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wynikow fascynujacego postepu w badaniach przyrodniczych, gtownie w biologii molekularnej i genetyce, srodowisku
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sprawozdania sg dostepne w formie elektronicznej.

Miejscem dziatalnosci Komisji jest Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu, w ktérym odbywaja sie
»opotkania dydaktyczno-naukowe KPM PAU we Wroctawiu” (dostepne takze przez Internet). Koszty zwigzane z zaproszeniem
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http://pau.krakow.pl/index.php/pl/wydarzenia/spotkania-komisji-przyrodniczo-medycznej-we-wroclawiu



http://pau.krakow.pl/index.php/pl/wydarzenia/spotkania-komisji-przyrodniczo-medycznej-we-wroclawiu

© © N o s W N

S S S S o = O =
N o 1A LW = O

SKEAD KOMISJI PRZYRODNICZO-MEDYCZNE] PAU
WE WROCLEAWIU

WYKAZ CZLONKOW (2018-2021)

Janusz BORATYNSKI (IITD PAN)

Anna CHEEMONSKA-SOYTA (IITD PAN, UP)

Tadeusz DOBOSZ (UM)

Irena FRYDECKA (IITD PAN)

Andrzej GAMIAN (IITD PAN, UM)

Pawel KAFARSKI (PWr)

Pawet KISIELOW (IITD PAN; czt. PAU)

Aleksandra KLIMCZAK (IITD PAN) - z-ca przewodniczacego
Bozena OBMINSKA-MRUKOWICZ (UP)

Egbert PIASECKI (IITD PAN)

Katarzyna PROSEK (IITD PAN) - sekretarz

Czestaw RADZIKOWSKI (IITD PAN; czt. PAU) - przewodniczacy
Malgorzata SASIADEK (UM)

Aleksander SIKORSKI (UW)

Andrzej SOKALSKI (PWr)

Zbigniew SZEWCZUK (UW)

Jolanta ZAKRZEWSKA-CZERWINSKA (IITD PAN, UW)



PROGRAM SPOTKAN W ROKU 2018

SPOTKANIE XXXVI 14 marca 2018

Prof. dr rer, nat. hab. JACEK R. WISNIEWSKI

Department of Proteomics and Signal Transduction,
Max-Planck Institute for Biochemistry, Martinsreid, Niemcy

,PROTEOMIKA WIELKOSKALOWA W BADANIACH PRZEWODU POKARMOWEGO”

SPOTKANIE XXXVII 25 kwietnia 2018
Prof. dr n. wet. ANDRZE]J MAZUR

Unite de Nutrition Humaine UMR, 1019 INRA/Universite Clemont Auvergne;
Centre INRA Clermont-Fd/Theix, Francja

+,NUTRIGENOMICA - DIALOG ZYWNOSCI Z GENAMI”

SPOTKANIE XXXVIII 19 wrzes$nia 2018
Prof. dr hab. med. JANUSZ RAK

The Research Institute of the McGill University Health Centre Montreal
Children's Hospital, Montreal, Quebec, Kanada

,CZESC I CALOSC W BIOLOGII NOWOTWOROW”

SPOTKANIE XXXIX 28 listopada 2018
Dr med. BARTOSZ GRZYWACZ
Laboratory Medicine&Pathology, University of Minnesota, Minneapolis MN, USA

»,KOMORKI NK (NATURAL KILLERS) - STRAZNICY ORGANIZMU
PRZECIWKO WIRUSOM I NOWOTWOROM”



ARCHIWUM SPOTKAN

W ROKU 2018



Zaproszenie

KOMISJA PRZYRODNICZO-MEDYCZNA PAU we WROCLAWIU
| MIASTO WROCLAW

zapraszaja na XXXVI otwarte spotkanie dydaktyczno-naukowe w dniu
14 marca 2018 roku

z udziatem Prof. Dr. Jacka R. Wisniewskiego

Department of Proteomics and Signal Transduction, Max-Planck Institute for Biochemistry,
Martinsried, Niemcy

Tytut wyktadu:

»PROTEOMIKA WIELKOSKALOWA
W BADANIACH PRZEWODU POKARMOWEGO”

Spotkanie odbedzie sie
o godz. 13.00, w Sali im. Stefana Slopka w Instytucie Inmunologii
i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wroctawiu,
ul. Rudolfa Weigla 12.

