacjg elektronéw na ich powierzchni, znana, jako zjawisko zlokalizowanego po-
wierzchniowego rezonansu plazmonowego (LSPR). Poniewaz molowe wspoéiczyn-
niki absorpcji nanoczastek sg bardzo wysokie, to testy z ich udziatem maja wysoka
czuto$¢. Zastosowanie Ag NPs do oceny aktywnosci antyoksydacyjnej opracowali
M.Ozyiirek i wsp. [1]. Metoda, zwana silver nanoparticle-based assay (SNPAC) za-
kiadata synteze zarodkéw NPs przez redukcje Ag* cytrynianem trisodu. Pod wply-
wem przeciwutleniaczy zawiesina wykazuje wzrost absorpcji (SPR) przy 423 nm,
co pozwala na ocene aktywnosci antyoksydantow. Powiekszanie AgNPs wigze sie
takze ze zmiang barwy z z6ltego na zéttawo-brazowy. W pracy przygotowano eks-
trakty wodne z ziela i kwiatéw roélin (Lamium purpureum, Urtica dioica, Taraxa-
cum officinale Chelidonium majus, Papaver rhoeas, Tanacetum vulgare, Hypericum
perforatum, Achillea millefolium, Myosotis arvensis). Pomiary aktywno$ci antyok-
sydacyjnej wykonano metoda SNPAC. Total Antioxidant Capacity (TAC) wyra-
zono w postaci rownowaznikéw substancji referencyjnych (witamina C, Trolox,
kwas galusowy) w mg/g surowca. Wyniki uzyskane metoda SNPAC poréwnano
z wynikami metody potencjometrycznej polegajacej na wyznaczeniu przesunie-
cia potencjatu elektrody Pt umieszczonej w uktadzie mediatorowym (mieszanina
K,[Fe(CN),]/K,[Fe(CN),]) z elektroda kalomelowg jako elektrodg odniesienia.

Literatura:
[1] Ozylrek, M., Glngor, N., Baki, S., Gugld, K., Apak, R., 2012. Anal Chem. 84(18):8052-9.
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Nanotechnology is developing intensively gaining wider and wider applica-
tions in medicine, including imaging diagnostics, but also therapeutic procedures,
such as targeted drug transport or photothermal plasmon therapy (PPTT). A fea-
ture of NPs is, inter alia, the ability to scatter and absorb light related to the oscil-
lation of electrons on their surface, known as the phenomenon of localized surface
plasmon resonance (LSPR). Since the molar absorption coefficients of nanopar-
ticles are very high, the tests with their participation are highly sensitive. The use
of Ag NPs for the assessment of antioxidant activity was developed by M.Ozyiirek
et al. [1]. The method called silver nanoparticle-based assay (SNPAC) assumed
the synthesis of nucleation centers by reduction of Ag* by trisodium citrate. Un-
der the influence of antioxidants, the suspension shows an increase in absorption
(SPR) at 423 nm, which allows the assessment of antioxidant activity. Enlargement
of AgNPs is also associated with a color change from yellow to yellowish-brown.
Water extracts of plants and flowers (Lamium purpureum, Urtica dioica, Taraxa-
cum officinale Chelidonium majus, Papaver rhoeas, Tanacetum vulgare, Hyperi-
cum perforatum, Achillea millefolium, Myosotis arvensis) were prepared in the
study. Measurements of the antioxidant activity were performed using the SNPAC
method. Total Antioxidant Capacity (TAC) was expressed as reference substances
equivalents (vitamin C, Trolox, gallic acid) in mg / g of raw material. The results
obtained by the SNPAC method were compared with the results of the potenti-
ometric method consisting in determining the potential shift of the Pt electrode
placed in the mediator system (K,[Fe(CN),]/K,[Fe(CN),] mixture) with the calo-
mel electrode as the reference electrode.

References:
[1] Ozylrek, M., Gingor, N., Baki, S., Glgld, K., Apak, R., 2012. Anal Chem. 84(18):8052-9.
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WPLYW CHOROBY ALZHEIMERA | OTEPIENIA CZOtOWO-
SKRONIOWEGO NA ZACHOWANIA ANTYSPOLECZNE
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Wiedza na temat choréb neurodegeneracyjnych stale si¢ rozwija i pomaga
zrozumiel, ze niektore zachowania, ktdre sg uznawane w spoleczenistwie za nie-
poprawne lub szkodliwe moga mie¢ swoje podloze nie w chorobach psychicz-
nych, ale moga by¢ skutkiem zmian neurologicznych spowodowanych chorobami
takimi jak: otepienie czolowo-skroniowe lub choroba Alzheimera. Wymienione
postacie demencji, oprécz oczywistych objawéw jak pogorszenie funkeji poznaw-
czych czy pamigci, mogg skutkowac¢ réwniez agresja lub brakiem zahamowan po-
pedow seksualnych, ktore w spoleczenstwie s3 uznawane za zachowania skrajnie
niepoprawne. Celem pracy jest przeglad badan opisujacych zjawisko wystepowa-
nia zachowan antyspolecznych u o0séb z chorobg Alzheimera i ot¢pieniem czo-
fowo-skroniowym. Zmiany osobowosci, brak kontroli nad emocjami, problemy
z mowg czy problemy z rozpoznawaniem swoich bliskich sg elementami choroby,
ktére utrudniaja zycie codzienne, a czasami nawet uniemozliwiaja samodzielne
podejmowanie decyzji lub wykonywanie podstawowych czynnosci. Objawy te na-
pedzaja zachowania, ktére w moga by¢ uznawane za antyspoteczne. Odpowiedz,
jaka moze by¢ geneza tego aspolecznego sposobu zycia, mozna znalez¢, zaglebia-
jac sie w wiedze na temat platow czotowych i skroniowych moézgu i ich funkeji,
a s3 one odpowiedzialne za mowe, odczuwanie emocji, przewidywanie konse-
kwencji dziatan, pamie¢ i wole dzialania. Zaburzenia funkgji tych struktur moga
skutkowa¢ zmianami behawioralnymi. Wazng réznica w zachowaniu oséb z wyzej
wymienionymi chorobami jest taka, iz osoby, u ktérych zdiagnozowano chorobe
Alzheimera czgsto nie zdaja sobie sprawy ze szkodliwosci swoich dziatan, a u oséb
z otepieniem czotowo-skroniowym jest swiadomos$¢ swoich czynéw, lecz osoby te
nie mogg zahamowac¢ szkodliwych czynnosci. Badania opisujace zachowania an-
tyspoleczne jako skutek wystepowania choroby, ukazujg pewne zachowania, ktére
moga by¢ spowodowane zmianami w strukturach mézgu. Mozna w ten sposéb
stwierdzi¢, ze istniejg predyspozycje do zachowan antyspolecznych u 0séb z cho-
robami neurodegeneracyjnymi.
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THE INFLUENCE OF ALZHEIMER’S DISEASE AND
FRONTOTEMPORAL DEMENTIA ON ANTISOCIAL BEHAVIOR
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Knowledge of neurodegenerative diseases is constantly evolving and helps to
understand that

