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Wptyw chlorku benzalkoniowego na proliferacje, migracje i zywotnos¢
rabkowych komdérek macierzystych

Agnieszka Prusek, Bartosz Sikora, Aleksandra Skubis-Sikora, Piotr Czekaj

Zaktad Cytofizjologii, Katedra Histologii i Embriologii, Wydziat Nauk Medycznych, Slaski Uniwersytet Medyczny, Katowice

Samoodnowa nablonka rogéwki zalezy od niewielkiej po-
pulacji nablonkowych komérek macierzystych (LESC) zlo-
kalizowanych w obszarze ragbka. LESC dzielg sie i migru-
ja stopniowo réznicujac si¢ w nablonek rogéwki. Obnizone
tempo regeneracji rogéwki spowodowane dysfunkcja LESC
moze negatywnie wplywac na jej stan. Jednym z negatyw-
nych czynnikéw wplywajacych na homeostaze nabtonka
rogoéwki sg konserwanty zawarte w kroplach do oczu, takie
jak chlorek benzalkoniowy (BAC). Krople zawierajagce BAC
mogg prowadzi¢ do uszkodzenia nie tylko komérek nabton-
kowych, ale réwniez LESC co moze powodowa¢ zmiany cha-
rakterystyczne dla zespotu suchego oka. Celem pracy jest
ocena wplywu chlorku benzalkoniowego na proliferacje,
migracje i zywotno$¢ komdrek macierzystych rabka rogéwki.
LESC wyizolowano z platka twardéwkowo-rogéwkowego
dawcy metodg hodowli eksplantatéw i enzymatyczng. Linie¢

pierwotng namnazano do okolo 80% konfluencji, a nastepnie

pasazowano i poddano fenotypizacji wykonujac barwienie
immunofluorescencyjne biatek p63 i ABCG2, charaktery-
stycznych dla LESC, a takze CK3 i CK12 jako marker6w ne-
gatywnych oraz oceniono ekspresje ich genéw na poziomie
mRNA. Dokonano takze oceny potencjatu tworzenia kolonii
(ang. CFU assay). Nastepnie wybrano dawke BAC na podsta-
wie testu MTT po 48 h ekspozycji na BAC w zakresie stgzen
0,00002-0,02%. W kolejnym etapie dokonano oceny wptywu
BAC na: zywotnoé¢ LESC za pomocg aneksyny V/PI z wy-
korzystaniem cytometrii przeplywowej; migracje i prolife-
racje LESC na podstawie testu zarysowania monowarstwy.
Uzyskane wyniki wykazuja, ze LESC traktowane BAC po-
siadajg nizszy potencjal proliferacyjny i obnizong aktywnos¢
metaboliczng w stosunku do kontroli.

Negatywny wplyw BAC na migracje ma istotne znaczenie dla
rozwoju dalszych badan nad terapia uszkodzen powierzchni
oka przez konserwanty zawarte w kroplach.
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Homotypowa entoza jako nowy czynnik rokowniczy w raku piersi

Izabela Miynarczuk-Biaty', Agata Gawet?, Pawet Tyrna?, Ireneusz Dziubas, Jolanta Rybczynska4,
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Homotypowa entoza zostata opisana w hodowli komoérko-
wej jak i w materiale klinicznym réznych nowotwordéw zio-
$liwych. Istniejg przestanki i dane statystyczne pokazujace
zwigzek entozy z gorszym rokowaniem i krétszym czasem
przezycia w badaniach klinicznych wybranych kohort pa-
cjentéw m. in. raka piersi, ptuc, jelita grubego, glowy i szyi.
Na chwile obecng nie istnieja zadne markery entozy, nie ma
zadnych uznanych miedzynarodowych kryteriéw porzad-
kujacych kwestie nomenklatury i klasyfikacji entozy, totez
ta ,terra incognita” wymaga systematyzacji i wprowadzenia
jednolitych standardéw w opisie i badaniu tego zjawiska —

aby méc wysnu¢ bardziej uniwersalne wnioski z potencjal-
na warto$cig kliniczna.

Analizowali$my proces entozy w mikromacierzach tkanko-
wych kohorty raka piersi. BadaliSmy zwigzek entozy z gra-
ding, staging, ekspresjg ER, PR, HER2 i Ki67.

Entoza w badanej kohorcie jest niezaleznym od wieku i stop-
nia zaawansowania czynnikiem rokowniczym. Ponadto wy-
kazano korelacje entozy z HER2 i Ki67.

Postulujemy wprowadzenie nowego kryterium jakim jest
entoza przyzyciowa i weryfikacje rokowania z tym parame-
trem.
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Ocena ekspresji wybranych markeréw aktywacji zapalnej pierwotnych
komorek srédbtonka tetnic wiencowych w odpowiedzi na stymulacje
cytoking TGF-f1

Klaudia Bonowicz, Klaudia Piekarska, Maciej Gagat

Katedra Histologii i Embriologii, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera, Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Torun

Przewlekly stan zapalny to gléwny czynnik przyczyniaja-
cy si¢ do rozwoju miazdzycy tetnic oraz jej powiklan. Kry-
tycznymi czynnikami odpowiedzialnymi za utrzymywanie
przewleklej reakeji zapalnej sg cytokiny oraz inne czastecz-
ki, ktére wysytaja ciagly sygnal aktywujacy uklad immu-
nologiczny, stad bardzo wazne jest pelne zrozumienie ich
ztozonych funkgcji. Transformujgcy Czynnik Wzrostu Beta
1 (TGF-P1) to cytokina znana z wysokiej plejotropii, czy-
li zdolno$ci do wywierania réznych efektéw biologicznych
w zaleznosci od typu komorki i kontekstu mikro$rodowi-
skowego. W literaturze przedstawiana jest zaréwno jako cy-
tokina ochronna, ktéra kontroluje funkcje tetnic wptywajac
bezposérednio na komoérki $rédblonka oraz komoérki mieéni
gtadkich. Jednakze, pojawiajg sie rowniez doniesienia o tym,
ze bierze udzial miedzy innymi w aktywacji genéw odpowie-
dzialnych za aktywacj¢ komoérek §rédbtonka naczyniowego,
napedzajgc tym samym rozwoj chordéb sercowo-naczynio-
wych. Celem badan jest ocena ekspresji wybranych marke-
réw aktywacji zapalnej komdrek srédbtonka w odpowiedzi
na hiperaktywacje szlaku TGF-p1.

Badania przeprowadzone zostaly na ludzkich pierwotnych
komorkach §rédbtonka tetnic wiencowych (pHCAECs). W
pracy analizowano trajektorie migracji pHCAECs w wa-

runkach kontrolnych oraz pod wptywem stymulacji proza-
palnym Czynnikiem Martwicy Nowotworéw (TNF-a) oraz
TGF-B1, przy uzyciu mikroskopu z systemem do obserwacji
przyzyciowej oraz dedykowanego oprogramowania. Dodat-
kowo, wykonano barwienia immunofluorescencyjne i oce-
niono poziom ekspresji biatek takich jak pSMAD2/3, VE-
-kadheryna, VCAM-1 oraz F-aktyna.

Analiza migracji pHCAECs wykazala istotny wzrost odle-
gloéci euklidesowej w przypadku komorek traktowanych
kombinacja czynnika TNF-a oraz TGF-f1, przy jednocze-
snym wzroscie kierunkowosci ruchu komérek. Co wiecej,
ocena ekspresji wykazata znamienne obnizenie poziomu VE-
-kadheryny oraz wzrost ekspresji VCAM-1 w przypadku ko-
morek traktowanych oboma zwigzkami. Aktywacje szlaku
TGF-f potwierdzit wzrost ekspresji ufosforylowanej formy
biatek SMAD2/3.

Wyniki naszych badan sugeruja, ze aktywacja szlaku
TGF-B1/SMAD moze wplywa¢ na nasilenie odpowiedzi za-
palnej komorek srédbtonka m.in. poprzez zmniejszenie ad-
hezji migdzykomoérkowej oraz poprawe zdolnoséci migra-
cyjnych komoérek. Obserwowany mechanizm jest jednak
stosunkowo niejasny i wymaga wykonania dodatkowych
testow.
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Wptyw angiotensyny Il na przebudowe nerek w zwierzecym modelu zespotu
metabolicznego

Ewa Jankowska-Steifer?, Emilia Kruk2, Anna Ratajska2
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Myszy db/db wykorzystywane s jako model zespotu meta-
bolicznego, cukrzycy typu 2 i postepujacej choroby nerek.
U ludzi cukrzyca typu 2 wigzZe si¢ ze zwigkszong czgstoscia
wystepowania nadci$nienia t¢tniczego, dlatego postanowi-
liémy oceni¢ wplyw nadci$nienia tetniczego indukowanego
angiotensyna II (Ang IT) na morfologie nerek w zespole me-
tabolicznym u myszy db/db.

Badania przeprowadzano na samcach myszy BKS.Cg-Do-
ck7+/+Lepr/] (db/db) oraz kontrolnych - szczep C57BL/6].
Polowie osobnikéw wszczepiono podskdrnie pompe uwal-
niajacg Ang II, indukujaca nadcisnienie (db/db+AngII). Co-
tygodniowo dokonywano pomiaru poziomu glukozy i ci$nie-
nia tetniczego. Nerki do badan pozyskano w 21 tygodniu
eksperymentu. Na skrawkach parafinowych srebrzonych
metoda Jones’a przeprowadzano pomiary gesto$ci, pola po-
wierzchni i $rednic cialek nerkowych oraz pola powierzchni
ktebuszkéw nerkowych. Na skrawkach parafinowych bar-
wionych HE i metodg PAS oceniano morfologie nerek.

Wozrost masy ciata, poziomu glukozy oraz tréjglicerydéw we
krwi potwierdzal cechy zespotu metabolicznego myszy db/
db oraz db/db z Ang II. Glomerulomegalia wraz z przerostem
ciatka nerkowego obserwowana byla u myszy db/db, zwlasz-
cza w grupie z angiotensyng 2, co negatywnie korelowato
ze spadkiem gesto$ci klebuszkéw nerkowych w tej grupie.
Zmiany w morfologii nerek przejawiajace si¢ obecnoscia mas
szklistych w przestrzeni torebki Bowmana oraz w przylega-
jacych do klebuszka kanalikach, licznych pétksiezycy oraz
ognisk zapalnych z cechami wiéknienia i stwardnienia ob-
serwowano gtéwnie w grupie db/db+AngII.

Myszy db/db sa wykorzystywane jako model postepujacej
cukrzycowej choroby nerek jednakze nie odzwierciedlajg one
jednoznacznie wszystkich zmian jakie wystepuja w nerkach
ludzkich w przebiegu cukrzycy. Zastosowanie angiotensyny
II do indukgji nadci$nienia w modelu db/db w sposéb istotny
nasila te zmiany, co stanowi nowatorski aspekt tego badania.
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Rola szlaku sygnatowego VEGF-A/VEGFR/SRC w regulacji przepuszczalnosci
mikronaczyn w sercu myszy z zespotem metabolicznym

Justyna Niderla-Bielinska, Krzysztof Bartkowiak

Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii, Warszawski Uniwersytet Medyczny, Warszawa

Zesp6t metaboliczny (MetS) jest schorzeniem, ktore dotyka
okoto 35% populacji. W patogenezie MetS kluczowg role od-
grywaja zaburzenia, takie jak otyloé¢, nadcisnienie, dyslipi-
demia i hiperglikemia, a duza cze$¢ pacjentéw ma podwyz-
szone ryzyko zgonu z powodéw sercowo-naczyniowych. U
myszy db/db, ktére rozwijaja objawy MetS, obserwuje sie nie-
wydolno$¢ serca, spowodowang, miedzy innymi, obrzekiem
oraz sztywnoscig komoér. Obrzek, prowadzacy do widknienia
mieénia sercowego, moze by¢ wynikiem zaréwno zwigkszo-
nej przepuszczalno$ci naczyn krwionoénych, jak i niepra-
widlowego funkcjonowania naczyn limfatycznych. Zabu-
rzenia w obrebie przepuszczalno$ci mikronaczyn moga by¢
spowodowane nieprawidlowym funkcjonowaniem szlaku
VEGF-A/VEGFR/SRC w komorkach §rédblonka, co prowa-
dzi do zmniejszenia gestosci i ostabienia potaczen migdzyko-
morkowych na skutek zwiekszonej fosforylacji i endocytozy
VE-kadheryny. Celem pracy byla zatem ocena powyzszego
szlaku sygnatowego w izolowanych komoérkach §rédbtonka
serca myszy db/db. Material badawczy stanowily serca oraz
wyizolowane z nich komérki §rédblonka naczyniowego. W
celu okreslenia stopnia przepuszczalnosci mikronaczyn wy-
konano analize ultrastrukturalng, natomiast aby wyjasnic¢
mechanizm, lezacy u podstawy zaburzonej przepuszczal-
noéci, przeprowadzono analize ekspresji mRNA dla bialek

szlaku VEGF-A/VEGFR/SRC, a takze oceniano ilo$§¢ ufos-
forylowanej formy VE-kadheryny. Dodatkowo oceniano ge-
sto§¢ receptora VEGFR2 oraz VE-kadheryny za pomocg mi-
kroskopii konfokalnej.

Analiza ultrastrukturalna wykazata zwigkszone odstepy po-
miedzy komérkami §rédblonka (,,junctional gap”), a takze
obnizony indeks pinocytarny, co wskazuje na zwiekszong
przepuszczalnos¢ naczynia w grupie myszy db/db. Dodatko-
wo w izolowanych komérkach §rédbtonka myszy db/db za-
obserwowano zwiekszong ekspresje VEGF-A, VEGFR, SRC
oraz VE-kadheryny na poziomie mRNA, a takze zwiekszo-
ng fosforylacje VE-kadheryny na poziomie biatka. Gestos¢
VEGEFR oraz VE-kadheryny, oceniana w mikronaczyniach
w mikroskopie konfokalnym, byla zmieniona u myszy db/
db w niektérych obszarach serca.