Prof. dr hab. med. Czestaw Radzikowski
Komisja Przyrodniczo-Medyczna PAU

¥R OCLAOW




Biographical information

Jacek Roman Wisniewski, Prof. Dr. rer. nat. hab.
Address:

Max-Planck-Institute of Biochemistry,

Department of Proteomics and Signal Transduction,
Am Klopferspitz 8, D-82152 Martinsried, Germany.
E-mail: jwisniew@biochem.mpg.de

Phone: +49 89 8578 2505
Summary:

Studied Chemistry and Biochemistry. Worked in Poland, Germany, Denmark and Canada.
Has academic and industrial experience. Conducted research teams with up to 30 scientists
and technicians. Has substantial experience in insect endocrinology, protein chemistry and
proteomics. Developed methods for large scale quantitative proteomic analysis of animal

tissue and clinical material.

Key scientific achievements:

e Developed the filter aided sample preparation FASP and related methods allowing in-
depth protein identification and mapping posttranslational modifications in complex
proteomes.

e Invented label and standard free computational approaches for determination of
protein concentrations (the Total Protein Approach) and protein copy numbers (the
Proteomic Ruler) in complex biological samples

e Discovered human proteins originating from translation of unpredicted ORFs (NARR
protein)

e Discovered two families of high-mobility proteins in dipteran insects

Publication metrics:

124 publications

7514 citations*

1139 citations in 2017*
Hirsh factor: 38*

*ISI, webofknowledge.com (Jan 2018)



Current position: Group leader
Academic degrees:

e Adjunct Professor at Uppsala University, Dept. of Pharmacology, 2017

e Professor (apl.) at University of Gottingen, Germany, 2000

e Habilitation (im Fach Entwicklungsbiologie), University of Gottingen, Germany, 1995
e Ph.D. (chemistry), Technical University of Wroctaw, Poland, 1986

e M.Sc. (pure and applied chemistry), University of Wroctaw, Poland, 1979

Teaching:

e At Technical University of Wroctaw
o 1979-1986 Laboratory courses in biochemistry, organic chemistry and
biotechnology
e At University of Gottingen
o 1989-2001 Laboratory courses in developmental biology
o 1995-2001 Lecture series: ‘Proteins and nucleic acids’
o 1989-2001 Supervisor to diploma and PhD students
o 2003-2005 Proteomic courses in Gottingen

Corporate experience:

e 2004-2005 Director of Biochemistry; Protana Inc., Toronto, Canada
e 2001-2004 Director of Protein Analysis / Biochemistry; MDS Proteomics Inc., Odense,
Denmark

Previous professional and educational positions:

e 1996-2000: Oberassistent, University of Gottingen,

e 1989-1996: Research Associate (wissenschaftlicher Assistent), University of Gottingen
e 1987-1988: Fellow of the Alexander von Humboldt Stiftung

e 1982-1986: Scientist, Technical University of Wroctaw

Editorial activities:

e Editor-in-Chief ‘Proteomes’, http://www.mdpi.com/journal/proteomes

e Editorial Board Member ‘Amino Acids’, https://link.springer.com/journal/726

e Advisory board member ‘Zoologia Poloniae’, http://www.degruyter.com/view/j/zoop

e Frequent reviewer for Nature Methods, Nature Communications, Analytical
Chemistry, Journal of Proteome Research, Journal of Proteomics, Proteomics

Professional carrier
A. Academic

1981-1990. Analysis of metabolism, transport and receptors of the juvenile hormones. (15
publications)


http://www.mdpi.com/journal/proteomes
https://link.springer.com/journal/726
http://www.degruyter.com/view/j/zoop

e Analyzed the activities of juvenile hormone (JH) binding proteins in the insect
haemolymph and peripheral tissues of Galleria mellonella and Chironomus thummi.
Described for the first time high affinity JH binding proteins from epidermal tissue.

e Studied synthesis and metabolism of the juvenile hormones during larval
development and metamorphosis of G. mellonella. Demonstrated reactivation of
juvenile hormone by the imaginal wing disc. Showed importance of epoxide
hydrolases for the regulation of JH titer.

e Developed a technique for visualization of juvenile hormone binding proteins on
blots using H3-labeled hormone. Discovered different classes of JH binding proteins
on 2D page blots

Methodology: protein binding and hormone metabolism assays using tritiated
hormones, protein purification techniques including gel filtration, isoelectric focusing,
gradient ultracentrifugation, in vitro hormone synthesis assays, thin-layer
chromatography, non-denaturing condition-2D-PAGE

Key publications

1. Tissue specific juvenile hormone degradation in Galleria mellonella. Wisniewski JR,
Rudnicka M, Kochman M. Insect Biochem. 1986, 16:843-849.