some behaviors that are considered incorrect or harmful in society may not be
due to mental illness, but may be due to neurological changes caused by diseases
such as frontotemporal dementia or Alzheimer’s disease. The above-mentioned
forms of dementia, in addition to the obvious symptoms such as deterioration
of cognitive functions or memory, may also result in aggression or lack of inhi-
bition of sexual drives, which in society are considered to be extremely incorrect
behavior. The aim of the study is to review the research describing the phenome-
non of antisocial behavior in people with Alzheimer’s disease and frontotemporal
dementia. Personality changes, lack of control over emotions, speech problems or
problems with recognizing one’s relatives are elements of the disease that make
everyday life difficult and sometimes even make it impossible to make decisions or
perform basic activities independently. These symptoms drive what may be con-
sidered anti-social behavior. The answer to the Genesis of this antisocial way of life
can be found by delving into the knowledge of the frontal and temporal lobes of
the brain and their functions, which are responsible for speech, feeling emotions,
anticipating the consequences of actions, memory and will to act. Disturbances in
the function of these structures can result in behavioral changes. An important dif-
ference in the behavior of people with the diseases mentioned above is that people
diagnosed with Alzheimer’s disease often do not realize the harmfulness of their
actions, and people with frontotemporal dementia are aware of their actions, but
they cannot stop the harmful activities. Research describing antisocial behavior as
a result of disease shows certain behaviors that can be caused by changes in brain
structures. Thus, it can be concluded that there are a predisposition to antisocial
behavior in people with neurodegenerative diseases.
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Rak zoladka jest jednym z najczestszych nowotwordw zlosliwych. Aktywacja
szlaku kinureninowego (kynurenine pathway, KP) oraz powstajace z tryptofa-
nu (Trp) metabolity wplywaja na progres choroby przez co sa ciekawym celem
w diagnostyce i terapii. Celem obecnych badan byla identyfikacja potencjatu
metabolitow Trp jako biomarkeréw raka zotgdka. Wybrane metabolity KP i Trp
oznaczano w probkach krwi i ptynu otrzewnowego pobranych od pacjentéw z no-
wotworem zotadka za pomoca chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrome-
tria mas. Zbadano korelacje stezenia metabolitow KP ze stopniem zaawansowania
choroby (klasyfikacja TNM) oraz typem raka zotadka (klasyfikacja wg Laurena,
typ jelitowy i rozlany). Zwigzane z bialkami metabolity jak kinurenina (Kyn)
i 3-hydroksykynurenina (3HKyn) oznaczano metoda Western Blotting (WB) za
pomoca swoistych przeciwcial monoklonalnych. Zaobserwowano korelacje po-
miedzy stezeniem kwasu antranilinowego (AA) i Kyn w otrzewnowej a stopniem
zaawansowania raka zotadka (TNM), natomiast we krwi wykazano zalezno$¢ Kyn,
3HKyn i kwasu ksanturenowego (XA) czynnikami zaawansowania choroby. Zaob-
serwowano takze potencjal poszczegélnych metabolitéw w okresleniu typu raka
zoladka. Przeciwciala anty-3HKyn reagowaty w WB z biatkami surowicy (30, 40
i 65 kDa) oraz plynu z otrzewnowego (40 — 50 kDa), a przeciwciata anty-Kyn rea-
gowaly z biatkami o masie ~65 kDa. Wykazano korelacj¢ wolnych metabolitéw KP
ze stopniem zaawansowania i rodzajem raka zoladka, wskazujac na ich potencjat
jako biomarkery. We krwi i plynie z otrzewnej pacjentéw z rakiem zoladka wy-
stepuja metabolity KP zwigzane z bialkami, co moze powodowac¢ ich akumulacje.
Finansowanie: grant Interdyscyplinarny KUL (nr 15/2019, kierownik M. Stani-
szewska), Narodowe Centrum Nauki, OPUS13 (2017/25/B/NZ4/01198, kierownik
M. Staniszewska); infrastruktura z Europejskiego Funduszu Rozwoju Regional-
nego w ramach Programu Operacyjnego Rozwdj Polski Wschodniej 2007-2013
(POPW.01.03.00-06-003/09-00).
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Gastric cancer (GC) is one of the most frequently occurring malignant tu-
mors. Activation of the kynurenine pathway (KP) and generated metabolites of
tryptophan (Trp) impact tumor progression and became attractive diagnostic and
therapeutic targets. The goal of this work was to identify a potential of protein free
and bound KP metabolites as GC biomarkers. The selected KP metabolites and
Trp were evaluated in peritoneal fluids (ascitic) and in blood collected from GC
patients using liquid chromatography-mass spectrometry. The level of metabolites
was correlated with GC stage (TNM) and type according to Lauren (intestinal,
diffuse). The protein-bound kynurenine (Kyn) and 3-hydroxykynurenine (3HKyn)
were analyzed by Western Blotting with the specific monoclonal antibodies. An-
thranilic acid (AA) and Kyn level in peritoneum correlated with the TNM factors,
while in blood we found the correlation with Kyn, 3-hydroxykynurenine (3HKyn),
and Xanthurenic acid (XA). There was also a potential of individual metabolites to
distinguish between GC types. Inmunochemical analysis with the anti-3HKyn an-
tibody revealed reactivity with proteins of different size in serum (30, 40, 65 kDa)
and peritoneum (40 — 50 kDa). Proteins with the molecular mass of ~65 kDa in se-
rum and peritoneal fluid revealed reactivity with the anti-KYN antibody. The iden-
tified correlation of the protein-free KP metabolites with disease progression and
GC type indicates a potential to become disease biomarkers. Protein modifications
by Trp metabolites occur in the blood and peritoneal fluids of GC patients and
can lead into the accumulation of these adducts. The study were supported by The
John Paul IT Catholic University of Lublin (CUL): Interdisciplinary grant (15/2019)
for Magdalena Staniszewska (PI) and Internal grant for Ilona Sadok (PI); the Pol-
ish National Science Centre grant OPUS13 (2017/25/B/NZ4/01198) for Magdalena
Staniszewska (PI); the equipment of CUL supported by the European Union from
European Regional Development Fund under the Operational Programme Devel-
opment of Eastern Poland 2007-2013 (POPW.01.03.00-06-003/09-00).
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Materiaty wykorzystywane w przemysle medycznym, kosmetycznym i farma-
ceutycznym, takie jak chitozan (Ch) i kwas hialuronowy (HA) i/lub tlenek tytanu
(IV) (TiO,), musza wykazywac¢ odpowiednie wlasciwosci fizykochemiczne. Prze-
de wszystkim powinny by¢ biokompatybilne, nietoksyczne i nie wywolywac reak-
cji alergicznych. Znanych jest wiele metod, ktdre umozliwiajg okreslenie biozgod-
nosci w sposob bezposredni. Jednakze, blony biologiczne tworza bardzo zlozone
uklady, wigc ich wykorzystanie w badaniach sprawia wiele trudnosci. Rozwigza-
niem tego problemu jest zastosowanie blon biomimetycznych, ktorych wlasciwo-
$ci fizykochemiczne sg $cisle skorelowane z Zywymi blonami.

Celem badan bylo okreslenie wptywu Ch, HA, i/lub TiO, na zachowanie blony
zbudowanej z 1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-fosfocholiny (DOPC) przy uzyciu techni-
ki filméw Langmuira. Zastosowanie metody monowarstw Langmuira daje moz-
liwo$¢ uzyskania informacji o oddzialywaniach wystepujacych pomiedzy sktad-
nikami wodnego roztworu/dyspersji a czasteczkami fosfolipidéw tworzacych
modelowg blong biologiczna.

Badania polegaly na rejestracji izoterm ci$nienia powierzchniowego w funkcji
powierzchni przypadajacej na czasteczke (m-A) dla monowarstw fosfolipidowych.
Przeanalizowano ksztalt izoterm m-A oraz warto$ci modutu $cisliwosci pod ka-
tem biokompatybilnosci. Otrzymane wyniki wskazuja, ze zaréwno polisacharydy
Ch, HA, jak i nieorganiczny TiO, nieznacznie wplywajg na strukture monowarstw
DOPC, ale jej nie zaburzaja. Ich obecno$¢ wplywa na utozenie gtéw i ogonéw po-
larnych czasteczek DOPC na granicy faz.
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Materials used in the medical, cosmetic, and pharmaceutical industries, such
as chitosan (Ch) and hyaluronic acid (HA), and/or titanium dioxide (TiO,)), must
possess appropriate physicochemical properties. First of all, they should be bio-
compatible, non-toxic, and do not cause allergic reactions. There are many know
kinds of tests that directly enable the determination of biocompatibility. However,
the biological membranes create very complex systems so their use in research
leads to many difficulties. The resolution of this problem is to apply biomimetic
membranes, which physicochemical properties are strictly correlated with living
membranes.

The aim of the study was to determine the effect of Ch, HA, and/or TiO, on the
behaviour of the 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC) membrane
by using the Langmuir film technique. Application Langmuir monolayers method
gives the possibility to obtain information on the interactions that occurred be-
tween the components of the aqueous solution/dispersion and the phospholipid
molecules of the model biological membrane.

The research relied on the registration of surface pressure as a function of the
area per molecule (n-A) isotherms for the phospholipid monolayers. The shape of
the m-A isotherms, as well as the compression modulus values, were analysed in
terms of biocompatibility. The obtained results show that both polysaccharides Ch,
HA, as well inorganic TiO, affect slightly the structure of the DOPC monolayers
but do not disrupt it. Their presence impacts the arrangements of both the polar
heads and tails of DOPC molecules at the interface.
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W obecnych czasach coraz czesciej wykorzystuje si¢ hydroksyapatyt do pokry-
wania powierzchni endoprotez metalicznych. Jest on biokompatybilny, charakte-
ryzuje si¢ duzym podobienstwem do nieorganicznych skladnikéw chemicznych
tkanki kostnej. Dodatkowo nie wywoluje efektow toksycznych i wykazuje wtasci-
wosci osteokondukcyjne przyspieszajac proces regeneracji kosci. Moze stuzy¢ jako
podloze do osadzania nanoczasteczek metali lub polimerowych nosnikow lekow
(ang. Drug Delivery System, DDS). Do efektywnego osadzania polimeréw jako
DDS wymagana jest specyficzna struktura warstw hydroksyapatytu, co jest duzym
wyzwaniem badawczym.