Wryniki badan wskazujg, ze zwigkszona ekspresja VEGF-A,
obserwowana w MetS, moze aktywowac¢ $ciezke VEGF-A/
VEGFR/SRC, a w konsekwencji zwiekszac przepuszczalno$é
bariery naczyniowej i przyczynia¢ si¢ do obrzeku w sercach
myszy db/db. Dodatkowo, zwigkszona ekspresja VE-kadhe-
ryny w komoérkach $rodbtonka moze by¢ niewystarczajg-
ca, aby skompensowa¢ nadmierna fosforylacje¢ tego biatka.
Finansowanie. ERA-CVD/LyMitDis/1/2017; MEiN, “Dia-
mentowy grant”, D/2018020048
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Udziat biatek ABP w migracji komérek

Magdalena Izdebska, Marta Hatas-Wisniewska, Wioletta Zielinska

Katedra Histologii i Embriologii, Wydziat Lekarski, Collegium Medicum, Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Torun

Migracja komoérek nowotworowych to najwiekszy problem
zwigzany z chorobami onkologicznymi. Stad niniejsza pra-
ca przegladowa zawierajgca gléwnie wyniki badan zespotu
koncentruje si¢ na roli bialek zwigzanych z cytoszkieletem
aktynowym w progresji nowotworu.

Wtérna lokalizacja komdrek rakowych i tworzenie guza
jest $cisle zwigzane ze zjawiskami takimi jak przejscie epi-
telialno-mezenchymalne (EMT, ang. epithelial-mesenchymal
transition) i jego odwrotno$¢, czyli transformacja komoérek
z fenotypu mezenchymalnego na nablonkowy (MET, ang.
mesenchymal-epithelial transition). Wspomniana zmiana fe-
notypu komorek jest $cisle zwigzana z nabyciem przez nie
potencjatu migracyjnego. Ruch komoérek nowotworowych
jest mozliwy dzieki rozwojowi struktur inwazyjnych, takich
jak: filopodia, czy lamellipodia, a ich tworzenie zalezne od
reorganizacji cytoszkieletu aktynowego. Z kolei polimery-
zacja i depolimeryzacja filamentéw aktynowych (F-akty-
ny) jest kontrolowana przez bialka wigzace aktyne (ABPs,

ang. actin binding proteins). Na przyklad profilina wplywa
na dynamike polimeryzacji poprzez uwalnianie monomeréw
aktyny z komplekséw biatkowych. Z kolei gelsolina i frag-
mina blokuja konce widkien aktynowych, a kompleks Arp
2/3 umozliwia ich rozgalezianie. Za tworzenie wigzek F-ak-
tyny odpowiada fascyna, a za jej stabilizacje formina. Do-
datkowo tworzenie formy monomerycznej lub polimerycz-
nej z udzialem ABPs jest éciéle kontrolowane przez kaskady
sygnalizacyjne. Wiele doniesient naukowych wskazuje row-
niez, ze aktyna i biatka z nig zwigzane lokalizowane sg w ja-
drze komérkowym, co moze sugerowac ich zaangazowanie
w progresje nowotworu poprzez regulacje ekspresji genow.
Migrujaca komoérka docierajac do miejsca nowej lokalizacji
ponownie zmienia fenotyp na nablonkowy nabywajac w ten
sposob aktywnos¢ proliferacyjna.

Ukierunkowanie lub ograniczanie migracji poprzez mani-
pulacje biatkami ABP moze by¢ potencjalnym rozwigzaniem
problemu przerzutdw.
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Geny EVER1 i EVER2 w zdrowiu i chorobie

Jacek Malejczyk
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EVERI1 (TMC6) i EVER2 (TMC8) to dwa sgsiadujace ze soba
geny zlokalizowane w regionie chromosomu 17q25.3. Kodo-
wane przez nie biatka nalezg do rodziny biatek przezbtono-
wych TMC (ang. transmembrane channel-like) zbudowanych
z 6 do 10 domen przezbltonowych. Rola biatek TCM nie jest
dokladnie poznana, przypuszcza sie jednak, Ze s3 one cze-
$cig jonowych kanaléw przezblonowych badz ich regula-
torami. Biatka EVER1 i EVER2 zlokalizowane sg gtéwnie
w blonach siateczki wewnatrzplazmatycznej, aparatu Gol-
giego i jadra komdrkowego. Ich ekspresje wykazano w my-
siej skorze, watrobie, nerce, sercu, mézgu i tkankach limfa-
tycznych. Ponadto w ludzkich keratynocytach i komérkach
limfatycznych: limfocytach T CD4+ i CD8+ , limfocytach
B, komoérkach NK, komoérkach dendrytycznych. Najwyzsza
ekspresje obserwuje si¢ w tkankach limfatycznych. Biatka
EVER moga regulowaé wewnatrzkomoérkowe stezenie cyn-
ku wiazac sie z btonowym transportem cynku Zntl, odpo-
wiedzialnym za usuwanie jonéw cynku z cytozolu, gtéwnie
poprzez ich naptyw do wnetrza siateczki srédplazmatycz-
nej. Ponadto kompleks EVER/Znt-1 zmniejsza aktywnos¢
czynnikow transkrypcyjnych JUN i calego kompleksu AP-1,
prawdopodobnie poprzez wplyw na zalezng od cynku akty-
wacje kinazy JNK. Zaobserwowano, ze ekspresja EVER1/2
jest hamowana w wyniku aktywacji komérek (limfocytow,

keratynocytéw). Mutacje EVER1/2 powoduja podatno$¢ na
infekcje wirusami b-HPV, co prowadzi do rozwoju rzadkiej,
dziedzicznej choroby Epidermodysplasia verruciformis (EV).
Jednak mechanizm ich dzialania nie zostal doktadnie zba-
dany. Co ciekawe, wykazano réowniez, ze infekcja b-HPV ma
réwniez zwigzek z tuszczycy, przewlekly autozapalng cho-
robg skoéry. Majac na uwadze zwiazek pomigdzy EVER1/2
i infekcja b-HPV postanowilismy zbada¢ poziom ekspresji
tych genéw w zmianach tuszczycowych.

Okazalo sig, ze ekspresja EVER1/2 w naskérku w zmianach
tuszczycowych jest zahamowana zar6wno na poziomie swo-
istego mRNA jak i biatka. Podobnej zalezno$ci nie wykryto
w atopowym zapaleniu skory. Sugeruje to, ze geny EVER1/2
pelnia role w patogenezie tuszczycy. Ponadto udalo si¢ usta-
li¢, ze za zahamowanie ekspresji mRNA EVER1 w keraty-
nocytach odpowiada IL-17, gtéwna cytokina odpowiedzial-
na za immunopatogeneze tuszczycy. Co ciekawe, ekspresja
mRNA EVERI1 w keratynocytach byta natomiast stymulo-
wana przez TNF i TGF-f.

Majgc na uwadze, ze IL-17 jest stymulatorem proliferacji ke-
ratynocytéw za§ TNF i TGF-p ja hamujg mozna uznaé, ze
zmiany ekspresji EVER1/2 sg bezposrednio lub posrednio
powiazane z mechanizmami regulacji proliferacji komoérek.
Zwigzek ten wymaga dalszych badan.
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Cytologia ptynéw w diagnostyce choréb optucnej - sposoby utrwalania
materiatu a jako$¢ barwien immunohistochemicznych

Mirostaw Bartowski, Agnieszka Machnio

Kliniczny Zaktad Patomorfologii, Uniwersytecki Szpital Kliniczny, Rzeszow

Jednym z narzedzi diagnostyki chordb optucnej jest bada-
nie cytologiczne plynu z jamy optucnowej. Badania cytolo-
giczne, w tym badania pltynéw z jam ciala sg powszechnie
stosowane w diagnostyce z uwagi na mala inwazyjnos¢, ni-
skie koszty i krétki czas oczekiwania na rozpoznanie. Wy-
stepowanie plynu w jamie optucnej jest czgstym objawem
w przebiegu choréb uktadu oddechowego, czy zaburzen
ogodlnoustrojowych. Mikroskopowa ocena jego sktadu ko-
morkowego pozwala zasugerowac tto choroby.

Plyny z jam ciala utrwalone, zatopione w bloczki parafino-
we moga by¢ wykorzystywane do badan histologicznych,
diagnostyki immunohistochemicznej oraz badan moleku-
larnych.
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Jakos¢ i sposéb utrwalania materialu ma istotny wplyw
na przygotowanie preparatéw mikroskopowych, ich ocene
oraz mozliwoé¢ wykonania dodatkowej diagnostyki. W celu
przedstawienia wplywu rodzaju utrwalacza na jako$¢ ba-
dan diagnostycznych wykonano cytobloki z zastosowaniem
trzech rodzajéw substancji utrwalajacych na bazie formali-
ny i alkoholu. Sposéb przygotowania cytoblokéw znaczaco
roznit sie dla kazdego z zastosowanych utrwalaczy. Rdznice
zaobserwowano takze w wykonywanych barwieniach im-
munohistochemicznych.

Potwierdzono zasadno$¢ stosowania roztworéw formaliny
do utrwalania materialu z uwagi na lepsza jakos¢ barwien

immunohistochemicznych.
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Prezentacja metodyki badan immunohistochemicznych
i immunocytochemicznych - doswiadczenia wiasne

Magdalena Berezka, Ewelina Ochatek

Kliniczny Zaktad Patomorfologii, Uniwersytecki Szpital Kliniczny, Rzeszéw

Badania cytologiczne i histochemiczne to narzedzia majace
na celu wyjaénienie nieprawidtowosci stwierdzanych w ba-
daniach klinicznych, radiologicznych i czynno$ciowych.
Jednakze dopiero diagnostyka immunohistochemiczna
iimmunocytochemiczna (IHC) pozwala na prawidlowe roz-
poznanie choréb nowotworowych, wykrywanie czynnosci
neuroendokrynnej w nowotworach, réznicowanie podtypéw
raka pierwotnego i przerzutéw.

Metody IHC nie nalezg do standardowych i dost¢pne sa wy-
tacznie w wyspecjalizowanych osrodkach. Poprawna inter-

pretacja badania IHC w duzej mierze zalezy od metody po-
brania materialu, jego wtasciwej obrobki, doboru utrwalacza
oraz wykorzystania odpowiednich przeciwcial i wysokiej
jako$ci sprzetu.

W celu zapewnienia prawidlowego procesu diagnostyki IHC
niezbedna jest ciggla zewnetrzna i wewnetrzna kontrola ja-
kosci prowadzona na podstawie wdrozonego systemu za-
rzadzania jakoscia.
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Procedury przeprowadzania materiatu tkankowego do badan
histopatologicznych

Monika Czyzewska, Magdalena Cuprys-Kmon, Monika Ostrowska

Kliniczny Zaktad Patomorfologii, Uniwersytecki Szpital Kliniczny, Rzeszow

Badanie patomorfologiczne to zlozony zakres czynnosci roz- Przedstawiono aktualne wytyczne i metody przeprowadza-
poczynajacy si¢ pobraniem materiatu tkankowego celem wy- nia probek histologicznych w pracowni patomorfologiczne;.

konania badania mikroskopowego, ktére pozwala na posta-
wienie rozpoznania patomorfologicznego.
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Standardy postepowania z materiatem tkankowym i cytologicznym

Aleksandra Malinowska, Matgorzata Gibata-Dytko

Kliniczny Zakfad Patomorfologii, Uniwersytecki Szpital Kliniczny, Rzeszéw

Ocena histopatologiczna jest podstawa do rozpoznawania
chordb onkologicznych. Aby lekarz patomorfolog mégt po-
stawi¢ wlasciwe rozpoznanie histopatologiczne, konieczne
jest odpowiednie opracowanie materiatu tkankowego po-
branego od pacjenta zgodnie z wymogami standardéw akre-
dytacyjnych. Na poczatku nalezy oméwié podzial badania
patomorfologicznego, ktére ze wzgledu na rodzaj badanego
materiatu i sposéb pobrania mozemy podzieli¢ na: badanie
histopatologiczne, gdzie badamy narzad, fragment narzadu
lub tkanki, pobrane od pacjenta albo ze zwlok oraz badanie
cytologiczne, gdzie badamy plyny z jam ciala, material uzy-
skany z biopsji aspiracyjnej cienkoigltowej, rozmazu, wyma-
zu, wydzieliny, poptuczyn i moczu, pobranych od pacjenta
albo ze zwlok.

Pojedyncze badanie patomorfologiczne zakonczone postawie-
niem wiasciwego rozpoznania wraz z odpowiednim opisem
nalezy przeprowadzié przez, wyszczegolnione w raporcie Naj-
wyzszej Izby Kontroli, etapy do ktérych naleza: pobranie ma-
terialu od pacjenta, utrwalenie, transport, przyjecie

do badania, rejestracja, przygotowanie do oceny mikrosko-
powej, ocena mikroskopowa preparatu, wykonanie badan
dodatkowych, ponowna ocena mikroskopowa preparatu,
ustalenie rozpoznania i jego autoryzacja, przekazanie roz-
poznania do jednostki zlecajacej badanie

i archiwizacja bloczkéw oraz preparatéw. Przedstawiono
procedure histopatologiczng w $wietle obowiazujacych stan-
dardéw postepowania zgodnie z Rozporzadzeniem Ministra
Zdrowia DZ.U. poz. 2435 z 2017 r. i wytycznymi Polskiego
Towarzystwa Patologdw.
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Obnizenie poziomu ekspresji oraz aktywnosci kanatu TRPM2 zapobiega
indukowanej stresem oksydacyjnym dysfunkcji sSrédbtonka w komérkach linii
EA.hy926

Wioletta Zielinska, Klaudia Piekarska, Marta Hatas-Wisniewska, Magdalena lzdebska,

Alina Grzanka, Maciej Gagat

Katedra Histologii i Embriologii, Wydziat Lekarski, Collegium Medicum, Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Torun

Prawidlowe funkcjonowanie srédblonka ma kluczowe zna-
czenie dla homeostazy uktadu krazenia. Stres oksydacyjny
moze prowadzi¢ do dysfunkcji srédblonka oraz uszkodzen
czasteczek lipidéw, bialek i DNA. Reaktywne formy tlenu
prowadzg réwniez do wzrostu wewnatrzkomdrkowego po-
ziomu Ca?+, m.in. poprzez aktywacje nieselektywnego blo-
nowego kanalu wapniowego TRPM2. Badanie mialo na celu
oceng znaczenia kanatu TRPM2 w odpowiedzi modelowych
komorek $rodblonka linii EA.hy926 na stres oksydacyjny
oraz mozliwosci zastosowania bezposrednich i posrednich
inhibitoréow TRPM2 w zapobieganiu dysfunkgcji srédbtonka
indukowanej stresem oksydacyjnym.

Modelowe komorki §rodbtonka linii EA.hy926 byly ho-
dowane w obecnosci nadtlenku wodoru przez 24 godziny
w celu indukgji stresu oksydacyjnego. Do obnizenia poziomu
ekspresji kanalu wykorzystano siRNA przeciwko TRPM2.
Aktywno$¢ kanatu hamowano poprzez hodowle komoérek
w obecnoéci bezposrednich (N-(p-Amylocynamoilo)antra-
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nilowy, kwas flufenamowy) lub posrednich (3-aminobenza-
mid, 3,4- dihydro-5[4-(1-piperydynylo)butoksy]-1(2H)-izo-
chinolina) inhibitoré6w TRPM2.

Przeprowadzone eksperymenty wykazaly, Ze obnizenie po-
ziomu ekspresji TRPM2 hamuje indukowane nadtlenkiem
wodoru zmiany charakterystyczne dla dysfunkcji érédbton-
ka, tj. $mier¢ komoérek na drodze apoptozy, zmiany w obre-
bie regionu polaczen migdzykomoérkowych oraz zaburze-
nia migracji komorek. Ponadto, wstepna inkubacja komérek
z bezposrednimi lub posrednimi inhibitorami TRPM2 przez
30 minut przed dodaniem nadtlenku wodoru réwniez ogra-
niczata jego negatywny wptyw na komorki linii EA.hy926.
Uzyskane wyniki sugeruja, ze kanal TRPM2 jest potencjal-
nym celem w terapii i prewencji choréb ukladu krazenia
zwigzanych z indukowang stresem oksydacyjnym dysfunk-
cja §rédblonka. Ocena mozliwoséci klinicznego zastosowania
bezposrednich i posrednich inhibitoréw TRPM2 wymaga
jednak dalszych badan.
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Ocena wybranych parametréw odpowiedzi komoérek srodbtonka na inicjacje
i przebieg stanu zapalnego - badania in vitro

Klaudia Piekarska, Klaudia Bonowicz, Dominika Jerka, Alina Grzanka, Maciej Gagat

Katedra Histologii i Embriologii, Wydziat Lekarski, Collegium Medicum, Uniwersytet Mikotfaja Kopernika, Torun

Srédblonek to pojedyncza warstwa komoérek wyécielajaca
wewnetrzng $ciang naczyn krwionoénych. Okreélany jest
najwiekszym narzagdem wewnatrzwydzielniczym czlowie-
ka, ze wzgledu na sekrecje substancji dziatajacych auto-
i parakrynnie, wptywajac na otaczajace mikrosrodowisko.
Lokalizacja komorek §rédbtonka sprawia, ze stanowia one
naturalng bariere miedzy krwig a tkankg, biorgc udziat
w odpowiedzi na wszelkie bodzce fizyczne i chemiczne. W
odpowiedzi na inicjacj¢ stanu zapalnego, komoérki §rédbton-
ka mogg zmienia¢ ilo§¢ wydzielanych substancji, modyfiko-
wac ich charakter, koordynowac transport oraz regulowaé
napigcie §ciany naczyn. Obok dobrze poznanych mechani-
zmow reakcji na aktywnoé¢ cytokin prozapalnych, w odpo-
wiedzi na ich dzialanie komorki sr6dblonka wykazujg takze
zdolno$¢ do wydzielania pgcherzykéw blonowych o charak-
terze mediatoréw komunikacji miedzykomoérkowej. Celem
niniejszej pracy jest przedstawienie mechanizméw odpo-
wiedzi komoérek na aktywno$¢ cytokiny prozapalnej TNEF-
-alfa oraz ocena modyfikacji jakie wprowadza w §rodowisku
komorek §rodblonka. Ze wzgledu na doniesienia literaturo-
we $wiadczgce o sekrecji pecherzykéw zewngtrzkomoérko-
wych towarzyszacej reakcji zapalnej zwigzanej ze wzmozona
migracjg komorek i ich wzajemna komunikacja, realizacja
badan przewiduje réwniez obserwacje potencjalu wydziel-
niczego komorek srédbtonka poddanych aktywnosci cyto-
kiny prozapalnej.

Material wykorzystany do realizacji niniejszego projektu
stanowi¢ beda komercyjnie dostgpne komorki srédblonka,
poddane dziataniu cytokiny TNF-alfa w stezeniu inicjuja-
cym odpowiedz zapalng komorek. Projekt zaklada wyko-
rzystanie szeregu technik badawczych opierajacych si¢ na
znakowaniu immunofluorescencyjnym i wysokorozdzielczej
wizualizacji komoérek oraz przyzyciowej obserwacji komo-
rek §rédblonka.

Otrzymane wyniki badan zgodnie z aktualnymi doniesie-
niami naukowymi, wskazujg na wzrost potencjalu migracyj-
nego komdrek §rédblonka w odpowiedzi na dziatanie czyn-
nikow zapalnych. Co wigcej, aktywacja zapalna prowadzi do
zmiany morfologii komdrek, prowadzac do wyksztalcenia
charakterystycznych wldkien retrakcyjnych, co wigze si¢
z tworzeniem i wydzielaniem stabo dotad poznanych struk-
tur pecherzykowatych.

Doktladne zrozumienie reakcji komorek $rodblonka na ini-
cjacje i przebieg stanu zapalnego oraz towarzyszaca sekrecje
struktur blonowych moze rzuci¢ nowe §wiatto na zrozumie-
nie mechanizméw komunikacji migdzykomoérkowej komoé-
rek aktywowanych zapalenie, wykorzystujac tg informacja
do tworzenia nowoczesnych terapii, stosowanych wleczeniu

schorzen o etiologii zapalne;j.
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Teratologia wazna dla medycyny praktycznej - rozwazania oparte
na wynikach badan doswiadczalnych na zwierzetach

Anna S¢k-Mastej

Zaklad Anatomii Prawidlowej i Klinicznej, Instytut Nauk Medycznych, Kolegium Nauk Medycznych, Uniwersytet Rzeszowski,

Rzeszow

Teratologia (ang. congenital developmental disorders, CDD)
- nauka, ktéra zajmuje si¢ badaniem potwornoéci, nieprawi-
dlowo$ci oraz wad rozwojowych. Powigzana jest §cisle z ana-
tomig poréwnawczg i patologiczng, embriologia i genetyka.
Pomimo wspoélczesnego podejscia do biologii molekularnej
i genetyki, wraz z najlepszymi technikami diagnostyczny-
mi, nadal nie jeste$my w stanie zidentyfikowa¢ faktycznej
przyczyny ponad 65-70% wszystkich wad wrodzonych, ktére
majg nieznang etiologie.

Za ojca eksperymentalnej teratologii jest uwazany lekarz
Josef Warkany. W latach 30. i 40. ubiegtego wieku udowod-
nil, ze CDD moga by¢ indukowane przez czynniki egzo-
genne takze u ssakéw. Od 1960 roku wzroslo rozumienie
toksykologii po aferze z Talidomidem. Ekspozycja ciezar-
nych kobiet na talidomid (przydatny w przypadku nudno-
$ci i wymiotéw) powodowata deformacje konczyn ptodu,
hipoplazje jednej lub wigcej konczyn, az do calkowitego ich
zaniku. W 1979 r. amerykanska instytucja Food and Drug
Administration stworzyta klasyfikacje opisujaca teratogen-
ny potencjal lekéw. Podzial ten obejmuje pie¢ kategorii: A,
B, C, D i X. Oznaczenie leku literg A §wiadczy o braku ry-
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zyka dla plodu, natomiast substancje lecznicze z kategorii X
sg bezwzglednie przeciwwskazane w cigzy. Obecnie WHO
wymaga badan do$wiadczalnych na zwierzetach dla kazdego
leku wprowadzanego do praktyki klinicznej. Ocenia si¢ sto-
pien toksycznosci a takze wptyw danej substancji na rozwdj
plodu w okresie feto i organogenezy. Pomimo dostgpnych
nowoczesnych technik molekularnych, badanie anatomii
ptodu jest nadal podstawowa cze$cig badan teratologicznych
w ocenie toksycznoéci rozwojowej lekéw lub innych czynni-
kéw nie chemicznych.

W wystapieniu zostang przedstawione wspdlczesne meto-
dy oceny embriotoksycznoéci i ptodotoksycznosci. Wyko-
rzystanie pojedynczego barwienia czerwienia alizarynowa
S i podwdjnego barwienia blgkitem alcjanu, a takze rézne
metody badania tkanek miekkich. Zostang przedstawione
wyniki dziatania tykarcyliny (Timentin) i amikacyny (Bio-
dacyna) na rozwdj ptodu szczura szczepu Wistar. Wymie-
nione antybiotyki byly podawane cigzarnej samicy w kilku
dawkach réznych od dawki terapeutycznej. Doswiadczenie
przeprowadzano zgodnie z zaleceniami WHO dla badan te-
ratogennosci lekow.
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Analiza lokalizacji i kolokalizacji w hodowlach komérkowych

tukasz Uram

Katedra Chemii Nieorganicznej i Analitycznej, Wydziat Chemiczny, Politechnika Rzeszowska, Rzeszéw

Hodowle komdrkowe, wprowadzone na poczatku XX wieku,
pozwalaja bada¢ zachowanie komorek zwierzecych (w tym
ludzkich) w §rodowisku wolnym od zmian systemowych,
ktére mozna zaobserwowac u zwierzat w trakcie fizjologicz-
nej homeostazy i stresu towarzyszacego eksperymentom.
Zatem pozwalaja w sposob powtarzalny poréwnywaé wy-
niki badan otrzymywanych w wielu laboratoriach na catym
$wiecie, a dodatkowo eliminujg cierpienie zwierzat w trakcie
eksperymentdw i nie wymagaja pozwolen komisji bioetycz-
nych. Pomimo faktu, ze hodowle komérkowe znajduja sie
u podstawy piramidy metod badawczych medycyny opartej
na faktach (evidence based medicine), znalazly zastosowanie
w badaniu biologii komérki, interakeji lekéw, biozgodno$ci
i cytotoksycznosci oraz produkcji szczepionek oraz biatek
i wielu innych. Przyczynily sie do tego postepy w zakresie
wyprowadzenia nowych linii komérkowych, ich modyfikacji
genetycznych oraz sposob6w hodowli, jak np. uklady tréj-
wymiarowe (3D), tworzenie kohodowli, uniesmiertelnianie
oraz odtwarzanie struktur obecnych w organizmie jak np.
model bariery krew-mézg. Jednym z gléwnych narzadzi nie-
zbednych do badan komoérek zywych pozostaje mikrosko-

pia fluorescencyjna oraz jej odmiana - mikroskopia konfo-
kalna, ktorej ciagly rozwéj prowadzi daje bardzo potezne
narzedzie do badania komdrkowych funkgji bialek, czaste-
czek i nanoczastek. Czesto znaczenie funkcjonalne moleku-
ty mozna okresli¢ na podstawie jej obecno$ci w okre$lonych
przedziatach subkomérkowych lub kompleksach molekular-
nych, poprzez poréwnanie rozmieszczenia fluorescencyjnie
znakowanej wersji czgsteczki z obecnoscia drugiej, znako-
wanej komplementarnie sondy. Chociaz mikroskopia kon-
fokalna jest prawdopodobnie najpowszechniej uzywanym
narzedziem eksperymentalnym w biomedycynie, badania
oceniajgce kolokalizacje dwdch sond rzadko sg okre$lane
ilo§ciowo, pomimo réznorodnosci narzedzi do analizy ob-
razoéw opracowanych specjalnie w tym celu.