Celem badan bylo okreslenie wptywu warunkéw prowadzenia procesu elek-
trolizy na strukture warstwy hydroksyapatytu osadzanej na no$nik nitinolowy.
Charakterystyke topografii powierzchni otrzymanych warstw wykonano za po-
moca mikroskopu sil atomowych (AFM), natomiast analiz¢ molekularng uzyska-
no przy uzyciu spektrometru Ramana oraz spektrometru mas jonéw wtérnych
z analizatorem czasu przelotu (SIMS-ToF). Uzyskane wyniki sugeruja, ze zaréwno
gesto$¢ pradu jak i czas trwania pulsu maja wplyw na morfologie powierzchni
otrzymanych warstw.
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During the current times hydroxyapatite layers are often used to cover the
surfaces of a metallic endoprosthesis. Hydroxyapatite is biocompatible and shows
a high similarity to inorganic chemical components of bone tissue. In addition, it
does not cause toxic effects and shows osteoconductive properties, accelerating
the bone regeneration process. It can be used as a substrate for the deposition of
metal nanoparticles or polymeric drug carriers (Drug Delivery System, DDS). For
effective deposition of polymers as DDS, a specific structure of the hydroxyapatite
layers is required, which is a challenge for researchers.

The aim of the study was to determine the effect of the electrolysis conditions
on the structure of the hydroxyapatite layer deposited on the nitinol support.
Characterization of the surface topography of the obtained layers was investigated
using an atomic force microscope (AFM) while molecular analysis was provided
by a Raman spectrometer and a secondary ion mass spectrometer with a time-
of-flight analyzer (SIMS-ToF). The results suggest that both the current density
and the pulse duration have an impact on the surface morphology of the received
layers.
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TW réwnym stopniu

Idiopatyczne wltdknienie ptuc (IPF) jest $miertelna chorobg, w ktorej zdrowa
tkanka plucna zastepowana jest przez zbitg tkanke wldknista. Pacjenci z IPF sg uwa-
zani za bardziej podatnych na zakazenie wirusem SARS-CoV-2 (ang. Severe Acute
Respiratory Syndrome Cronavirus 2), ktory wywoluje COVID-19. Jednocze$nie profi-
laktyka COVID-19 za pomoca szczepionek moze by¢ u tych pacjentéw nieskuteczna.

Badania przeprowadzono w grupie 24 pacjentéow z IPF i w grupie 24 oséb
zdrowych. Podczas szczepienia BNT162b2 oznaczano stezenie przeciwcial w su-
rowicy przeciwko antygenom nukleokapsydu (N) i biatku spike (S) wirusa SARS-
-CoV-2. Komorki jednojadrowe krwi obwodowej produkujace interferon gamma
po kontakcie z bialkiem SI wykorzystano do testu IGRA oceniajacego odpornosé
komoérkows po szczepieniu.

Chorzy na IPF charakteryzowali si¢ nizszym stezeniem przeciwcial IgG anty-
-S1 po podaniu pierwszej dawki szczepionki w poréwnaniu z osobami zdrowymi.
W grupie IPF réwniez rzadziej wytwarzano przeciwciata anty-S1 IgA po podaniu
obu dawek szczepionki BNT162b2. Ponadto stezenia wytwarzanych przeciwcial
byty réwniez mniejsze w poréwnaniu ze zdrowymi ochotnikami. Komoérki wyizo-
lowane od 0séb z IPF nie odpowiadaly na stymulacje po pierwszym szczepieniu
i rzadziej wytwarzaly interferon gamma po drugiej dawce. Ste¢zenia cytokin byly
réwniez nizsze w poréwnaniu z grupg kontrolna.

Biorac pod uwage stabsza odpowiedz na szczepionke i wieksze ryzyko cigzkie-
go przebiegu COVID-19 u chorych na IPE do oceny skutecznosci szczepienia w tej
grupie chorych nalezy zastosowac szerszy zakres narzedzi laboratoryjnych.

Badania finansowane z grantu nr 2020/ABM/01/00110 przydzielonego przez
Agencje Badan Medycznych (ABM).
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Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a fatal condition in which healthy lung
tissue is replaced by fibrotic one. IPF patients are considered more susceptible to
Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) infection caus-
ing COVID-19. At the same time, the COVID-19 prophylaxis with vaccines may be
sub-efficient in these patients.

The study was performed on a group of 24 patients with IPF and 24 healthy
individuals. The levels of serum antibodies against the SARS-CoV-2 nucleocapsid
(N) and spike (S) antigens were measured during BNT162b2 vaccination. Periph-
eral blood mononuclear cells producing interferon gamma after the challenge with
S1protein were used for IGRA test assessing post-immunization cellular immunity.

IPF patients were characterized by lower concentrations of anti-S1 IgG anti-
bodies after 1% dose of the vaccine when compared to healthy subjects. IPF group
also less frequently produced anti-SI IgA after both doses of BNT162b2 vaccine.
Furthermore, the concentrations of produced antibodies were also decreased
when compared to healthy volunteers. Cells isolated from IPF individuals did not
respond to stimulation after 1" vaccination and less frequently produced interferon
gamma after 2™ dose. Concentrations of cytokine were also lower when contrasted
with control group.

Considering worse responses to the vaccine and the higher risk of severe
COVID-19 in IPF patients, wider range of laboratory tools should be used for the
assessment of the vaccine efficacy in this group IPF patients exhibit deficient re-
sponse to the BNT162b2 mRNA COVID-19 vaccine.

This work was supported by Medical Research Agency grant no 2020/
ABM/01/00110.
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WPLYW ZMIENNYCH WARUNKOW TLENOWYCH NA
METABOLIZM LUDZKICH MEZENCHYMALNYCH KOMOREK
MACIERZYSTYCH POCHODZACYCH Z TKANKI TLUSZCZOWE)

PAULINA RYBKOWSKA1, ANNA FIGIEL-DABROWSKA1, DOROTA DYMKOWSKAZ, KRzYszZTOF
ZABtOCKI?, ANNA SARNOWSKA'
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Swiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego, Polskiej Akademii Nauk, ul. Pawinskie-
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Wiasciwosci terapeutyczne komorek macierzystych, w tym ich zdolnos¢ do
efektywnego namnazania si¢ w miejscu urazu, sg uzaleznione od wielu czynnikoéw,
zardwno wewnatrz- jak i zewnatrzkomoérkowych. Potencjal regeneracyjny tych
komorek spada wraz ze starzeniem si¢ hodowli i wydaje si¢ by¢ $cisle powigzany
ze zmianami zachodzacymi w ich metabolizmie. W celu optymalizacji warunkow
hodowli hamujacych proces starzenia si¢ komorek poréwnano wplyw fizjologicz-
nej normoksji (5% O,) vs atmosferycznego stezenia tlenu (21% O,) na rekonfi-
guracje metaboliczng ludzkich mezenchymalnych komorek macierzystych/stro-
malnych pochodzacych z tkanki ttuszczowej (ASC) w korelacji z ich proliferacja
i migracja. Potencjal proliferacyjny komdrek oceniono na podstawie: testu WST,
czasu podwojenia populacji: PDT oraz ekspresji markera proliferacji komoérko-
wej: Ki67. Zdolnosci migracyjne oszacowano na podstawie testu rysy. Do oceny
metabolizmu komdrkowego wykorzystano wskaznik zuzycia tlenu: OCR oraz
wskaznik zakwaszenia zewnatrzkomoérkowego: ECAR. Wyniki przeprowadzonych
badan potwierdzily we wszystkich stosowanych testach istotnie wyzszy potencjat
proliferacyjny i migracyjny komoérek hodowanych w warunkach fizjologicznej
normoksji (5% O,) w poréwnaniu do komorek hodowanych w atmosferycznym
stezeniu tlenu (21% O,). Zmiana warunkéw tlenowych istotnie wplyneta réwniez
na rekonfiguracje metaboliczng. W warunkach fizjologicznej normoksji zaobser-
wowano w hodowli obnizony OCR oraz ECAR w poréwnaniu do hodowli w 21%
O,. Nasze wyniki mogg sugerowa¢, ze ASC hodowane w warunkach fizjologicznej
normoksji redukuja oddychanie mitochondrialne poprzez przekierowanie meta-
bolizmu komorek na glikolize beztlenowa. Rekonfiguracja metaboliczna koreluje
z kluczowymi wlasciwosciami terapeutycznymi tych komorek.

7Zrodlo finansowania: Narodowe Centrum Nauki, Numer grantu: 2018/31/N/
NZ4/03275 oraz Agencja Badan Medycznych, Numer grantu: 2020/ABM/01/00014.
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TISSUE-DERIVED MESENCHYMAL STEM/STROMAL CELLS

PAULINA RYBKOWSKA1, ANNA FIGIEL-DABROWSKA1, DOROTA DYMKOWSKAZ, KRzYszZTOF
ZABtOCKI?, ANNA SARNOWSKA'

"Translational Platform of Regenerative Medicine, Mossakowski Medical Research Institute, Polish
Academy of Sciences, Pawinskiego 5 Street, 02-109, Warsaw, Poland,

2 Laboratory of Cellular Metabolism, Nencki Institute of Experimental Biology, Polish Academy of
Sciences, Pasteura 3 Street, 02-093, Warsaw, Poland

Therapeutic properties of stem/stromal cells, including their ability to efhi-
ciently proliferate at the site of injury, depend on many factors, both intracellular
and extracellular. The regenerative potential of these cells decreases with culture
aging and appears to be closely related to their metabolic changes.