Celem niniejszego wykladu bedzie przyblizenie podstawo-
wych zagadnien dotyczacych metod hodowli komérek ssa-
czych, sposobdw ich badan z wykorzystaniem mikroskopii
konfokalnej oraz ilo§ciowego opisu stopnia kolokalizacji bia-
fek oraz lekéw o strukturze nanoczastek w kompartmentach

komorkowych.
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Zastosowanie modelowania i druku 3D w chirurgicznym leczeniu guzéw
nerek

Krzysztof Balawender?, Mariusz Oleksy?2

1Zaktad Anatomii Prawidtowej i Klinicznej, Instytut Nauk Medycznych, Kolegium Nauk Medycznych, Uniwersytet Rzeszowski,

Rzeszéw

2Katedra Kompozytéw Polimerowych, Wydziat Chemiczny, Politechnika Rzeszowska, Rzeszéw

Druk 3D w medycynie stanowi szybko rozwijajacy sie ob-
szar badan. W ostatnich latach druk tréjwymiarowy zna-
lazt zastosowanie w tworzeniu niestandardowych implantéw
protetycznych i urzadzen medycznych, a takze w prébach
przedoperacyjnych, gtéwnie w kontekécie choréb sercowo-
naczyniowych, mézgowo-naczyniowych, ale takze nowo-
tworéw watroby i nerek. W dotychczas opublikowanych ba-
daniach oceniano mozliwosci tworzenia specyficznych dla
pacjenta, wydrukowanych w 3D modeli nerek do zastosowan
obejmujacych zaréwno edukacje jak i planowanie przedope-
racyjne zlozonych przypadkéw guzéw nerek, ze wzgledu
na zdolno$¢ modeli 3D do lepszego odzwierciedlania ana-
tomicznych relacji przestrzennych. Konwencjonalne me-
tody obrazowania wolumetrycznego, takie jak tomografia
komputerowa (CT) i rezonans magnetyczny (MRI), sg po-
wszechnie stosowanymi metodami obrazowania w diagno-

styce i planowaniu leczenia chirurgicznego choréb nowo-
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tworowych. Standardowe obrazowanie nowotwordw nerek
jest ograniczone do analizy zmiany w nerce na ekranie mo-
nitora w przestrzeni dwuwymiarowej (2D), a zatem operator
planujacy leczenie zabiegowe nie ma mozliwosci precyzyjnej
analizy tréjwymiarowej ocenianej masy patologicznej i jej
topografii w stosunku do zdrowej czg¢sci badanego narzadu.
Wspdlczesnie standardowym postepowaniem w przypadku
guzéw nerek nie przekraczajacych 7 cm jest chirurgia ner-
kooszczedzajaca polegajaca na usunieciu guza z pozostawie-
niem jak najwiekszej ilo$ci zdrowego migzszu nerki wyko-
nywanego najczesciej z dostepu laparoskopowego lub przy
uzyciu techniki robotycznej. Druk 3D modeli nerek wraz
z tréjwymiarowa rekonstrukcja guza pozwala na przedope-
racyjna analize planowanego zabiegu i znacznie utatwia lo-
kalizacje guza w szczegdlnosci, gdy masa guza nie przekra-
cza zarysu kory nerki.
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Zastosowanie sekwencjonowania nastepnej generacji w onkologii klinicznej
- wyzwania diagnostyczne

Marek Ciesla

Instytut Nauk Medycznych, Kolegium Nauk Medycznych, Uniwersytet Rzeszowski, Rzeszéw

Sekwencjonowanie DNA jest technikg pozwalajaca na ba-
danie zmian w kodzie genetycznym cztowieka. Rozwdj tej
techniki od klasycznej metody opracowanej przez Sangera
i wspotpracownikéw do réwnoleglego masywnego sekwen-
cjonowania zaliczanego do sekwencjonowania nastepnej ge-
neracji (ang. next generation sequencing, NGS) pozwolilo na
okreslenie statusu mutacji na bardzo szeroka skale. NGS jest
technikg wielkoprzepustowa pozwalajaca na badanie wie-
lu genéw lub calego genomu i jednoczesnie jest to technika
bardzo czula pozwalajgca wykry¢ obcigzenie zmutowanym
wariantem na poziomie kilku procent. Technika ta znalazta
m.in. zastosowanie w praktyce klinicznej, w tym onkolo-
gii i hematoonkologii oraz diagnostyce genetycznej choréb
rzadkich. Rutynowo do badan onkologicznych przy zasto-
sowaniu metod biologii molekularnej wykorzystywane sg
tkanki utrwalone w formalinie i zatopione w parafinie (ang.
formalin-fixed paraffin-embedded, FFPE). Wykonane z nich
bloczki sg fatwe do przechowywania i obrébki, jednak for-
maldehyd moze wchodzi¢ w interakcje ze strukturami DNA

powodujac tworzenie m.in. wigzan krzyzowych, deamina-
cji zasad azotowych czy wytworzenie miejsc bezzasadnych.
Zmiany te wplywajg na strukture DNA powodujac jej osta-
bienie, co skutkuje zwiekszong fragmentacja badanego ma-
terialu genetycznego. Rowniez czas przechowywania tkanek
w bloczkach parafinowych moze mie¢ istotny wplyw na ja-
ko$¢ izolowanych kwaséw nukleinowych. Istniejg metody
laboratoryjne pozwalajace czgéciowo ograniczy¢ wptyw tych
zmian na warto$¢ diagnostyczng uzyskanych wynikéw. Naj-
bardziej istotnym etapem badania molekularnego jest proces
ekstrakcji kwaséw nukleinowych oraz okreslenia ich kon-
centracji. Ma to szczegdlne znaczenie w procesie sekwen-
cjonowania typu NGS. Wazna role w analizie uzyskanych
danych odgrywa proces filtracji zidentyfikowanych zmian
w kodzie genetycznym. Jest on zwigzany z odrzuceniem wa-
riantéw o slabej jako$ci, wystepujacych z duza czestoscia
w badanej populacji czy zlokalizowanych poza sekwencja-
mi kodujacymi bialko.

19


http://www.ejcem.ur.edu.pl/en/ 

Wydawnictwo UR 2023
ISSN 2544-1361 (online)

http://www.ejcem.ur.edu.pl/en/
European Journal of Clinical and Experimental Medicine
Eur J Clin Exp Med 2023

Automatyzacja technik histologicznych - doswiadczenia wtasne

Ewa Kaznowska

Zaktad Patomorfologii, Instytut Nauk Meycznych, Kolegium Nauk Medycznych, Uniwersytet Rzeszowski, Rzeszéw

W dobie stale wzrastajacej ilosci badan materiatu tkankowe-
go w pracowniach patomorfologicznych przy jednoczesnych
niedoborach specjalistycznej kadry patologéw i technikéw
niezbedna jest zmiana zarzadzania i organizacji pracy, ktéra
pozwoli na skrdcenie czasu wykonywania preparatéw i za-
pewni kontrole kosztéw. Rozwigzaniem moze by¢ zastosowa-
nie nowoczesnych urzadzen umozliwiajacych automatyzacje
rutynowych zadan. Jednym z krokéw w tym kierunku jest

prezentacja pierwszej w Polsce automatycznej linii SMART
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Automation, ktoéra zostata stworzona do przeprowadzania
i zatapiania materiatu tkankowego. To rozwigzanie ma po-
tencjal, aby znaczaco usprawni¢ procesy pracy w pracowni
patomorfologicznej. Dzigki automatyzacji recznych czynno-
$ci mozemy skoncentrowac si¢ na bardziej zaawansowanych
aspektach diagnostyki, jednocze$nie zapewniajac zachowa-
nie wysokich standardéw jakosci, ktére sa kluczowe dla pra-
widlowego rozpoznania patomorfologicznego.
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Przyktady zastosowania metod histochemicznych w badaniach
anatomicznych

Andrzej Zytkowski, Michat Golberg, Grzegorz Wiesiadecki

Zaktad Anatomii Prawidtowej i Klinicznej, Katedra Anatomii i Histologii Uniwersytetu Medycznego, todz

Granica pomiedzy anatomia ogdlng a histologia nie jest
ostra. Ilustruje to cytat z Encyklopedia Britannica: ,,Termi-
ny histologia i anatomia mikroskopowa sg czasami uzywane
zamiennie, ale mozna dokona¢ wyraznego rozréznienia mie-
dzy tymi dwoma kategoriami. Podstawowym celem histo-
logii jest okreslenie, w jaki sposob zorganizowane sg tkanki
na wszystkich poziomach strukturalnych. Z drugiej strony,
anatomia mikroskopowa zajmuje si¢ nie tylko tkankami,
poniewaz te sg ulozone w wigksze jednostki, takie jak na-
rzady i uklady narzadéw”. W oparciu o to podejécie anato-
mi¢ mikroskopowa mozna traktowac jako ptynne przejscie
miedzy anatomig a histologia. Prezentowane doniesienie ma
na celu ukazanie przyktadowych badan, w ktérych metody
histochemiczne pozwalajg ukaza¢ w duzym powigkszeniu
anatomie topograficzng niewielkich obszaréw, takich jak
zatoka jamista czy kanal tetnicy szyjne;j.

W badaniach anatomicznych czesto istnieje potrzeba przed-
stawienia zlozonych zaleznoéci topograficznych w powiek-
szeniu, czyli w sposdb bardziej szczegdtowy, wykraczajacy
poza zakres widziany okiem nieuzbrojonym. Jednak do lep-
szego zrozumienia rozmieszczenia matych struktur anato-
micznych czesto potrzebne jest co$ wiecej niz tylko powiek-

szenie. Specjalne barwienia pozwalajg na réznicowanie zrebu
tkanki tacznej oraz prezentacje relacji topograficznych za-
chodzacych pomiedzy drobnymi strukturami, takimi jak
naczynia krwiono$ne i nerwy. Zaleta barwien histochemicz-
nych jest jego stosunkowo niski koszt i duza ilo§¢ informacji,
jakie mozna uzyskac za ich pomocg. Prezentowane donie-
sienie ma na celu ukazanie przyktadowych badan, w kto-
rych metody histochemiczne pozwalajg ukazaé¢ w duzym
powiekszeniu anatomie topograficzng niewielkich obszaréw
takich jak jama zwoju tréjdzielnego (jama Meckela), zato-
ka jamista, czy kanat tetnicy szyjnej. W podanych przykta-
dach udato sie uzyska¢ petniejsze dane na temat zaleznosci
pomiedzy blaszkami opony twardej, nerwami i naczyniami
krwiono$nymi. Za pomocg metod histochemicznych mozna
réwniez badac szczegdélowy uktad struktur w obrebie pecz-
kéw naczyniowo-nerwowych. Celem doniesienia jest zatem
przedstawienie wybranych metod histochemicznych, ktére
mog3 znalez¢ zastosowanie w badaniach anatomicznych.
Ten zwiezly zarys moze by¢ inspiracjg dla morfologéw oraz
klinicystow zglebiajacych szczegélowe tajemnice ludzkie-
go organizmu.
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Wptyw melatoniny na wytwarzanie pecherzykéw zewnatrzkomérkowych
(EVs) przez komdrki macierzyste z tkanki ttuszczowej

Bartosz Sikora, Aleksandra Skubis-Sikora, Aleksandra Bryzek, Patrycja Wieczorek, Piotr Czekaj

Zaktad Cytofizjologii, Slaski Uniwersytet Medyczny, Katowice

Komorki macierzyste z tkanki ttuszczowej (ADSC) stosowa-
ne sa w terapiach majacych na celu regeneracj¢ tkanek. Ich
wlasciwosci sg badane w coraz bardziej celowanych proce-
sach. Obecnie zwraca si¢ uwage na wlasciwosci wydzielanych
przez nie substancji, wérod ktorych znajdujg si¢ pecherzyki
zewnatrzkomorkowe (EVs) o wciaz odkrywanych wlasciwo-
$ciach. Wytwarzanie EVs o danej zawartosci jest zalezne od
warunkéw panujacych w otoczeniu ADSC, wiec parametry
hodowli mogg wptywa¢é na rodzaj wydzielanych EVs. Me-
latonina znajduje zastosowanie np. w terapiach przeciwno-
wotworowych, przeciwzapalnych. Nie jest do konica znany
jej wpltyw na aktywnoé¢ ADSC. Badanie mialo na celu oce-
n¢ wpltywu melatoniny na wytwarzanie EVs przez ADSC.

ADSC hodowano w DMEM z pozbawionym egzosomoéw
FBS’em i antybiotykami. Fenotyp ADSC oceniono za po-
mocg cytometrii (markery CD90, CD73, CD105) oraz testu
badajacego adipo-, chrondro- i osteogeneze¢. Réznicowanie
oceniono histochemicznie. EVs izolowano z medium kondy-
cjonowanego (MK). Do zbioru MK stosowano DMEM z 5%
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FBS’ui 1% antybiotykéw. Grupy badane zawieraly dodatek
melatoniny i melatoniny z inhibitorem jej receptoréw. EVs
izolowano ultrawirowaniem sekwencyjnym, identyfikowano
za pomoca przeciwcial przeciw CD9 znakowanych zlotem
koloidalnym i obrazowano w S-TEM. Populacje EVs bada-
no cytometrycznie z wykorzystaniem kulek magnetycznych
skoniugowanych z przeciwcialami.

ADSC wykazywaly prawidtowy fenotyp i zdolnos¢ do roz-
nicowania w adipo-, chondro- i osteocyty. Metody S-TEM
i cytometria przeplywowa potwierdzity obecno$¢ pozada-
nych frakcji EVs w izolatach. Cytometryczne badanie immu-
nomagnetyczne pozyskanych EVs wykazalo réznice miedzy
grupami badanymi.

ADSC wydzielaja EVs. Melatonina wplywa na aktywnos¢
sekrecyjng ADSC.

Finansowanie. NCN nr DEC-2022/06/X/NZ3/00715 oraz
instytucjonalnych (SUM) nr: PCN-2-031/K/1/1; PCN-2-047/
K/2/I; PCN-2-003/N/0/O; PCN-2-020/K/1/1
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Analiza ekspresji neuropeptydow: nesfatyny-1 i speksyny (SPX)
w przedmurzu cztowieka

Artur Patasz', Anna Borowicz', Julia Kistowska', Aleksandra Suszka-Switek?, Andrzej Kaskosz2,

Aneta Piwowarczyk-Nowak?

1 Zaktad Histologii, Katedra Histologii i Embriologii, Slaski Uniwersytet Medyczny, Katowice
2 Katedra Anatomii Prawidtowej, Slaski Uniwersytet Medyczny, Katowice

W ostatnich latach dzieki rozwojowi zaawansowanych me-
tod molekularnych i bioinformatycznych zidentyfikowano
i opisano szereg nowych neuropeptydéw OUN, charaktery-
zujacych sie zazwyczaj szerokim spektrum aktywnosci fizjo-
logicznej w poszczegélnych okolicach oraz szlakach neuro-
nalnych mézgu, wéréd nich nesfatyne-1 i speksyne (SPX).
Pomimo licznych badan neurochemicznych, nie wszystkie
struktury mézgu kregowcdw zostaly scharakteryzowane
pod katem profilu dystrybucji nowych neuropeptydéw re-
gulatorowych. Jedng z nich jest przedmurze (claustrum),
osobliwe pasmo istoty szarej wkomponowane miedzy ja-
dra soczewkowate a kore wyspy, ktéremu przypisuje sie role
w generowaniu i utrzymywaniu stanu §wiadomosci oraz in-
tegracji bodzcédw czuciowych. Celem pracy bylto zbadanie
czy w przedmurzu czlowieka obecne sg komorki nerwowe
wykazujace immunoekspresje nesfatyny-1 i speksyny oraz
przeprowadzenie, o ile bedzie to mozliwe ilociowej oceny
dystrybucji tych komoérek w dwu przeciwstawnych topo-
graficznie i konektomicznie okolicach ludzkiego claustrum.
Fragmenty ludzkiego mézgu (osoby doroste), bez zmian pa-
tologicznych zostaty pobrane z preparatéw pozyskanych
w ramach Programu Swiadomej Donacji prowadzonego
przez Katedre Anatomii Prawidlowej SUM w Katowicach.