To optimize cell culture conditions that inhibit cell aging, we compared the
effects of physiological normoxia (5% O,) vs atmospheric oxygen concentration
(21% O,) on the metabolic reconfiguration of human adipose tissue-derived mes-
enchymal stem/stromal cells (ASCs) in correlation with their proliferation and
migration abilities. The proliferative potential of the cells was assessed by: WST
assay, Population Doubling Time test (PDT) and cell proliferation marker: Ki67
expression. Migratory capacity was estimated by the scratch assay and oxygen con-
sumption rate (OCR). Extracellular acidification rate (ECAR) was used to assess
cellular metabolism using SeahorseXF technology.

The results of our experiments showed, in all applied tests, significantly higher
proliferative and migratory potential of cells cultured under physiological nor-
moxia (5% O,) in comparison to the cells cultured under atmospheric oxygen
concentration (21% O,). Changing oxygen conditions also significantly affected
metabolic reconfiguration. Under physiological normoxia, reduced oxygen con-
sumption rate and higher extracellular acidification rate were discovered com-
pared to culture under atmospheric oxygen (21% O,).

Our results may suggest that ASCs cultured under physiological normoxia re-
duce mitochondrial respiration by redirecting cellular metabolism to anaerobic
glycolysis. Metabolic reconfiguration may correlate with key therapeutic proper-
ties of these cells.

Funding source: National Science Centre, Grant no: 2018/31/N/NZ4/03275
and Medical Research Agency grant no: 2020/ABM/01/00014.
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MACIERZYSTYCH/STROMALNYCH POZYSKIWANYCH Z TKANKI
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Mesenchymalne komérki macierzyste/stromalne (MSC), pomimo wielu dys-
kusji, wzbudzajg nieustannie zainteresowanie zwigzane z ich mozliwym wykorzy-
staniem w badaniach klinicznych m.in. w leczeniu choréb neurodegeneracyjnych
t.j. stwardnienie zanikowe boczne (ALS) czy choroba Alzheimera. Ich dzialanie
terapeutyczne opiera si¢ gldwnie na silnych wlasciwosciach immunomodulacyj-
nych i adjuwantowych. Wiadomo réwniez, ze wlasciwosci te sg znaczaco rézne
osobniczo, jak rowniez ulegaja wahaniom przy jakichkolwiek zmianach warun-
kéw hodowli. Z w/w powodoéw, przeanalizowalismy wplyw wymuszonych przez
warunki GMP zmian w protokole izolacji, hodowli, transportu i bankowania na
wlasciwosdci mezenchymalnych komoérek macierzystych/stromalnych izolowanych
z tkanki tluszczowej (ASCs). Oceniono zgodno$¢ uzyskanych komorek z kryte-
riami ISCT, w tym morfologie komorek, ekspresje typowych markeréw: CD90,
CD105 i CD73, zdolnos¢ do réznicowania mezodermalnego i potencjal klonogen-
ny. Zoptymalizowano réwniez protokét bankowania, analizujac czas podwojenia
populacji, klonogenno$¢ i morfologie ASCs po rozmrozeniu, w zaleznosci od ma-
terialu bankowanego (tkanka vs wyizolowane z tkanki komorki).

Otrzymanie ASCs spelniajacych wszystkie kryteria ISCT byto mozliwe zaréw-
no izolujac komorki ze swiezo pobranej tkanki, jak réwniez z tkanki przechowy-
wanej w temperaturze 4°C do 48 godzin. Komorki izolowane w obu wariantach
czasowych nie roznily sie czasem podwojenia populacji, potencjalem klonogen-
nym, ani morfologia. Réwniez bankowanie materialu w postaci wyizolowanych
komorek nie wplywalo na w/w parametry. Niestety, bankowanie fragmentéw
tkanki skutkowalo znaczacym spadkiem potencjatu klonogennego , a takze gorsza
wydajnos¢ izolacji. W celu opracowania optymalnego nosnika dla komorek spet-
niajacego kryteria GMP, przetestowano trzy najczesciej uzywane plyny do uzyt-
ku klinicznego (5% glukoze, 0,9% NaCl oraz ptyn wieloelektrolitowy Optylite).
W ostatnim medium komoérki najwyzsza zywotnos¢ (do 90%) przez 4 godziny,
w temperaturze 4°C.

Praca finansowana z grantu Agencji Badan Medycznych nr 2020/
ABM/01/00014.
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Despite much debate, mesenchymal stem/stromal cells (MSCs) arouse con-
stant interest related to their possible use in clinical trials, for example in the treat-
ment of neurodegenerative diseases such as amyotrophic lateral sclerosis (ALS)
or Alzheimer’s disease. Their therapeutic effect is mainly based on great immuno-
modulatory and adjuvant properties. It is also known that these properties vary
significantly between individuals and also fluctuate with any changes in culture
conditions. For the above-mentioned reasons, we analysed the effect of GMP-en-
forced changes in the isolation, culture, transport and banking protocol on the
properties of mesenchymal stem/stromal cells derived from adipose tissue (ASCs).
The compliance of the obtained cells with ISCT criteria was assessed, including
cell morphology, expression of typical markers: CD90, CD105 and CD73, meso-
dermal differentiation potential and clonogenity. Cell-banking protocol was also
optimised by analysing population doubling time, clonogenicity and morphology
of ASCs after thawing, depending on the cryopreserved material (tissue vs cells
isolated from freshly isolated tissue).

Obtaining ASCs meeting all ISCT criteria was possible both by isolating cells
from freshly harvested tissue and from tissue stored at 4°C for up to 48 hours. Cells
isolated in both time variants did not differ in population doubling time, clono-
genic potential or morphology. Cell banking did not affect the above mentioned
parameters.

Unfortunately, cryopreserving the tissue resulted not only in lower clono-
genicity of the cells isolated from it, but in worse isolation efficiency as well. In
order to find the optimal transportation medium for the cells, meeting the GMP
criteria, three most commonly used fluids in clinical use (5% glucose, 0.9% NaCl
and Optilyte multi-electrolyte fluid) were tested. The highest viability (up to 90%)
was observed in the last medium (for 4 hours, at 4°C).

The work was supported by Medical Research Agency grant no. 2020/
ABM/01/00014.
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NEUROGENNY | WtASCIWOSCI NEUROPROTEKCYINE
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W dobie stale rosnacej liczby doniesien o terapeutycznych wlasciwosciach
mezenchymalnych komdrek macierzystych/stromalnych oraz ich zastosowaniu
w leczeniu chordb neurologicznych, kluczowa wydaje sie by¢ optymalizacja metod
ich pozyskiwania i namnazania. Jednym z proponowanych rozwigzan jest wyko-
rzystanie odréznicowanych komdrek ttuszczowych (DFAT - dedifferentiated fat
cells), ktére charakteryzujg si¢ wieksza homogennoscia populacji, ekspresja ge-
néw czynnikéw transkrypcyjnych niezbednych do utrzymania pluripotencjalno-
$ci (stemness transcriptional factors — STFs), zdolno$cig do réznicowania in vitro
w komorki trzech listkdw zarodkowych oraz wyzszym potencjalem proliferacyj-
nym niz mezenchymalne komoérki macierzyste/stromalne pochodzace z tkanki
ttuszczowej (ADSC- adipose stem/stromal cells). Ich potencjal neurogenny, neu-
roprotekcyjny oraz wydzielniczy jest nadal niewystarczajaco poznany, dlatego tez
staly si¢ one przedmiotem niniejszych badan. W celu odtworzenia warunkow fi-
zjologicznych (biomimetycznych) panujacych w mézgu, komoérki hodowano w 5%
stezeniu tlenu. Zdolno$ci DFAT do réznicowania neuralnego oceniono w obecno-
$ci suplementu N21 zawierajacego czynniki wystepujace w naturalnym $rodowi-
sku neuralnej niszy komdrkowej lub w obecnosci ptynu mézgowo-rdzeniowego
(PMR). Neuroprotekcyjne wlasciwosci DFAT oceniono stosujac metode wspol-
hodowli z uszkodzong ischemicznie tkanka nerwowa. W przeprowadzonych do-
$wiadczeniach wykazano zwigkszong ekspresje weczesnych markeréw neuralnych
w obecnosci suplementu N21, jak i PMR. Pomimo zastosowania bogatego w czyn-
niki wspierajace neurogeneze suplementu N2I, nie uzyskano ani fenotypu, ani
wysokiej ekspresji markerow dojrzatych neurondéw. Profil sekrecyjny DFAT ulegt
zmianie, w zaleznosci od $rodowiska hodowli, jak i kontaktu z nieuszkodzong vs
uszkodzong tkanka nerwowa. Uzyskane wyniki wskazuja na duzg plastycznos¢
uzyskanych metoda sufitowg komodrek DFAT, potencjalne wlasciwosci terapeu-
tyczne, jak rowniez na ich bilateralne oddzialywanie z tkanka nerwowa.