Moézgowia byty poddane perfuzji zbuforowanym 4% roztwo-
rem formaldehydu (pH 7.2-7.4) i przechowywane w plynie
utrwalajacym o identycznym skladzie. Fragmenty mdzgo-
wia zawierajace przedmurze zostaly nastepnie odwodnione,
prze$wietlone w ksylenie i zatopione w bloczkach parafino-
wych, ktére krojono na skrawki grubosci 7 mm. Przeprowa-
dzono reakcje immunohistochemiczne z uzyciem przeciw-
cial poliklonalnych: nesfatin-1 (1-82) antibody oraz spexin/
NPQ antibody (Phoenix Pharmaceuticals) a otrzymane obra-
zy poddano jako$ciowej i ilo§ciowej analizie morfologiczne;.
Liczba neuronéw z ekspresja nesfatyny-1 jest wieksza w gte-
biej potozonych warstwach przedniej czesci claustrum, z ko-
lei w tylnej cze¢sci, jej brzuszne strefy wykazywaly mniej-
sz3 zageszczenie komdrek immunopozytywnych. Komorki
z ekspresjg speksyny odznaczaja sie zblizonym do nesfaty-
ny-1 modelem dystrybucji w ludzkim przedmurzu.

Nowe neuropeptydy regulatorowe nesfatyna-1 i speksyna
moga odgrywac role w czynno$ciach realizowanych przez
neurony przedmurza czlowieka. Dystrybucja przestrzenna
neurondéw z ekspresja nesfatyny-1 i speksyny w przedmu-
rzu ludzkim jest zblizona, co sugeruje istnienie potencjal-
nych korelacji funkcjonalnych pomiedzy tymi peptydami.
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Profil ekspresji enzymoéw realizujacych synteze neuromodulatoréw gazowych
w moézgu szczuréw poddanych dziataniu olanzapiny

Artur Patasz, Julia Kistowska, Anna Borowicz, Aleksandra Suszka-Switek, tukasz Filipczyk,

Katarzyna Bogus

Zakfad Histologii, Katedra Histologii i Embriologii, Slaski Uniwersytet Medyczny, Katowice

Farmakoterapia zaburzen psychicznych w tym schizofrenii
stanowi istotne zagadnienie wspodlczesnej psychiatrii. Me-
chanizm dziatania lekéw przeciwpsychotycznych na pozio-
mie sygnalizacji synaptycznej oraz cytofizjologii neuronu nie
jest jednak do konca wyjasniony. Dynamiczny rozwoj neu-
rochemii oraz biologii molekularnej ujawnia coraz to nowe
elementy szlakéw sygnalizacyjnych, ktére moga by¢ poten-
cjalnymi, alternatywnymi punktami dzialania antypsycho-
tykéw, zwigzanymi z ich zaréwno korzystng jak i niepozada-
ng aktywno$cig farmakologiczng. Przedstawiona oryginalna
praca eksperymentalna dotyczy zmian ekspresji enzymow:
neuronalnej syntazy tlenku azotu (nNOS), b-syntazy cy-
tationinowej (CBS) oraz hemooksygenazy-2 (HO-2) odpo-
wiedzialnych za synteze neurotransmiteréw gazowych (NO,
H,S, CO) w mézgu szczuréw poddanych chronicznemu dzia-
taniu olanzapiny - neuroleptyku II generacji.

W przeprowadzonych badaniach wykorzystano materiat
tkankowy, ktéry stanowily mézgowia szczuréw szczepu
Sprague — Dawley z hodowli utrzymywanej przez Centrum
Medycyny Doswiadczalnej SUM w Katowicach. Zwierzetom
podano dootrzewnowo olanzapine w formie roztworu w soli
fizjologicznej w dawce 5 mg/kg w ciggu 28-dni. Mézgowia
byly utrwalane w 4% roztworem formaldehydu (pH 7.2-7.4)
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anastepnie odwodnione, przeswietlone w ksylenie i zatopio-
ne w bloczkach parafinowych, ktére krojono na skrawki gru-
bosci 7 mm. Przeprowadzono reakcje immunohistochemicz-
ne i fluorescencyjne z uzyciem przeciwcial poliklonalnych:
anty-HO-2 antibody (Enzo Life Sci.) i anty-CBS Antibody
(Fine Test Biotech) oraz monoklonalnego anty-nNOS anti-
body (Invitrogen) a otrzymane obrazy poddano jako$ciowej
i ilo$ciowej analizie morfologicznej.

Badania wykazaly, Ze olanzapina stymuluje synteze NO
przez komdrki nerwowe w prazkowiu, czyli manifestuje ce-
chy potencjalnego modulatora sygnalizacji nitrergicznej. Za-
obserwowano réwniez, ze olanzapina redukuje synteze H,S
w hipokampie oraz prazkowiu, powoduje natomiast istotne
zwigkszenie produkeji CO w hipokampie.

Olanzapina jest potencjalnym modulatorem sygnalizacji ni-
trergicznej w prazkowiu szczura i czynnikiem stymulujgcym
synteze NO przez lokalne komoérki nerwowe. Jednym z efek-
tow dziatania olanzapiny w mézgu szczura jest redukcja
syntezy H2S zachodzacej w astrocytach hipokampa i praz-
kowia. Oddzialywanie na o$rodkowe mechanizmy syntezy
neurotransmiteréw gazowych moze by¢ jedna z alternatyw-
nych drég wyzwalania efektow farmakologicznych przez leki
przeciwpsychotyczne II generacji.
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Tkankowa ekspresja receptoréw somatostatynowych w raku jelita grubego

Aldona Kasprzak', Matgorzata Andrzejewska’, Agnieszka Seraszek-Jaros?, Paulina Pietras?,
Marta Lesniczak-Staszak?, Agnieszka Geltz', Elzbieta Kaczmarek?, Witold Szaflarskir

1 Zaktad Histologii i Embriologii, Uniwersytet Medyczny, Poznani

2 Zaktad Bioinformatyki i Biologii Obliczeniowej, Katedra Patomorfologii Klinicznej, Uniwersytet Medyczny, Poznan

Rak jelita grubego (ang. colorectal cancer, CRC) jest global-
nie jednym z najczestszych nowotworéw zloéliwych u lu-
dzi. Pod wzgledem zachorowalnoéci zajmuje trzecie, a pod
wzgledem $miertelnosci — drugie miejsce. Wigkszo$¢ CRC
(75-80%) stanowia zachorowania sporadyczne, ksztalttowane
przez czynniki srodowiskowe i genetyczne. Zréznicowana
ekspresje receptorow somatostatynowych (SST1-5) (mnRNA,
biatko) opisuje si¢ gléwnie w neuroendokrynnych guzach/
nowotworach zolagdkowo-jelitowo-trzustkowych. Kwestig
otwartg pozostaje natomiast diagnostyczno-prognostycz-
na rola ekspresji tkankowej SST1-5 w sporadycznym CRC.
Zanalizowano immunohistochemiczng (IHC) ekspresje
trzech receptoréw somatostatynowych (SST2, SST3 i SST5)
oraz antygenu Ki-67 w skrawkach parafinowych z materialu
operacyjnego (n=30) oraz w dostgpnych komercyjnie TMAs
(tissue microarrays) chorych na CRC (n=30). Ekspresje te
odniesiono do analizy ekspresji SSTRs w przerzutach CRC
do wezléw chlonnych (metastases, meta) (n=30) oraz pra-

widlowym jelicie grubym (kontrola) (n=58). Do oceny ilo-

$ciowej nasilenia reakcji IHC na SSTRs wykorzystano me-
tode morfometryczng (program Filtr HSV). Ekspresje Ki-67
oceniono w 4-pkt skali pétilosciowe;.

Wskaznik wykrywalno$ci SST2/3/5 w CRC wynosit odpo-
wiednio: 100%/88%/100%. Wykazano znamiennie wyzszg
ekspresje SSTR2 w CRC i w meta w poréwnaniu z kontro-
la (p=0,001, p=0,03, odpowiednio). W kazdej z badanych
grup wykazano istotnie wiekszg ekspresje SST2 niz SST3
oraz przewage ekspresji SST5 nad SST3. W CRC pozytywne
korelacje dotyczyly wzajemnej ekspresji wszystkich trzech
receptordw, a najsilniejsze pomiedzy SST2 z SST5 w CRC,
oraz w meta (r=0,790, r=0,780, odpowiednio). W CRC wyka-
zano negatywna korelacje ekspresji SST3 z Ki-67 (r=-0,480).
Wraz ze wzrostem zaawansowania klinicznego (stage) CRC,
rosta ekspresja SST2.

Nadekspresja SST2 moze stanowi¢ marker diagnostyczno-
-prognostyczny CRC. Potencjalng role w regulacji proliferacji
komoérkowej CRC wydaje si¢ odgrywac SST3.
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Dynamika uszkodzenia watroby w eksperymentalnych modelach
hepatotoksycznosci indukowanej D-galaktozaming lub czterochlorkiem
wegla - implikacje dla terapii piorunujacego, ostrego i przewlektego
uszkodzenia watroby

Piotr Czekaj, Mateusz Krol

Zakfad Cytofizjologii, Katedra Histologii i Embriologii, Slaski Uniwersytet Medyczny, Katowice

Eksperymentalne modele hepatotoksycznoséci indukowane
D-GalN i CCl4 stuzg ocenie terapii piorunujacego (FLF),
ostrego (ALF) i przewleklego (ChLF) uszkodzenia watroby.
Brakuje jednak opracowan dotyczacych dynamiki uszkodze-
nia w tych modelach. Celem badan bylo okreslenie optymal-
nego momentu interwencji poprzez histopatologiczng i bio-
chemiczng ocene uszkodzenia watroby w czasie.

U myszy BALB/c oceniano 6 modeli uszkodzenia watroby
poprzez iniekcje ré6znych dawek D-GalN lub CCl4. Pobrano
krew i watrobe w réznych punktach czasowych odpowiada-
jacych kolejnym fazom uszkodzenia. Oznaczono aktywnos¢
aminotransferaz, oceniono histopatologiczne i immunohi-
stochemiczne wyktadniki uszkodzenia watroby.

Optymalna dawka dla indukcji FLF wynosita 500 mg/100 g
masy ciata dla D-GalN i 300 ul/100 g masy ciata dla CCl4.
W modelu FLF/D-GalN zaobserwowano pierwsze oznaki
uszkodzenia watroby oraz wzrost aktywno$ci aminotransfe-
raz miedzy 24 a 72 godzing po podaniu. W modelu FLF/CCl4
pierwsze oznaki uszkodzenia watroby pojawily si¢ miedzy 5
a 16 godzing po intoksykacji, a po 16 godzinach stwierdzono
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wysoka $miertelnos¢ i staba kondycje zwierzat. W modelu
ALF/D-GalN wczesna faza zapalenia watroby wystepowa-
fa po 48 godzinach, natomiast w modelu ALF/CCl4 oznaki
niewydolnosci watroby widoczne byly juz po 12 godzinach
i rozwijaly si¢ do 48 godziny. W modelu ChLF/CCl4 zaob-
serwowano wczesne wloknienie przed 4 tygodniem intok-
sykacji oraz ustalone wléknienie po 8 tygodniach. W mo-
delu ChLF/D-GalN myszy nie wykazywaly istotnych zmian
w uszkodzeniu i wtéknieniu watroby.

Interwencja terapeutyczna dla FLF/D-GalN powinna by¢
przeprowadzana miedzy 24 a 72 godzing po podaniu, pod-
czas gdy dla CCI4/FLF okno terapeutyczne jest krétkie (5-
16 godzin) i wigze sie z niskg kondycjg zwierzat. Optymal-
ne punkty odciecia dla interwencji terapeutycznej w modelu
ALF to 48 godzin dla D-GalN i 12-48 godzin dla CCl4. Wcze-
sne wldknienie (przed 4 tygodniem intoksykacji) i ustalone
widknienie (po 8 tygodniach intoksykacji) sa odpowiednimi
momentami dla interwencji terapeutycznej w modelu ChLF/
CCl4. Model D-GalN/ChLF nie jest zalecany ze wzgledu na
dlugi okres inkubacji i stabe dziatanie toksyczne.
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Calcitonin gene-related peptide a (a-CGRP) but not calcitonin gene-related
peptide 3 (B-CGRP) is elevated in the blood serum and primary tumor tissue
of metastatic colorectal cancer patients

Jacek Kiezun', Marta Kiezun?, Zbigniew Kmiec'3, Janusz Godlewski', Bartlomiej E. Krazinski

1 Department of Human Histology and Embryology, Faculty of Medical Sciences, University of Warmia and Mazury, Olsztyn
2 Department of Animal Anatomy and Physiology, Faculty of Biology and Biotechnology, University of Warmia and Mazury,

Olsztyn

3 Department of Histology, Faculty of Medicine, Medical University of Gdansk, Gdansk

The two forms of calcitonin gene-related peptide (CGRP),
a- and p-CGRP, are synthesized from the two distinct genes
located at the human chromosome 11. Both  -CGRP and to
the lesser extent a- CGRP participate in the regulation of di-
gestive system functions, but their role in colorectal cancer
(CRC) remains unclear to date. This study aimed to evaluate
the concentration of a- and p-CGRP (1) in the blood serum of
CRC patients and healthy volunteers and (2) in tissue homog-
enates of CRC tumors and peritumoral or distant fragments
of large intestine. Correlations between the a- and 3-CGRP
levels and clinicopathological characteristic of the patients
with CRC were investigated. The blood samples were collect-
ed from 53 CRC patients and 25 healthy volunteers. The tis-
sue samples for homogenization were obtained from the pri-
mary tumors, mucosa/submucosa (M+SM) and muscularis
externa (ME) of the peritumoral or distant large intestine
fragments of 16 CRC patients. The concentrations of a- and

B-CGRP were evaluated by ELISA. Differences were consid-
ered statistically significant at p<0.05. The Mann-Whitney
U test was used to assess associations between the CGRPs
levels and clinico-pathological data of the patients.

CRC patients exhibited decreased serum concentrations of
a-CGRP when compared to the healthy volunteers whereas
B-CGRP levels did not differ between the studied groups.
Interestingly, the sera and homogenates of primary tumors
of metastatic patients exhibited nearly two-fold increase in
a-CGRP level as compared to those without metastasis. No
associations were disclosed between B-CGRP and any clin-
ic-pathological data of the patients.

The concentration of a-CGRP, not -CGRP, may play a role in
the metastatic process in CRC. Moreover, the association be-
tween a high serum level of a-CGRP and distant metastasis
suggests that a-CGRP may be considered as CRC biomarker.
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HLA antigens and cell adhesion molecules in the endomyocardial biopsy
specimens patients with clinically suspected myocarditis

Edyta Reichman-Warmusz, Oliwia Warmusz, Piotr Lewandowski, Gracja Ryznar,

Romuald Wojnicz

Katedra Histologii i Patologii Komérki, Slaski Uniwersytet Medyczny, Zabrze

The aim of this study was to characterise the expression of
cell adhesion molecules (CAMs) and HLA antigens in biopsy
specimens patients with two clinical suspected myocarditis.
Study group consisted of 47 randomly selected patients (pts)
classified in two groups based on left ventricular ejection
fraction (LVEF): A - 29 pts, with LVEF £ 30% (24M, 5F, mean
age 39+6) and B - 18 pts with LVEF >40% (15M, 3F, mean
age 3817). The expression of HLA class I (A,B,C) and II (DR)
antigens and CAMs on frozen sections were examined us-
ing a Leica Bond Max autostainer (BOND Polymer Refine
Red Detection; DS9390; Leica Biosystems) and monoclonal
antihuman antibodies (HLA-DR, HLA-ABC, ICAM-1 and
VCAM-1 from DAKO). The semiquantitative scoring sys-
tem was defined as follows: 0-1, absent or slight focal stain-
ing of the endothelium; 2+, diffuse endothelial staining, 3+,
diffuse endothelial and concomitant focal myocyte stain-
ing. The routine histopathological study was performed with
hematoxylin & eosin and Masson trichrome stain. The data
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were analysed by a Mann-Whitney U test and Spearman R
correlation coefficient test. A p value of <0.05 was statisti-
cally significant.

The expression of HLA-DR antigens > 2+ was seen in the 17
(59%) pts in Gr. A and 12 (67%) in Gr. B. The expression of
the HLA-A,B,C antigens was observed in the 11 (38%) and
12 (67%) pts, respectively. ICAM-1 and VCAM-1 immuno-
reactivity > 2+ was seen: ICAM-1, Gr. A - 12 (41%) and Gr.
B - 9 (50%); VCAM-1, Gr. A - 6 (21%) and Gr. B - 9 (50%).
There was no statistical differences between both groups and
there was no relationship between LVEF and HLA-DR, HLA-
ABC, ICAM-1 and VCAM-1 immunoreactivity.

The lack relationship between positive staining for HLA anti-
gens and CAMs in two groups of pts with clinically suspect-
ed myocarditis (with and without symptomatic congestive
heart failure) indicates on independence of immunological
reactions in myocardium.
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Kwasy ttuszczowe wyizolowane z archeologicznych ludzkich kosci
adiageneza
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Metody bioarcheologiczne stosowane do rekonstrukeji wzor-
cow zywieniowych dawnych populacji obejmuja analize izo-
topowa lub chemiczng pierwiastkdéw w kosciach, ze szcze-
golnym uwzglednieniem czeéci nieorganicznej lub biatek
kostnych. Badanie lipidéw kostnych zamiast bialek otwiera
wiele obiecujacych mozliwoéci: zapewniajg one wglad w spo-
zycie diety bliZej czasu §mierci i sg $cislej skorelowane ze
sktadem calej diety. Celem obecnego badania jest porow-
nanie archeologicznego profilu kwaséw ttuszczowych kosci
ze sktadem pierwiastkowym tej tkanki.

Material uzyty w obecnym badaniu sktadat si¢ z 20 archeolo-
gicznych préobek kosci pobranych z kosci korowej kosci udo-
wej, datowanych na 17-18 w. Sklad pierwiastkowy kosci i pro-
fil lipidowy kosci okreslono metodami spektrometrycznymi.
Zawarto$¢ kwasow ttuszczowych w kosciach korelowata ze
wskaznikami zachowania kosci; w poréwnaniu do wspodtcze-

snych kosci, kosci archeologiczne majg tendencj¢ do posia-
dania wigkszej ilo$ci nasyconych i bardzo dlugich kwaséw
ttuszczowych (C22:0 i C24:0). Najprawdopodobniej dtuzsze
kwasy ttuszczowe sg lepiej zachowane w kosciach archeolo-
gicznych i odzwierciedlajg gléwnie lipidy komérkowe koéci.
Korelacja miedzy C22:0 a stosunkiem Sr/Ba sugeruje moz-
liwy zwigzek miedzy profilem kwaséw ttuszczowych kosci
a dieta morska.

Sktad kwaséw ttuszczowych koéci archeologicznej rézni sig
od ko$ci wspolczesnej, z obnizonym poziomem nienasyco-
nych kwasow tluszczowych i podwyzszonym poziomem
dtuzszych kwaséw ttuszczowych. Podwyzszone poziomy
kwasow ttuszczowych C22:0 i C24:0 w ko$ciach archeolo-
gicznych sugeruja wzbogacenie lipidéw komdrkowych, ktére
mogg by¢ bardziej odporne na degradacje niz te zwigzane

z macierzg mineralng kosci.
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Analiza zmian poziomu wybranych markeréw metabolicznych
w prazkowiu podczas rozwoju postnatalnego w szczurzym modelu zespotu
nadpobudliwosci psychoruchowej z deficytem uwagi (ADHD)

Ewelina Bogdanska-Chomczyk', Pawet Wojtacha?, Anna Koztowskat
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Zesp6t nadpobudliwosci psychoruchowej z deficytem uwagi
(ADHD) jest neurorozwojowym zaburzeniem psychicznym,
charakteryzujacym sie¢ deficytem uwagi, hiperaktywnoscia
oraz impulsywnoécig. Jak dotad patogeneza schorzenia nie
zostala w pelni poznana, jednakze w przebiegu ADHD ob-
serwuje si¢ szereg nieprawidtowosci w obszarach mézgu
zaangazowanych w kontrole ruchu m.in.: korze przedczo-
towej, korze motorycznej i prazkowiu. Coraz wiecej dowo-
déw wskazuje, ze zmiany w metabolizmie mézgu pelnia
istotng role w patofizjologii tego zaburzenia. Celem przed-
stawionych badan bylo poréwnanie wybranych markeréw
metabolicznych w prazkowiu tj.: zelaza (Fe), glukozy (G),
aminotransferazy alaninowej (ALT) oraz aminotransfera-
zy asparaginianowa (AST) u szczuréw z genetycznie uwa-
runkowanym nadci$nieniem tetniczym (SHR - spontane-
ously hypertensive rats), bedacych najlepiej zwalidowanym
modelem ADHD, a takze u zwierzat kontrolnych (WKY -
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Wistar Kyoto rats). Pragzkowie zaréwno u SHR jak i WKY
pobrano w dwdch stadiach rozwojowych (5 i 10 tydzien).
Nastepnie pobrane tkanki zhomogenizowano i odwirowa-
no. Zawarto$¢ G, Fe, ALT i AST oznaczono przy uzyciu od-
powiednich komercyjnych zestawoéw odczynnikéw zgodnie
z instrukcjami producenta. Wyniki pomiaréw poddano ana-
lizie statystyczne;j.

Wryniki wykazaly statystycznie istotny (p<0.005) wszystkich
badanych markeréw u 5-tygodniowych SHR w poréwnaniu
do zwierzat 10 tygodniowych.

Podwyzszony metabolizm w prazkowiu moze prowadzi¢ do
zmian w neurotransmisji tej struktury i w ten sposéb wpty-
wacé na nasilenie objawéw ADHD u miodocianych zwierzat.
Ponadto, moze by¢ on réwniez powigzany z opdznionym doj-
rzewaniem prazkowia u SHR. Jednakze, niezbedne sg dal-
sze szczegOtowe badania, aby potwierdzi¢ powyzsze przy-
puszczenia.
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PDIA3 moduluje odpowiedz genomowa na 1,25(0OH),D,
w ptaskonabtonkowym raku skéry
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Celem pracy bylo zbadanie wptywu biatka PDIA3 na od-
powiedz raka plaskonablonkowego (SCC) linii A431 na ak-
tywna forme¢ witaminy D - 1,25(OH),D,. Badania zostaty
przeprowadzone na linii A431 ptaskonablonkowego raka
skory z lub bez delecji PDIA3 lub VDR. Przeprowadzono testy
proliferacyjne (SRB), migracyjne (test zarastania rany) oraz
zbadano rozktad faz cyklu komérkowego oraz wykonano
analize transkryptomiczng badanych linii komérkowych po
traktowaniu 1,25(OH),D; [107 M] po 24h. Dane przeanali-
zowano przy pomocy narzedzi bioinformatycznych. Komor-
ki pozbawione PDIA3 wykazaly zwigkszong wrazliwo$¢ na
1,25(0OH),D;, co prowadzito do zmniejszenia ich proliferacji
oraz migracji. Traktowanie 1,25(OH),D, zmienilo réwniez
profil ekspresji genéw w komorkach A431APDIA3 w pordw-
naniu do komérek A431WT, wskazujac na istnienie genéw
zaleznych od PDIA3. Co ciekawe, klasyczne cele dla recep-
tora witaminy D (VDR), tj. CAMP, TRPV6 byly regulowa-
ne w rézny sposob przez 1,25(0OH),D, w komoérkach dele-
cja PDIA3. Delecja PDIA3 obnizyta ekspresje genéw PTGS2,

MMPI2 i FOCAD zalezng od 1,25(0OH),D,. Geny te zostaly
zidentyfikowane jako zalezne od PDIA3.

Knockout PDIA3 skutkowat zmiang w ekspresji ponad 2000
genéw oraz modulowal proliferacje, cykl komérkowy oraz
mobilno$¢ komorek, sugerujac wazng fizjologiczng role
PDIA3 w komoérkach. Traktowanie komoérek 1,25(0H),D,
zmienilo profil ekspresji gendéw w linii komérkowej z de-
lecja PDIA3, w poréwnaniu do komérek typu dzikiego
(WT), wskazujac na istnienie efektow genomowych zalez-
nych od obecnosci biatka PDIA3. Dodatkowo, odpowiedZ na
1,25(0OH),D, w nowotworowych komdrkach A431 réznita sie
od uniesmiertelnionych keratynocytéw HaCaT, stosowanych
jako kontrola nienowotworowa. Zaréwno wyciszenie genu
PDIA3 i traktowanie komoérek 1,25(0OH),D;, przynajmniej
cze$ciowo odwraca ekspresje genéw zwigzanych z fenoty-
pem nowotworowym komorek A431. Tak wiec, ekspresja
genu PDIA3 moze by¢ markerem procesy nowotworzenia,
a bialko PDIA3 jest waznym modulatorem odpowiedzi ge-
nomowej na witamine D.
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Ekspresja biatka LC3-B w ré6znych podtypach molekularnych raka gruczotu
piersiowego - badania wstepne
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Autofagia, regulowana przez biatka zwigzane z autofagia,
umozliwia przetrwanie komérkom warunkdéw stresu, po-
przez czg$ciowy degradacje organelli w wakuolach autofago-
wych. Gléwnym markerem procesu jest biatko LC3-B, ktdre
w zaleznosci od izoformy punktowo znakuje autofagosomy
lub odpowiada za reakcje dyfuzyjng. Aktywacja lub inhibi-
cja autofagii zostala stwierdzona w wielu nowotworach, co
moze mie¢ zwigzek ze wzrostem poziomu onkoprotein oraz
progresja lub zahamowaniem rozwoju raka. Z drugiej strony,
w juz uksztaltowanym guzie, komérki nowotworowe indu-
kujg ten proces, w celu unikniecia apoptozy. Zatem rola au-
tofagii w przezyciu lub $mierci komérek raka pozostaje nie-
jednoznaczna. Celem badan bylo wykazanie aktywacji lub
hamowania autofagii w materiale klinicznym inwazyjnego
przewodowego raka piersi (IDC) oraz w badaniach in vitro.
Badania zostaly wykonane na fragmentach guzéw pobra-
nych od pacjentek z Dolnoslaskiego Centrum Onkologii
we Wroctawiu i zabezpieczonych do reakcji immunohisto-
chemicznych (IHC), do badan ultrastrukturalnych (bloczki
epoksydowe), w materiale mrozonym i w odczynniku RNA-
-later. Ocena reakcji IHC zostata przeprowadzona skalg wg
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Bortnik i in. (2020), w formie iloczynu wybarwionych ko-
morek nowotworowych i intensywnosci ekspresji cytopla-
zmatycznej oraz oszacowania poziomu autofagii w postaci
punkéw markera LC3-B. Badania kliniczne uzupelniono
badaniami in vitro z wykorzystaniem linii MCF-7 (rak lu-
minalny), SK-BR-3 (rak HER2+), MDA-MB-231 oraz BO2
(rak potrojnie negatywny).

Aktywacja autofagii miala miejsce w 142 przypadkach gu-
26w w komoérkach nowotworowych oraz w 201 przypadkach
w komorkach podscieliska tacznotkankowego z 243 podda-
nych ocenie. Obserwacje ultrastrukturalne i reakcje IF wy-
kazaly obecnos$¢ autofagosomdéw w materiale klinicznym
oraz we wszystkich liniach komérkowych, co potwierdzito
wynik reakcji IHC w formie punktéw LC3-B, odnotowanych
w 87 przypadkach guzéw. Ponadto odnotowano tendencje do
wigkszego nasilenia autofagii w raku o stopniu zlosliwosci
G2 i G3 oraz w podtypie potrdjnie negatywnym w porow-
naniu do raka luminalnego.