Praca zostala sfinansowana w ramach projektu Agencji Badain Medycznych
2020/ABM/01/00014.
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In the era of constantly growing number of research on therapeutic properties
of mesenchymal stem/stromal cells and their use in the treatment of neurological
diseases, the optimization of culture methods seems to be of key importance. The
protocols are aimed at obtaining cells expressing transcription factors responsible for
multilineage differentiation, and in the next stage, the differentiation of these cells
in the desired direction. In recent years, using various culture techniques, dediffer-
entiated fat cells (DFAT) have been obtained. These cells show greater homogeneity
of the population, ability to differentiate in vitro into three germ layer cells, express
genes necessary to maintain the state of stemness transcriptional factors (STFs) and
have a higher proliferative potential than commonly used adipose stem/stromal cells
(ADSC). However, their neurogenic, neuroprotective and secretory potential is still
not well understood, which is why they have become the subject of our research. To
recreate the physiological (biomimetic) conditions of the brain, DFAT cells were cul-
tured in 5% oxygen concentration (characteristic for the CNS). The neural differen-
tiation capacity of DFAT was assessed in the presence of N21 supplement containing
factors found in the natural environment of the neural cell niche or the presence of
cerebrospinal fluid (CSF). The neuroprotective properties of DFAT were assessed by
performing a co-culture with ischemically damaged nerve tissue. Our experiments
showed an increased expression of early neural markers, both in the presence of the
N21 supplement and in the CSE Unfortunately, despite the use of the N21 supple-
ment rich in factors supporting neurogenesis, neither phenotype nor high expres-
sion of markers of mature neurons was obtained. The secretory profile of DFAT cells
changed depending on the culture conditions as well as after the contact with intact
vs. damaged nerve tissue. The obtained results indicate high plasticity of DFAT cells
obtained by the ceiling method, potential therapeutic properties, as well as their bi-
lateral interaction with nerve tissue.

The work was funded by Medical Research Agency grant no. 2020/
ABM/01/00014.
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ROLA MIR-224-5p W PROGRESIJI RAKA NERKI
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MikroRNA odgrywaja wazng role w regulacji ekspresji genéw, a zaburzenia
ekspresji mikroRNA s3a podstawg wielu standw patologicznych, w tym nowotwo-
réw. Niedotlenienie — niskie, niefizjologiczne ci$nienie tlenu jako wazny element
mikro$rodowiska guza wplywa na zmiany ekspresji miRNA. Okreslenie wzorca
miRNA wyjasnia wiele mechanizméw zwigzanych z progresja nowotworu i jest
potencjalnym celem nowoczesnych terapii.

Celem tego badania jest zbadanie wzoru mikroRNA w modelu raka nerki po
ekspozycji na niedotlenienie i dalsza analiza roli miR-224-5p niedotlenieniu.

Mysie komorki raka nerki (Renca) hodowano w standardowych warunkach
tlenowych oraz w hipoksji (1% pO,). Przeprowadzono globalng analize miRNA za
pomocg sekwencjonowania nowej generacji a wyniki zweryfikowano za pomoca
qRT-PCR. Geny docelowe dla miR-224-5p wyznaczono za pomocg miRNet. Eks-
presje Sepinel badano na poziomie transkryptu (QRT-PCR), biatka (Western Blot)
i biatka wydzielanego (ELISA). Potencjalng role miR-224-5p w regulacji wydzie-
lania Serpinel zweryfikowano stosujac syntetyczng sekwencje miR-224-5p w nor-
moksji i inhibitor miR-224-5p w hipoksji.

Wykazano kilka zmienionych mikroRNA w odpowiedzi na hipoksje - 6 o pod-
wyzszonej i 3 o obnizonej ekspresji pordwnujac do standardowej hodowli. Wzrost
ekspresji miR-224-5p potwierdzono metoda qRT-PCR, a analiza bioinformatycz-
na wskazata na mozliwg regulacje ekspresji Serpinel (PAI-1) przez miR-224-5p.
Hipoksja zwigkszala ekspresje Serpinel, jednak zastosowanie syntetycznego miR-
224-5p w normoksji, nie zwigkszylo ekspresji i wydzielania PAI-1. Zastosowanie
inhibitora miR-224-5p w hipoksji zmniejszylo ekspresje genu Serpinel, ale nie
wplyneto znaczaco na wydzielanie.

Niedotlenienie jest czynnikiem stymulujagcym ekspresje miRNA-224-5p, ale
nie wykazano bezposredniego wpltywu tego miRNA na poziom PAI-1. Niezbedne
sa dalsze badania okreslajace funkcje miR-224-5p w hipoksyjnym mikro$rodowi-
sku raka nerki.

Badania sfinansowano z projektow MEiN SPUB/9048 i NCN UMO-2020/37/N/
NZ5/04024
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MicroRNAs play an important role in the regulation of gene expression and
disturbances in microRNA expression are the basis of many pathological states,
including cancers. Hypoxia, low, non-physiological oxygen tension is an impor-
tant component of the tumor microenvironment affecting changes in microRNA
expression. Determining the miRNA patter explains many mechanisms related to
cancer progression and is a potential target of modern therapies.

The aim of study is to investigate the miRNA pattern in kidney cancer model
after exposure to hypoxia and further analysis of the role of miR-224-5p in low pO2.

Murine kidney cancer Renca cells were exposed to hypoxia (culture in 1% pO2)
and global miRNA analysis was performed by NGS and verified by qRT-PCR. The
target genes for miR-224-5p were assessed using miRNet. The expression of Ser-
pinel was examined at the levels of transcript (QRT-PCR), protein (Western Blot)
and secreted protein (ELISA). The potential role of miR-224-5p in the regulation
of Serpinel secretion was verified using miR-224-5p MIMIC (in nomoxia) and
miR-224-5p Inhibitor in hypoxia

Global miRNA analysis showed few changed microRNAs in response to hy-
poxia — 6 up-regulated and 3 down-regulated) compared to normoxic cells. The
increase in miR-224-5p expression was confirmed by qPCR and bioinformatics
analysis indicated a possible regulation of Serpinel (PAI-1) expression by this
miRNA. Serpinel was upregulated after exposure to low pO2. However, the use of
mimic miR-224-5p in normoxia, did not increase the expression and secretion of
PAI-1. The use of the miR-224-5p inhibitor in hypoxia decreased the expression of
the Serpinel gene, but did not significantly affect secretion.

Hypoxia is a factor stimulating expression of miRNA-224-5p, but the direct
impact of this miRNA on Serpinel has not been demonstrated. Further research
focusing on the role of upregulation of miR-224-5p in kidney cancer hypoxic mi-
croenvironment are necessary.

Research was funded by grants: MEiN SPUB/9048 and NCN UMO-2020/37/N/
NZ5/04024
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ZNACZENIE LUDZKICH BIAtEK HTRA W ONKOGENEZIE
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Ludzkie biatka HtrA (high temperature requirement A) naleza do rodziny za-
chowanych ewolucyjnie proteaz serynowych. Wykazuja homologie do biatka HtrA
wystepujacego u modelowej bakterii Escherichia coli. Biatka te w organizmie ludz-
kim skladajg si¢ z czterech homologéw (HtrA 1-4) i pelnig réznorodne funkgje.
Odgrywaja istotng role w wielu komérkowych procesach fizjologicznych, takich
jak programowana $mier¢ komoérkowa, homeostaza mitochondrialna, odpowiedz
na stres oraz sygnalizacja komérkowa. Zaburzenia w ich funkcji moga prowadzic¢
do roznych schorzen, szczegélne znaczenie maja w onkogenezie. Biatka HtrA
wykryto w wielu nowotworach. Proteazy te sg zaangazowane w regulacje Sciezek
sygnalizacyjnych zwigzanych z nowotworem, na przyklad poprzez promowanie
apoptozy. Zmiany w poziomie tych bialek s3 zwigzane z rodzajem guza. Wiedza
na temat tych zmian moze zosta¢ wykorzystana w opracowaniu terapii przeciw-
nowotworowych. Celem pracy jest przeglad badan dotyczacych znaczenia biatek
HtrA w wielu rodzajach nowotwordéw. Lepsze zrozumienie roli proteaz HtrA moze
wplyna¢ na usprawnienie terapii antynowotworowe;j.