Aktywacja autofagii oraz obecnos¢ autofagosoméw w guzach
i wliniach komérkowych moze wskazywacé na role tego pro-
cesu w promowaniu przezycia komdrek nowotworowych.
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Zmiany w zawartosci receptoréw hormonu folikulotropowego oraz
luteotropowego w hipokampie szczuréw spontanicznie rozwijajacych
nadcisnienie tetnicze - zwierzecy model ADHD
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ADHD (zesp6! nadpobudliwosci psychoruchowej z deficy-
tem uwagi) jest jednym z najczgsciej wystepujacych zaburzen
wsrdd dzieci i mlodziezy. Coraz cze$ciej to zaburzenie dia-
gnozuje sie rowniez u osob dorostych. Wérdd najczestszych
objawow ADHD mozna wymieni¢ nadmierng ruchliwos¢
i impulsywno$¢, znaczne problemy z koncentracjg uwagi
oraz z pamigcig krotkotrwala. Strukturg, ktéra przetwarza
informacje znajdujgce si¢ w obrebie pamieci krétkotrwalej
jest hipokamp w ktérym wykazano obecno$¢ receptorow
hormonu folikulotropowego (FSHR) oraz luteotropowego
(LHR). Co wigcej, hormon luteotropowy ma zdolno$¢ modu-
lowania aktywnosci hipokampa, a jego podwyzszony poziom
wystepowal u mezczyzn z zaburzeniami hiperseksualnymi.
Z kolei, hormon folikulotropowy jest zaangazowany w roz-
wdj zaburzen afektywnych. Dlatego tez, celem badania byto
okreslenie zawartosci FSHR oraz LHR w hipokampie szczu-
réw spontanicznie rozwijajacych nadciénienie tetnicze (SHR)
oraz szczurdéw kontrolnych (Wistar Kyoto - WKY) w dwdch
stadiach rozwojowych: osobniki mtodociane w wieku 5 ty-
godni oraz dojrzale ptciowo w wieku 10 tygodni.

W celu okre$lenia zawarto$ci FSHR oraz LHR w hipokam-
pach pobranych od 5 i 10-tygodniowych szczuréw SHR
i WKY wykorzystano metod¢ ELISA. Uzyskane wyniki pod-
dano analizie statystycznej uzywajac testu Tukeya (Graph-
Pad Software, USA).

Zawarto$¢ FSHR i LHR w hipokampie byla znacznie obnizo-
na (p<0,02-0,004) u 10-tygodniowych SHR w poréwnaniu ze
zwierzetami grupy kontrolnej (WKY). Co wiecej, zawartos§é
tych receptoréw byla istotnie wyzsza (p<0,02-0,002) w ba-
danej strukturze u 10- tygodniowych WKY w poréwnaniu
z 5-tygodniowymi szczurami tego szczepu.

Obnizenie zawartosci receptoréw FSH i LH w hipokampie
10-tygodniowych szczuréw SHR sugeruje opdznienie w doj-
rzewaniu mézgu. Konieczne sg jednak dalsze badania w celu
poznania przyczyn tego zjawiska.

Finansowanie. Prezentowane badania zostaly sfinansowane
ze §rodkéw Narodowego Centrum Badan i Rozwoju (PL-TW
11/4/2015) oraz ze §rodkéw statutowych Wydziatu Lekar-
skiego Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olszty-
nie (61.610.008-110).

33


http://www.ejcem.ur.edu.pl/en/ 

Wydawnictwo UR 2023
ISSN 2544-1361 (online)

http://www.ejcem.ur.edu.pl/en/
European Journal of Clinical and Experimental Medicine
Eur J Clin Exp Med 2023

Wptyw iryzyny (Ir) na komérki srodbtonka i angiogeneze
niedrobnokomoérkowego raka ptuc (NSCLC) - badania wstepne

Katarzyna Nowinska’, Alicja Kmiecik', Aleksandra Piotrowska', Karolina Jabtoriska’,
Urszula Ciesielska', Marzenna Podhorska-Okotowz, Piotr Dziegiel

1Zaktad Histologii i Embriologii, Uniwersytet Medyczny, Wroctaw

2Zaktad Badan Ultrastrukturalnych, Uniwersytet Medyczny, Wroctaw

Jedna z przyczyn progresji nowotwordw sg naczynia powsta-
jace w guzach. Roznig sie one od tych, pojawiajacych sie
w procesie gojenia ran. Rdznice te dotycza m.in. obecnosci
integrynowych receptoréw aVp3 i aVp5 na powierzchni ko-
morek $rédblonka. Ligandem dla aVB5 mogtaby by¢ iryzyna
(Ir), ktorg zaobserwowano w komoérkach niedrobnokomor-
kowego raka ptuc (NSCLQC). Ir taczy si¢ z aV35 na osteocy-
tach aktywujac szlaki sygnatowe. Ekspresja genu FNDC5
(kodujacego Ir) wzrasta w fibroblastach ptucnych w obec-
no$ci komorek raka ptuc. Podwyzszony poziom Ir w pod-
$cielisku wplywa na progresje NSCLC i jest obserwowany
u pacjentéw z przerzutami odlegtymi. Celem pracy bylo zba-
danie zwigzku Ir z czynnikiem proangiogennym VEGFA
oraz markerami naczyniowymi CD-31 i CD34 w NSCLC.
Kolejnym celem bylo okreslenie wplywu Ir na komoérki
$rodblonka naczyn oraz zbadanie kolokalizacji Ir z aV 5,
VEGFRI1 i VEGFR2.

Badania przeprowadzono na archiwalnym materiale 360 gu-
z6w NSCLC w postaci mikromacierzy tkankowych (TMA)
oraz na linii komérkowej §rédblonka naczyn HMEC-1. Na
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TMA zostaly wykonane reakcje immunohistochemiczne
wykrywajace Ir, VEGFA, CD-31 i CD-34. Na komoérkach
HMEC-1 wykonano testy MTT po 24h inkubacji z r6znymi
stezeniami Ir i inhibitora (blokujacego aV5), a takze wy-
konano reakcje immunnofluorescencyjne badajace kolokali-
zacje¢ Ir z receptorami aVP5, VEGFR1 i VEGFR2. Uzyskane
dane zostaly poddane analizie statystycznej.
Zaobserwowano stabg dodatnig korelacje poziomu ekspre-
sji Ir z czynnikiem wzrostu $rédblonka naczynn VEGFA oraz
CD-34 w komérkach raka NSCLC, a takze w komérkach
podtypu gruczolakorakéw pluc (AC). Po 24h inkubacji z Ir
w stezeniu 1 ng/ul odnotowano wzrost przezywalnosci ko-
moérek HMEC-1. Przy uzyciu mikroskopu konfokalnego
zostalta zaobserwowana kolokalizacja Ir z integryng aV{5
i VEGFR2 w komoérkach $§rédbtonka naczyn HMEC-1.
Nie obserwowano natomiast kolokalizacji Ir z receptora-
mi VEGFRI.

Ir moze uczestniczy¢ w regulacji angiogenezy guzéw NSCLC
przez zwigzek z receptorem aV35 i wptywem na przezywal-
noé¢ komorek $rédbtonka naczyn.
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Uwrazliwianie opornych komérek nowotworowych piersi za pomoca
nanoczastek ztota w terapii borowo-neutronowej

Wiktoria Krakowiak?, Karolina Wéjciuk?, Michat Dorosz2, Magdalena Ptédowskar,
Aneta Wegierek-Ciuk?, Andrzej Wojciks, Anna Lankoff4, Halina Lisowska!

1Uniwersytet Jana Kochanowskiego, Kielce
2Narodowe Centrum Badan Jadrowych, Swierk

3 Katedra Biologii Molekularnej, Uniwersytet Sztokholmski, Sztokholm

4Instytut Chemii i Techniki Jgdrowej, Warszawa

Terapia borowo-neutronowa (ang. boron neutron capture the-
rapy - BNCT) to odmiana hadronoterapii, ktora jest oparta
na zdolno$ci nieradioaktywnego izotopu boru-10 do wy-
chwytu neutronéw termicznych lub epitermicznych. Sku-
teczno$¢ terapii zalezy od réwnomiernosci rozktadu izo-
topu boru-10 wewnatrz komérek nowotworowych. Celem
prowadzonych badan byta analiza wptywu nanoczastek
zlota na uwrazliwianie komdrek nowotworowych piersi
w terapii borowo-neutronowej. W badaniach wykorzysta-
no linie komérkowe nowotworowe piersi typu tréjujemne-
go - MDA-MB-231 oraz typu luminalnego - MCF-7. Ko-
morki poddawano dzialaniu promieniowania neutronowego
otrzymanego z reaktora badawczego MARIA znajdujacego
sie¢ w Narodowym Centrum Badarn Jadrowych w Swierku.
Dawka pochtonieta przez komoérki wynosila okoto 2,5 Gy.
Komorki napromieniano po 4 godzinach i 24 godzinach in-
kubacji z nanoczgstkami ztota. BPA dodawano 4 godziny
przed napromienianiem komoérek do kazdej probki zawie-

rajacej nanoczastki zlota. Odpowiednig ilo§¢ komorek roz-

siano do testu klonogennego po 24 godzinach od napromie-
nienia i powstale kolonie zliczano po 3 tygodniach. Rozktad
komorek w cyklu komérkowym mierzono za pomocg cyto-
metru przeplywowego (BD LSR II) po 24 godzinach od na-
promienienia komoérek. W przypadku testu klonogennego
w obu typach komoérek zaobserwowano istotny spadek prze-
zywalnos$ci po napromienieniu w prébach z dodanymi na-
noczgstkami zlota. W rozkladzie komérek w cyklu komoér-
kowym w przypadku MDA-MB-231 mozna zauwazy¢, ze
sg one zatrzymane w fazie G2 cyklu po napromienieniu. W
przypadku typu luminalnego MCF-7, nie zaobserwowano
proby, w ktorej przebieg cyklu komérkowego bytby catko-
wicie zablokowany. Uzyskane wyniki §wiadczg, ze dodanie
nanoczgstek zlota uwrazliwia komoérki nowotworowe piersi
poprawiajac tym samym skutecznos¢ terapii borowo-neutro-
nowej w szczegélnosci jesli chodzi o typ tréjujemny MDA-
-MB-231. Jednakze, dokladna przyczyna takich wynikow
nie jest obecnie znana i istnieje potrzeba dalszych badan.
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Ocena histopatologiczna neuroprotekcyjnego wptywu hydrozelowego
homogenatu porozogennych komoérek macierzystych na neurony
w doswiadczalnie uszkodzonym rdzeniu kregowym u trzody chlewnej

Matgorzata Tarnowska, Piotr Kuropka', Tomasz Gebarowski', Renata Nowaczyk?,

Marcin Wrzosek?

1Katedra Biostruktury i Fizjologii Zwierzat, Zakfad Histologii i Embriologii, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet

Przyrodniczy, Wroctaw

2 Katedra Choréb Wewnetrznych z Klinika Koni, Pséw i Kotow, Zaktad Diagnostyki Klinicznej i Laboratoryjnej, Wydziat

Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet Przyrodniczy, Wroctaw

Uszkodzenia rdzenia kregowego (SCI) s3 nadal jednym z naj-
powazniejszych probleméw w neurologii cztowieka. Jedna
z form terapii dajacych nadzieje na uzyskanie stabilizacji
tkanki pourazowej oraz jej ewentualng regeneracj¢ sg ko-
morki macierzyste, w tym porozogenne komorki macierzy-
ste. Celem przeprowadzonych badan byla ocena dzialania
zmodyfikowanego rusztowania zelowego z zawarto$cig ho-
mogenatu porozogennych komdrek macierzystych (HPKM)
o wlasciwosciach neuroprotekcyjnych na zwierzecym mode-
lu selektywnego uszkodzenia rdzenia kregowego

Zwierzeta podzielono na 3 grupy do$wiadczalne. W kazdej
z grup liczacych po 7 zwierzat, wykonano procedure kontro-
lowanego uszkodzenia rdzenia kregowego wedtug zatozo-
nego standardu, polegajaca na selektywnym jednostronnym
przecieciu powrdzka grzbietowego: I - kontrola, II - ruszto-
wanie zelowe bez HPKM, III - rusztowanie zelowe z zawar-
toscig HPKM. Material do badan stanowily wycinki rdzenia
kregowego, ktére po pobraniu utrwalano w 4% zbuforowa-
nej formalinie. Po plukaniu w biezacej wodzie, materiat od-
wodniono i zatopiono w parafinie. Skrawki o grubosci 7 pm
barwiono rutynowo hematoksyling i eozyng oraz fioletem
krystalicznym. Ponadto przeprowadzono reakcje immuno-
cytochemiczne w celu wykrycia GFAP i AIF1. W celu dalsze-
go pordwnania grup przeprowadzono analize pélilosciows
(skoring), w ktérej uwzgledniono nastepujace cechy: struk-
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ture wtdkien nerwowych, zachowanie perykarionéw komo-
rek nerwowych w obrebie rdzenia, brak obrzeku i naciekéw
zapalnych, zmiany kierunku przebiegu wiékien, dodatni wy-
nik dla GFAP, brak dodatniego wyniku dla AIF1.

Badania histologiczne wykazaly obecno$§¢ zaawansowa-
nej angiogenezy w miejscu przeciecia, ktdrej towarzyszyty
umiarkowane limfocytarno-makrofagowe nacieki zapalne
obserwowane gléwnie od strony opony miegkkiej rdzenia,
towarzyszace nowo powstalym naczyniom krwiono$nym.
Obrzek obserwowano w grupach I11III, podczas gdy w gru-
pie I wystepowala catkowita degeneracja nerwéw rdzenio-
wych. Na uwage zastuguje fakt utrzymania komoérek glejo-
wych grupy III w odcinku doogonowym rdzenia kregowego.
Ochronne dziatanie wytworzonego Zelu zawierajacego
HPKM uzyskano w nerwach wchodzacych i wychodzacych
z rdzenia kregowego oraz w obrebie zwojow miedzykrego-
wych.

Podzigkowania. Spotka Stem Cells Spin S.A. zrealizowala
projekt wspolfinansowany ze srodkéw Europejskiego Fundu-
szu Rozwoju Regionalnego w ramach Regionalnego Progra-
mu Operacyjnego Wojewodztwa Dolnoslaskiego 2014-2020:
»Opracowanie hydrozelu z homogenatem porozogennych
komorek macierzystych o dziataniu neuroprotekcyjnym na
tkanke rdzenia kregowego”.
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Modele nauczania maszynowego histologicznych preparatéw cyfrowych

Joanna Jagielska, Elzbieta Kaczmarek

Zaktad Bioinformatyki i Biologii Obliczeniowej, Katedra Patomorfologii i Immunologii Klinicznej, Uniwersytet Medyczny,

Poznan

Rozpoznawanie obrazéw histologicznych algorytmami na-
uczania maszynowego jest procesem automatycznego wy-
krywania i segmentacji komorek, ich jader lub wybranych
obszaréw preparatu spelniajacych okreslone kryteria. Wy-
brane obiekty sg kategoryzowane metodami statystycznymi
i modelami matematycznymi na podstawie cech morfolo-
gicznych. Celem pracy jest implementacja wielorozdziel-
czego modelu nauczania maszynowego do obiektywizacji
i interpretacji cech istotnych w diagnostyce i rokowaniu
przezycia chorych. Material i metodyka Material do badan
reakcji histochemicznej stanowily preparaty cyfrowe z wy-
ktadnikami wiéknienia w przewleklym zapaleniu watro-
by oraz alkoholowym uszkodzeniu watroby, wybarwione
H+E oraz czerwienia Syriusza. Material do oceny immu-
nohstochemicznej stanowily preparaty cyfrowe z nowotwo-
rem jelita grubego. Reakcje immunohistochemiczng z wy-
korzystaniem mysich przeciwciat anty-PCNA (klon PC10,
DakoCytomation) w stezeniu 1:100 wykonano metoda ABC.
Segmentacje¢ multirozdzielczg wykonano przy pomocy pro-
gramu Image-Pro Premiere (Media Cybernetics). Losowo
wybrano preparaty cyfrowe z potwierdzong diagnoza pato-
morfologa i wynikami segmentacji do zbioru obrazéw ucza-

cych (80%) oraz obrazéw do walidacji (20%). Utworzono
takze zbidr testowy preparatéw cyfrowych z nieokreslong
diagnozg i poddano go ocenie algorytmami nauczania ma-
szynowego. Wynik decyzji systemu uczacego zostal prze-
stany do weryfikacji patomorfologa. Wyniki Sredni procent
wldknienia §rédmiazszu watroby przy powigkszeniu obiek-
tywu 20x oraz przy $redniej rozdzielczo$ci wynosit 6,08+5,07
(prébkowanie systematyczne) oraz 5,70+4,34 (prébkowanie
losowe), natomiast przy wysokiej rozdzielczo$ci 5,98+5,29
(probkowanie systematyczne) i 5,47+4,37 (probkowanie loso-
we). Ocena liczby jader komérkowych PCNA+ przy powiek-
szeniu 20x i §redniej rozdzielczosci wyniosta 140+80 (préb-
kowanie systematyczne) oraz 133+75 (probkowanie losowe),
natomiast przy wysokiej rozdzielczosci 140£79 (probkowa-
nie systematyczne) i 135173 (prébkowanie losowe). Rdznice
powyzszych wynikéw nie byly istotne statystycznie (test Wil-
coxona). Wnioski W diagnostyce histopatologicznej skano-
wanie preparatow przy powigkszeniu 20-krotnym i $redniej
rozdzielczosci jest optymalne do wykonania analizy mor-
fometrycznej na podstawie podobrazéw losowanych syste-
matycznie (o ile nie dotyczy diagnostyki choréb rzadkich).
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Cyklina C jako potencjalny czynnik warunkujacy agresywnos¢ czerniaka
ztosliwego

Agnieszka Zuryn, Adrian Krajewski, Alina Grzanka

Collegium Medicum, Uniwersytet Mikolaja Kopernika, Torui

Celem pracy byla ocena roli biatka cyklu komdrkowego - cy-
kliny C w warunkowaniu agresywno$éci komdrek czerniaka
ludzkiego. Cyklina C wraz z kinazg cyklinozalezng CDK3
reguluje przejscie komérek z fazy GO do fazy Gl1, a takze
bierze udzial w procesie transkrypcji. Leczenie czerniaka,
a w szczegolnosci jego pdzinych stadiéw wceigz charaktery-
zuje niska skuteczno$¢. Zasadne jest zatem poszukiwanie
nowych szlakéw molekularnych, ktdre w przysziosci moga
by¢ celem terapii przeciwnowotworowej.

Model badawczy stanowily komercyjnie dostepne, linie ko-
moérkowe czerniaka ludzkiego, charakteryzujace sie zréz-
nicowanym stopniem agresywnosci. Po obnizeniu ekspre-
sji cykliny C w komoérkach oceniono proliferacje, zdolnoséé
do migracji oraz reakcje na zwigzki stosowane w leczeniu
czerniaka. Zastosowane metody: transfekcja wektorem wi-
rusa, test MTT, test migracji, test klonogennosci, cytometria
przeplywowa, immunofluorescencja.

Test MTT oraz tworzenia kolonii wykazaly, ze linie komoér-
kowe o obnizonej ekspresji cykliny C charakteryzuje nieco
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wieksze tempo wzrostu. Test migracji wykazal, ze pomimo
zwigkszenia proliferacji, komoérki z niska ekspresja cykliny
C charakteryzuje obnizona zdolno$¢ do migracji. Zaobser-
wowano réwniez zmiany w ekspresji markeréw zwigzanych
z przejsciem epitelialno - mezemchymalnym (EMT), ta-
kich jak wimentyna czy fibronektyna, natomiast nie zaob-
serwowano zmiany w ekspresji czynnika transkrypcyjnego
TWIST1, co sugeruje, ze zmiany w ekspresji wyzej opisa-
nych biatek sg regulowane przez inny czynnik transkryp-
cyjny. Test MTT oraz barwienie Aneksyng V wykazaly, ze
komorki o obnizonej ekspresji cykliny C charakteryzuja sie
zwigkszona opornos$cia na dziatanie cytostatykow.
Otrzymane wyniki sugeruje, ze cyklina C, moze stanowi¢
swoisty przetagcznik molekularny pomiedzy stanem, w kt6-
rym komorki nowotworowe namnazajg si¢, a momentem,
kiedy nabywaja zdolno$ci do migracji poprzez macierz ze-
wnatrzkomdrkowsa i mogg spowodowaé powstanie przerzu-
tu odleglego.
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Technika mikromanipulacji w badaniach nad starzeniem - replikacyjny
model starzenia drozdzy Saccharomyces cerevisiae

Karolina Stepien

Zaktad Histologii i Embriologii, Kolegium Nauk Medycznych, Uniwersytet Rzeszowski, Rzeszéw

Drozdze piekarnicze s3 uwazane za wazny uklad modelowy,
za pomocg ktérego z powodzeniem mozna bada¢ procesy
starzenia. W modelu tzw. replikacyjnego starzenia drozdzy
Saccharomyces cerevisiae, starzenie okreslone jest przez licz-
be komoérek potomnych jaka komdrka ,,matka” jest w stanie
wyprodukowa¢ w trakcie swojego zycia. Parametr ten okre-
$lany jest jako RLS. Dzigki asymetrii komoérek mozliwe jest
tatwe odréznienie komoérki ,,matki” od komoérki ,,corki” pod
mikroskopem optycznym. Dlatego tez RLS mierzy si¢ po-
przez fizyczne usuniecie komoérek potomnych wykorzystujac
w tym celu technike mikromanipulacji. W rzeczywistos$ci
RLS jest parametrem obrazujacym potencjat reprodukcyjny

na poziomie pojedynczej komorki. Jest to klasyczne podejscie

do replikacyjnego starzenia drozdzy S. cerevisiae. Metoda
ta zostata jednak udoskonalona. Dzigki temu istnieje takze
mozliwo$¢ okreslenia parametréw czasowych tj. catkowity
czas zycia komorki (bedacy suma czasu w jakim komorka
pozostawala w stanie reprodukcyjnym oraz czasu jaki ko-
morka przezyla w fazie po-reprodukcyjnej), czas w jakim
komorka pozostaje w stanie reprodukcyjnym oraz czas jaki
komorka jest w stanie przezy¢ w fazie po-reprodukcyjnej.
Dodatkowo mozna takze okresli¢ §redni czas podwojenia.
Dzieki takiemu podej$ciu model replikacyjnego starzenia
drozdzy S. cerevisiae z powodzeniem wykorzystywany jest
do odwzorowywania proceséw starzenia komoérek aktyw-

nych mitotycznie u wyzszych organizmoéw.
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Markery stresu oksydacyjnego w raku jasnokomoérkowym nerki

Sabina Galiniak, Marek Biesiadecki

Instytut Nauk Medycznych, Kolegium Nauk Medycznych, Uniwersytet Rzeszowski

Rak jasnokomorkowy nerki (ang. clear cell renal cell carci-
noma, ccRCC) stanowi 85% pierwotnych nowotworéw ner-
ki. Identyfikacja oksydacyjnych i nitrozacyjnych modyfikacji
bialek oraz okreslenie ich roli w ccRCC moze by¢ pomocne
w opracowaniu ukierunkowanych podej$¢ terapeutycznych.
Celem badania bylo okre§lenie poziomu stresu oksydacyj-
nego i nitrozacyjnego oraz jego roli w rozwoju i progresji
ccRCC. Material i Metodyka: Badana grupa sktadala si¢ z 48
pacjentéw z ccRCC i 30 zdrowych os6b, u ktérych oznaczono
stezenia markeréw stresu oksydacyjnego w surowicy. Dodat-
kowo oceniano korelacje pomiedzy stopniem zaawansowa-
nia nowotworu ocenianym wedltug klasyfikacji TNM oraz
wplywem obecnoéci angioinwazji na poziom markeréw stre-
su. Wyniki: Stezenie produktéw Amadori, 3-nitrotyrozyny
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i azotanéw/azotynéw byly podwyzszone, podczas gdy po-
ziom grup tiolowych byl obnizony w grupie 0séb z ccRCC
w poréwnaniu do os6b zdrowych (p<0,05). Wraz ze wzro-
stem stopnia zaawansowania nowotworu zaobserwowano
zwiekszenie stezenia produktéw utlenienia biatek i 3- nitro-
tyrozyny oraz obnizenie stezenia grup tiolowych. U pacjen-
téw z angioinwazja poziom azotandw/azotynéw i dialdehydu
malonowego byl znacznie wyzszy niz u pacjentéw, u ktoérych
nie wystepowala angioinwazja (p<0,01). Stres oksydacyj-
ny nasila si¢ wraz ze stopniem zaawansowania nowotworu
nerki ocenianym wedlug TNM i w przypadku obecnosci
angioinwazji. Wyniki wskazujg na ogélnoustrojowy stres
oksydacyjny w ccRCC, co sugeruje terapeutyczne zastoso-
wanie przeciwutleniaczy.
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Kalretynina (CR), jedno z biatek regulujagcych wewnatrzko-
moérkowa homeostaze jonéw Ca?+, odgrywa znaczaca role
w procesach rozwojowych mézgowia, uczestniczac w kontro-
li cyklu komdrkowego, proliferacji i procesach réznicowania,
miedzy innymi interneuronéw GABAergicznych (kwas gam-
ma-aminomastowy) prazkowia grzbietowego (StD). Wiado-
mym jest, iz ekspozycja ptodu na metabolity spozywane-
go przez matke alkoholu etylowego moze wptywa¢é na wzor
ekspresji CR przez rozwijajace sie neurony, zaktdcajac w ten
sposdb homeostaze Caz+, zaburzajac, np., zaréwno liczbe, jak
i wzér plodowej migracji komoérek z przysrodkowej wynio-
stoéci zwojowej. Celem naszych badan byto okreslenie liczeb-
nosci i wzoréw rozmieszczenia komoérek CR-pozytywnych
w StD potomstwa matek spozywajacych i niespozywajacych
alkohol w trakcie cigzy.

Badania przeprowadzono na noworodkach szczura (P0) linii
WHP (o wysokiej preferencji alkoholu, 5g/kg/24h i powyzej)
oraz pochodzacych z grupy kontrolnej (C; linia Wistar, brak
spozycia alkoholu). Noworodki szczura linii WHP pocho-
dzily zaréwno od matek, ktére pity alkohol podczas cigzy
(pWHP), jak i matek, ktore nie miaty dostepu do alkoholu

(nWHP). Liczebno$¢ komoérek CR-pozytywnych oceniano
na 12-um skrawkach StD barwionych immunofluorescen-
cyjnie; ponadto za pomoca testu ELISA oznaczono st¢zenia
CR w badanym osrodku.

Nie zaobserwowano réznic w rozmieszczeniu i morfologii
neurondéw CR+ pomiedzy analizowanymi grupami i mie-
dzy plciami: neurony CR+ rozproszone byty na terenie ca-
tego o$rodka, tylko w odcinku poczatkowym i koicowym
StD obserwowano wigksze skupienie neuronéw, zwlaszcza
w jego grzbietowej czesci. Analiza gestos$ci numerycznej in-
terneuronéw CR+ w StD noworodkéw wykazala obecnoéé
istotnych statystycznie réznic pomiedzy grupg C a pWHP,
oraz grupg nWHP a pWHP u samic. Test Elisa wykazat ilo-
$ciowe roznice w zawarto$ci CR w StD pomiedzy analizo-
wanymi grupami w obrebie plci oraz pomiedzy piciami, za
wyjatkiem nWHP.

Wryniki sugeruja wpltyw wysokiej dawki alkoholu na liczbe
interneuronéw CR+ nowonarodzonych szczuréw.
Finansowanie. Praca zostala sfinansowana w cze$ci przez
NCN, grant nr. DEC-2017/01/X/NZ5/01074.
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