THE ROLE OF HUMAN HTRA PROTEINS IN ONCOGENESIS AND
THEIR POTENTIAL THERAPEUTIC PROPERTIES

JULIA KOBIELA, DOROTA ZURAWA-JANICKA
University of Gdansk, Faculty of Biology, Department of General and Medical Biochemistry Wita
Stwosza 59, 80-308 Gdansk

Human HtrA proteins (high temperature requirement A) belong to the family
of evolutionarily conserved serine proteases. They are homologous to the HtrA
protein of the model bacterium Escherichia coli. These proteins in humans consist
of four homologues (HtrA 1-4) and they perform various functions. HtrA proteins
play an important role in many physiological processes such as programmed cel
death, mitochondrial homeostasis, stress response and cel signaling. Disorders in
their functions can lead to various human diseases, they are particularly important
in oncogenesis. HtrA proteins are detected in many cancers. These proteases are
involved in the regulation of cell signaling pathways, for instance by promoting ap-
optosis. Alterations in the levels of these proteins are related to tumor type. Knowl-
edge about these alterations could be used in the development of anti-cancer ther-
apies. The aim of the study is to review the research on the role of HtrA proteins
in many types of cancer. A better understanding of the role of HtrA proteases may
contribute to the improvement of anti-cancer therapy.
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PROGRANULINA JAKO BIOMARKER ASTMY U DZIECI

MILENA POGONOWSKA', AGNIESZKA RUSTECKA', AGATA BEDZICHOWSKA', KAROLINA
ALEKSANDROWICZ?, BOLEStAW KALICKI'

"Klinika Pediatrii, Nefrologii i Alergologii Dzieciecej, Wojskowy Instytut Medyczny, Warszawa, Polska
2L aboratorium Onkologii Molekularnej i Terapii Innowacyjnych, Wojskowy instytut Medyczny

WSTEP: W ostatnich latach obserwowany jest wzrost zachorowalnosci na
choroby atopowe, w tym astme. Waznym kierunkiem w poprawie procesu diagno-
stycznego i prognozowania odpowiedzi na leczenie jest rozw6j immunologii i po-
szukiwanie nowych biomarkerdw astmy.

CEL: Ocena stezenia potencjalnych biomarkeréw astmy u dzieci: progranuli-
ny, MMP-9, TNF-a oraz FeNO i stezenia witaminy D.

MATERIAL I METODY: Grupe¢ badang stanowito 25 dzieci z astmg alergicz-
na w stabilnym okresie choroby w wieku od 6 do 17 lat. Do grupy kontrolnej za-
kwalifikowano 21 zdrowych dzieci w wieku od 6-18 lat bez choréb alergicznych
w wywiadzie. Stopien kontroli astmy okreslano za pomoca testow ACT lub C-
-ACT. U kazdego dziecka z astma, wykonywano spirometri¢ oraz pomiar tlenku
azotu w powietrzu wydychanym (FeNO). Szczegétowej analizie poddano stezenie
progranuliny, MMP-9, TNF-a oraz witaminy D.

WYNIKI: Nie wykazano istotnych statystycznie réznic w zakresie stezen pro-
granuliny i MMP-9 pomigdzy dzie¢mi z astma a zdrowymi, a takze pomiedzy
chorymi z astmg kontrolowang i niekontrolowana. U dzieci z astma zaobserwo-
wano istotne statystycznie wyzsze stezenie TNFa niz u dzieci zdrowych. W grupie
dzieci z astmg niekontrolowang wartosci FeNO byly istotnie statystycznie wyzsze
niz u dzieci z astma kontrolowang. U dzieci chorych z podwyzszonymi wartos-
ciami FeNO stwierdzono wyzsze stezenie progranuliny w surowicy niz u dzieci
z prawidlowymi warto$ciami FeNO. Wykazano dodatnig istotng statystycznie ko-
relacje pomiedzy warto$ciami FeNO a stezeniem progranuliny w surowicy dzieci
chorych.W grupie kontrolnej zaobserwowano istotne statystycznie nizsze stezenie
progranuliny w surowicy u dzieci z niedoborem witaminy D w poréwnaniu do
grupy dzieci z optymalnym stezeniem 25(OH)D.

WNIOSKI: Potwierdzono przydatnos¢ FeNO w diagnostyce astmy alergicz-
nej w populacji pediatrycznej. Rola progranuliny i MMP-9 w patogenezie astmy
i ich uzyteczno$¢ jako biomarkeréw u dzieci wymaga dalszych badan.

Stowa kluczowe: astma, biomarkery, progranulina, FeNO, dzieci
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PROGRANULIN AS A BIOMARKER OF ASTHMA IN CHILDREN

MILENA POGONOWSKA', AGNIESZKA RUSTECKA', AGATA BEDZICHOWSKA', KAROLINA
ALEKSANDROWICZ?, BOLEStAW KALICKI'

"Department of Paediatrics, Nephrology and Child Allergology, Military Institute of Medicine, War-
saw, Poland

2 Laboratory of Molecular Oncology and Innovative Therapies

Introducton: In recent years, an increase in the prevalence of atopic diseas-
es, including asthma, has been observed. The identification of new biological bio-
markers is an important approach to improving the diagnostic process and predic-
tion of response to treatment.

Aim of the study: The aim of this study was to evaluate the levels of potential
biomarkers: progranulin, MMP-9, TNFa, FeNO and vitamin D concentration in
children with astma.

Material and Methods: The study group consisted of 25 children with atopic
asthma in a stable period of the disease, aged from 6 to 17 years. The control group
consisted of 21 healthy children aged 6-18 years with no history of allergic diseases.
The degree of asthma control was determined by a questionnaire method using the
ACT or C-ACT. In addition, spirometry and the measurement of exhaled nitric
oxide (FeNO) were performed on each patient with asthma. Progranulin, MMP-9,
TNF-a and vitamin D levels were analyzed in detail.

Results: There were no statistically significant differences in progranulin and
MMP-9 concentrations between children with asthma and healthy controls, or
between patients with controlled and uncontrolled asthma. Statistically signifi-
cant higher TNFa levels were observed in children with asthma than in healthy
children. In the group of children with uncontrolled asthma, FeNO concentra-
tions were significantly higher than in children with controlled asthma. Children
with elevated FeNO values had higher progranulin levels than children with nor-
mal FeNO values. There was a high statistically significant correlation between
FeNO and serum progranulin levels. Higher progranulin levels were observed in
healthy children with optimal 25(OH)D levels compared to healthy children with
deficiency.

Conclusions: The applicability of FeNO in the diagnosis of asthma in children
has been confirmed. The role of progranulin and MMP-9 in the pathogenesis of
asthma and their usefulness as a biomarker in children requires further study.

Keywords: asthma, biomarkers, progranulin, FeNO, children
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WPLYW O-GLUKNAZYLACJI NA WRAZLIWOSC KOMOREK
SRODBLONKA NA LEKI ANTYANGIOGENNE

MACIEJ P. GOLAN, KINGA WILKUS, KLAUDIA BRODACZEWSKA
Laboratorium Onkologii Molekularnej i Terapii Innowacyjnych, Wojskowy Instytut Medyczny,
Warszawa

Wstep: O-gluknazylacja to odwracalna jednocukrowa zmiana na powierzch-
ni biatek, zachodzaca na resztach serynowych lub treoninowych, z UDP-GIcNAc,
jako donorem. Jest to proces katalizowany przez dwa enzymy: reszta cukrowa
przenoszona jest na biatko przez enzym O-GIcNAcyl transferase (OGT), a usu-
wana przez O-GlcNAcase (OGA), rozpoznajace setki réznych biatek, w przeci-
wienstwie do pozostalych proceséw posttranslacyjnej modyfikacji bialek, gdzie
zaangazowane sg kaskady enzymow i $ciezek regulacyjnych.

Duze zapotrzebowanie na glukoze, przy jednoczesnie niskiej wydajnosci
energetycznej procesow glikolizy i nadpodazy mleczanu nazywane jest efektem
Warburga.

Powigzanie efektu Warburga z angiogeneza, poprzez aktywacje $ciezki O -
gluknazylacji, opisano w raku piersi, raku prostaty i raku jelita grubego. Spo-
wodowalo to wzrost zainteresowania terapiami anty - angiogennymi, oparty-
mi o supresje $ciezek O - gluknazylacji. Wykazano pozytywny wplyw inhibicji
procesu O-gluknazylacji na zahamowanie proceséw angiogenezy w kilku typach
NOWOtWOIOw.

Celem badan bylo okreslenie czy poziom O-gluknazylacji bialek wptywa na
wrazliwo$¢ komorek srddblonka na terapie antyangiogenna.

Metodyka: Komorki $rédbtonka (linia HUVEC) hodowano w obecnosci in-
hibitoréw OGT (alloksan) lub OGA (thiamet) modyfikujacych catkowita O-gluk-
nazylacja bialek. Nastepnie komorki traktowano lekami angiogennymi: axitinib
(TKI inhibitor kinaz tyrozynowych o szerokim dzialaniu) oraz specyficznego in-
hibitora VEGFR-2 (BMS 605541) i okreslano ich Zywotnos¢ testem Alamar blue.

Wyniki: Wykazano, ze zwigkszenie poziomu O-gluknazylacji w komorkach
HUVEC, pod wplywem inhibitora OGA (Thiamet), zwigksza ich wrazliwo$¢ tylko
na Axitinib. Obnizenie O-gluknazylacji, poprzez ekspozycje na alloksan (inhibitor
OGT) zwigksza wrazliwo$¢ na oba inhibitory.

Whioski: Uzyskane wyniki wskazuja, ze modyfikacja O-gluknazylacji moze
by¢ strategia zwigkszania skutecznosci terapii angiogennej lub wptywania na poja-
wiajacg sie lekoopornosé.

Finansowanie: Badania sfinansowano z projektu MEiN SPUB/9048



THE INFLUENCE OF O-GLUCNACYLATION ON THE SENSITIVITY
OF ENDOTHELIAL CELLS TO ANTI-ANGIOGENIC DRUGS

MACIEJ P. GOLAN, KINGA WILKUS, KLAUDIA BRODACZEWSKA
Laboratory of Molecular Oncology and Innovative Therapies, Military Institute of Medicine, War-
saw, Poland

Introduction: O-glucancylation is a reversible monosaccharide change on the
surface of proteins that occurs at serine or threonine residues with UDP-GIcNAc
as a donor. Itis a process catalyzed by two enzymes: a sugar residue is transferred
to a protein by the enzyme O-GlcNAcyl transferase (OGT) and removed by O-GI-
cNAcase (OGA), which recognizes hundreds of different proteins, unlike other
post-translational protein modification processes where there are cascades of en-
zymes and regulatory pathways.

The high demand for glucose, with the simultaneous low energy efficiency of
glycolysis and lactate oversupply, is called the Warburg effect.

The association of the Warburg effect with angiogenesis, through the activa-
tion of the O-glucnasylation pathway, has been described in breast cancer, prostate
cancer and colorectal cancer. This resulted in an increased interest in anti-angio-
genic therapies based on the suppression of O-glucnasylation pathways. A positive
effect of the inhibition of the O-glucnasylation process on the inhibition of angio-
genesis processes in several types of neoplasms has been demonstrated.

The aim of the study was to determine whether the level of protein O-gluc-
nasylation influences the sensitivity of endothelial cells to anti-angiogenic therapy.
Methods: Endothelial cells (HUVEC line) were cultured in the presence of OGT
(alloxan) or OGA (thiamet) inhibitors modifying total protein O-glucnasylation.
The cells were then treated with the angiogenic drugs axitinib (TKI; broad-acting
tyrosine kinase inhibitor) and a specific VEGFR-2 inhibitor (BMS 605541) and
their viability was determined using the Alamar blue test.

Results: It was shown that increasing the level of O-glucnasylation in HUVEC
cells, under the influence of OGA inhibitor (Thiamet), increases their sensitivity
only to Axitinib. Reduction of O-glucnasylation through exposure to alloxan (an
OGT inhibitor) increases the sensitivity to both inhibitors.

Conclusions: The obtained results indicate that the modification of O-gluc-
nasylation may be a strategy of increasing the effectiveness of angiogenic therapy
or influencing the emerging drug resistance.

Financing: The research was financed by the MEiN SPUB / 9048 project
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HUMORALNE MARKERY COVID-19 — BADANIA WSTEPNE
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KLoS?>, KATARZYNA PLEWKA?, RENATA ROZYNSKA3, EWA PIETRUSZKA®, KARINA JAHNZ-
-ROZYK?, ROBERT ZDANOWSKI', ANDRZEJ CHCIALtOWSKI?
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2 Wojskowy Instytut Medyczny, Klinika Chordb Infekcyjnych i Alergologii
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Wstep: W wyniku zakazenia koronawirusem cigzkiego ostrego zespotu od-
dechowego — SARS CoV-2 zmartfo do dnia 22.06.2022 r. 6,34 mln 0séb na calym
$wiecie. Dla wdrozenia odpowiedniego leczenia wazne jest poznanie markeréw
rozrézniajagcych COVID-19 od innych zapalen ptuc. Receptor dla ACE-2 i neuro-
pilina-1 (NRP-1) umozliwiaja wnikanie SARS CoV-2 do komérek. Fizjologiczna
funkcja ACE jest obnizanie ci$nienia tetniczego krwi poprzez hydrolize¢ angioten-
syny II do angiotensyny 1-7. Natomiast NRP-1 odgrywa role w proliferacji komo-
rek, odpowiedzi immunologicznej oraz angiogenezie.

Cel: Wytypowanie potencjalnych markeréw umozliwiajacych rozréznienie
COVID-19 od zapalen pluc o innej etiologii.

Materialy i metody: Wykorzystano prébki pochodzace od 56 pacjentéw ho-
spitalizowanych z powodu COVID-19 obcigzonych innymi chorobami w tym:
choroby ukfadu sercowo - naczyniowego, nadci$nienie tetnicze, cukrzyca typ II,
otytos¢, 25 pacjentéw z zapaleniem pluc (nieokreslone odoskrzelowe zapalenie
pluc) oraz 26 0séb bez historii COVID-19 (grupa kontrolna). Stezenie ACE-2 oraz
NRP-1 w surowicy oznaczono za pomocg testu ELISA. Analize statystyczng prze-
prowadzono w programie GraphPad Prism 9 przy uzyciu testu Kruskal-Wallis.

Wyniki: Uzyskano istotne réznice w stezeniu NRP-1 pomiedzy chorymi na
COVID-19 w poréwnaniu z pacjentami z nieokreslonym odoskrzelowym zapa-
leniem pluc oraz grupg kontrolng. Nie zaobserwowano istotnych réznic stezenia
ACE-2.

Whioski: Z przeprowadzonych badan wynika, Zze NRP-1 moze stanowi¢ po-
tencjalny marker roznicujacy zapalenie ptuc w przebiegu COVID-19 od nieokre-
$lonych odoskrzelowych zapalen ptuc, czego nie mozna stwierdzi¢ w przypadku
ACE-2. Z powodu duzej réznorodnosci grupy (wiek, pte¢ i choroby wspotwyste-
pujace) konieczne sg dalsze badania uwzgledniajace powyzsze aspekty.

Badania finansowane przez NCBiR w ramach projektu SZPITALE-JEDNO-
IMIENNE/43/2020 oraz przez MEiN w ramach projektu 5/491340/SPUB/SN/2021
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Introduction: As a result of SARS CoV-2 virus infection, 6.34 million peo-
ple worldwide have died by 22/06/2022. To implement appropriate treatment it
is important to know the markers that distinguish COVID-19 from other lung
infections. ACE-2 receptor and neuropilin-1 (NRP-1) enable severe acute respira-
tory syndrome coronavirus (SARS CoV-2) to enter into the cells. Its physiological
function is to decrease blood pressure by hydrolyzing angiotensin II to angiotensin
1-7. Physiologically, plays a role in cell proliferation, immune response, physiologi-
cal and pathological angiogenesis

Aim: Identification of potential markers to distinguish COVID-19 from other
pulmonary infections.

Materials and Methods: Samples from 56 patients hospitalized for COVID-19
with other diseases including: cardiovascular diseases, hypertension, type II di-
abetes, obesity, 25 patients with pneumonia (unspecified bronchopneumonia),
and 26 healthy individuals without a history of COVID-19 (control group) were
used in this study. Serum levels of ACE-2 and neuropilin-1 were determined by
ELISA. Statistical analysis was performed in GraphPad Prism 9 software using
Kruskal-Wallis test.

Results: Significant differences in NRP-1 levels were observed between COV-
ID-19 patients, patients with unspecified brochopneumonia and controls. No sig-
nificant differences were noticed for ACE-2.

Conclusions: Our data show that NRP-1 detected in serum has potential to be
used as a clinical marker to distinguish COVID-19 disease from unspecified bron-
chopneumonia. Our results do not support similar conclusion in case of ACE-2.
Due to the large heterogeneity of the group (in terms of age, sex, and health status)
further studies are required.

Research supported by: NCBIiR project SZPITALE-JEDNOIMIENNE/43/2020
and by MEIN project 5/491340/SPUB/SN/2021
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WPLYW KWASU CINNABARYNOWEGO NA ZACHOWANIA
PODOBNE DO DEPRESJI | LEKU U MYSZY DOSWIADCZALNYCH

BARTOSZ KNAP"?, MARTA MARSZAtEK-GRABSKA', WALDEMAR TURSKI', KINGA GAWEE'
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2Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Szkota Doktorska.

Wstep i cel badan: Kwas cinnabarynowy (ang. cinnabarinic acid; CA) jest
endogennym, ortosterycznym agonista metabotropowego receptora kwasu glu-
taminowego 4 (mGlu4). U o0séb chorych na depresje¢ stwierdzono podwyzszona
ekspresje receptora mGlu4 w korze przedczolowej. Aktywacja receptora mGlu4
indukuje zachowania depresyjne u myszy laboratoryjnych. Ponadto, pobudzenie
receptora mGlu4 skutkuje dzialaniem przeciwlgkowym u myszy, a myszy pozba-
wione receptora mGlu4 charakteryzuja si¢ zwigkszonym poziomem leku. Celem
pracy jest zbadanie wplywu CA na zachowania podobne do depresji i leku u myszy
doswiadczalnych oraz ocena wpltywu CA na koordynacje ruchowg i aktywnos¢ lo-
komotoryczng zwierzat doswiadczalnych.

Materialy i metody: Badania prowadzone byly na samcach myszy szczepu Al-
bino Swiss. CA podawany byl jednorazowo, dootrzewnowo w dawce 5 mg/kg m.c.
Do badania zachowan podobnych do leku wykorzystany zostal test podwyzszone-
go labiryntu krzyzowego (ang. elevated plus maze, EPM), natomiast zachowania
podobne do depresji badane byly w tescie podwieszenia za ogon (ang. tail suspen-
sion test, TST). Dodatkowo zbadano koordynacje¢ ruchowa myszy w tescie komina
(ang. chimney test) oraz aktywnos¢ lokomotoryczna.

Wyniki: Nie obserwowano zaburzen koordynacji ruchowej myszy w tescie ko-
mina po podaniu CA. W tescie aktywnos$ci lokomotorycznej CA wydluzyl czas
spoczynku, zmniejszyt ruchy pionowe oraz zwigkszyl ruchy stereotypowe w miej-
scu. CA podany facznie z imipraming (15 mg/kg m.c.) ostabial jej dziatanie prze-
ciwdepresyjne wydluzajac czas bezruchu myszy laboratoryjnych w tescie TST. Nie
obserwowano wptywu CA na zachowania podobne do leku w tescie EPM.

Whioski: CA podany obwodowo wplywa na czynnos¢ osrodkowego ukltadu
nerwowego.



EFFECT OF CINNABARINIC ACID ON DEPRESSIVE-LIKE
BEHAVIOR AND ANXIETY-LIKE BEHAVIOR IN EXPERIMENTAL
MICE

BARTOSZ KNAP"?, MARTA MARSZAtEK-GRABSKA', WALDEMAR TURSKI', KINGA GAWEE'
"Medical University of Lublin, Faculty of Medicine, Chair and Department of Experimental and Clini-
cal Pharmacology,

2Medical University of Lublin, Doctoral School.

Introduction and purpose of the research: Cinnabarinic acid (CA) is an
endogenous, orthosteric agonist of the metabotropic glutamic acid receptor 4
(mGlu4). In depressed patients, increased mGlu4 receptor expression was found
in the prefrontal cortex. mGlu4 receptor activation induces depressive behavior
in laboratory mice. Furthermore, stimulation of the mGlu4 receptor results in an
anxiolytic effect in mice, whereas mice lacking the mGlu4 receptor are character-
ized by an increased level of anxiety. The study aims to investigate the influence of
CA on the depressive- and anxiety-like behavior in experimental mice and to eval-
uate the influence of CA on motor coordination and locomotor activity in animals.

Materials and methods: The research was carried out on male Albino Swiss
mice. CA was administered once, intraperitoneally at a dose of 5 mg/kg b.w. The
elevated plus maze (EPM) test was used as an experimental model of anxiety-like
behavior, while depressive-like behavior was tested in the tail suspension test
(TST). Additionally, the motor coordination of mice in the chimney test and loco-
motor activity were examined.

Results: No impairment of motor coordination was observed in mice in the
chimney test following administration of CA. In the locomotor activity test, CA
increased the rest time, decreased vertical movements, and increased stereotypical
movements in place. CA administered together with imipramine (15 mg/kg b.w.)
weakened its antidepressant effect by prolonging the immobility time of laborato-
ry mice in the TST test. There was no effect of CA on anxiety-like behavior in the
EPM test.

Conclusions: Peripherally administered CA affects the function of the central
nervous system.
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MACIE] MAStYK', TOMASZ LENARD?, MIARTA OLECH?, ALEKSANDRA MIARTYNA', ELZBIETA
KOCHANOWICZ1, MALtGORZATA PONIEWOZIK4, ANNA BOGUSZEWSKA-CZUBARAS, KAMILA
GORKA', MATEUSZ KWASNIK®, AJOKU U. SAMPSON®, KONRAD KUBINSKI'

' Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta Il, Wydziat Nauk Scistych i Nauk o Zdrowiu, Katedra
Biologii Molekularnej,

2 Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta Il, Wydziat Nauk Scistych i Nauk o Zdrowiu, Katedra
Fizjologii Zwierzat i Toksykologii,

3 Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Wydziat Farmaceutyczny, Katedra Farmakognozji i Botaniki
Farmaceutycznej,

“ Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta I, Wydziat Nauk Scistych i Nauk o Zdrowiu, Katedra
Fizjologii i Biotechnologii Roslin,

5> Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Wydziat Nauk Medycznych, Katedra i Zaktad Chemii Medycznej,
6Katolicki Uniwersytet Lubelski Jana Pawta Il, Wydziat Nauk Scistych i Nauk o Zdrowiu, Koto Nauko-
we Biotechnologii

Nowotwory s3 obecnie druga najpowszechniejsza choroba i najczestsza
przyczyng zgonoéw na $wiecie. Chemioterapia powoduje czgsto szereg skutkow
ubocznych, dlatego istnieje pilna potrzeba poszukiwania substancji pochodzenia
naturalnego, ktére moga by¢ stosowane jako $rodki przeciwnowotworowe lub che-
moprewencyjne. Zastosowanie roélin jest jedna z najstarszych gatezi medycyny,
a substancje pochodzenia roslinnego uzywane sg zaréwno w profilaktyce proble-
mow zdrowotnych jak i leczeniu choréb przewlektych. Rogatek sztywny (Ceratop-
hyllum demersum L.) jest przyktadem makrofitu zanurzonego, wykazujacym uni-
kalne cechy zwiazane ze specyfika jego wystepowania. Doniesienia literaturowe
wskazuja na zastosowanie rosliny jako srodka przeciwbolowego, przeciwgoraczko-
wego, przeciwzapalnego, leczacego wrzody, rany i krwawienia. Biorgc pod uwage
powyzsze wskazania, wykorzystano jego potencjal skupiajac si¢ na potencjalnych
wlasciwosciach przeciwnowotworowych. Badania obejmowaly: zbidr roélin i eks-
trakcje, analizy fitochemiczne ekstraktu, ktére ujawnity bogatg zawarto$¢ substan-
cji biologicznie czynnych, badania cytotoksyczno$ci wobec szesciu linii komdrek
nowotworowych uktadu pokarmowego, wykazujace istotny wptyw na zywotnos¢
szczegOlnie trzech linii, wskazujac lini¢ gruczolakoraka jelita grubego (SW480)
jako najbardziej wrazliwa oraz ocene toksycznosci na modelu zwierzecym danio
pregowanego (Danio rerio), ktére wykazalo brak lub niskg toksycznos¢ w zakresie
stezen efektywnych wobec komdrek nowotworowych.
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Cancer is currently the second most common disease and the most frequent
cause of death worldwide. Chemotherapy often cause a number of side effects,
therefore, there is an urgent need to search for substances of natural origin that can
be used as anti-cancer or chemopreventive agents. The use of plants is one of the
oldest branches of medicine, substances of plant origin are applied as both preven-
tion of health problems and treatment of chronic diseases. Hornwort (Ceratophyl-
lum demersum L.) is an ex ample of a submerged macrophyte, exhibiting unique
properties related to the specificity of its occurrence. Literature reports indicato
the use of the plant as a pain relieving, antipyretic, anti-inflammatory, curing ul-
cers, wounds and bleedings. Given the above indications, we used its potential fo-
cusing on possible anti-cancer properties. Research included: collection of plants
and extraction, phytochemical studies of the obtained extract, which revealed rich
composition of biologically active substances, cytotoxicity studies against six can-
cer cell lines derived from digestive system, showing significant impact on viability
of particularly three lines, indicating colorectal adenocarcinona cell line (SW480)
as the most sensitive one and toxicity evaluation on zebrafish (Danio rerio) ani-
mal model, which showed no or low toxicity in the concentration range effective
against cancer cells.
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