2. Identification of juvenile-hormone-binding proteins on blotted electropherograms
using tritiated juvenile hormones. Wisniewski JR. Experientia 1989, 45:1124-1128.

1990-2001. Structure and function of high mobility group (HMG) proteins (21 publications)

e |dentified and sequenced HMG proteins from dipteran insects. For the first time
demonstrated the occurrence of HMG proteins in invertebrates providing evidence
on DNA and proteins level.

e Expressed in bacteria the novel HMG proteins and studied their interaction with
DNA. Demonstrated strong DNA bending upon protein binding with essential
consequences in chromatin organization.

e Mapped posttranslational modifications of the HMG proteins and analyzed their role
in modulation of DNA binding showing that phosphorylation reduces the tightness of
the protein binging to DNA.

e Studied organization of the human HMG proteins complex with DNA. Identified
protein region involved in contact to DNA

e Raised antibodies against various HMG proteins and studied their subcellular
localization. Demonstrated a HMG protein variant-specific distribution of the HMG
protein in polytene chromosomes.

Methodology: Edman sequencing, amino acid analysis, cloning and expression in
bacteria, mobility shift assay, protein footprinting, DNA footprinting, LC-MS/MS analysis,
immunofluorescence, microinjection into Xenopus oocyte, fluorescence resonance
energy transfer (FRET)measurements, antibody production



Key publications

1.

Insect proteins homologous to mammalian high mobility group protein 1.
Characterization and DNA-binding properties. Wisniewski JR, Schulze E. J Biol Chem.
1992, 267:17170-7.

High affinity interaction of dipteran high mobility group (HMG) proteins 1 with DNA is
modulated by COOH-terminal regions flanking the HMG box domain. Wisniewski JR,
Schulze E. J Biol Chem. 1994, 269:10713-9.

Protein footprinting reveals specific binding modes of a high mobility group protein |
to DNAs of different conformation. Frank O, Schwanbeck R, Wisniewski JR. J Biol
Chem. 1998, 273:20015-20.

Constitutive phosphorylation of the acidic tails of the high mobility group 1 proteins
by casein kinase Il alters their conformation, stability, and DNA binding specificity.
Wisniewski JR, Szewczuk Z, Petry I, Schwanbeck R, Renner U. J Biol Chem. 199,
274:20116-22.

2006-2018 Development of methods for large scale proteomic analysis (>70 publications)

Developed filter aided sample preparation (FASP) methods for sample preparation.
These methods facilitate protein digestion and sample purification. A variation of the
method using multiple protein digestion steps significantly increases the number of
peptide and proteins identifications and offer and peptide fractionation strategy.
Analysis of the on-filter retained DNA enables calculation of cell number equivalents.

Established workflows for identification of proteins from formalin fixed and paraffin
embedded (FFFPE) tissue. Combination of heat induced antigen retrieval with the
FASP protocol enable analysis of minute amounts of microdissected FFPE material
with a proteome coverage of 10,000 proteins per sample.

Introduced and validated the ‘Total Protein Approach’ for absolute quantification of
proteins in complex protein mixtures without standards and biochemical assays. This
computational approach allows calculation of concentrations on a sole basis of mass
spectrometric data. Thus, often critical for analytical accuracy labelled standards,
calibration curves, and biochemical determination of total protein are no more
required.

Proposed the “Histone ruler” concept for calculation of protein copy number without
standards and cell counting. This concept bases on the experimental evidence that in
eukaryotic cells the mass of DNA roughly equals the mass of total histones. Since the
mass of DNA per cell is usually known the protein content per cell can be calculated
using the ‘Total Protein Approach’ data and the protein copy numbers can be
assessed.

Developed a fast and sensitive assays for determination of total protein and total
peptide. This methods basses on fluorescence of the ‘solvent accessible’ indole of
tryptophan. The method allows determination of total protein and peptides in the


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1512255
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1512255
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8144661
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8144661
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9685339
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9685339
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10400623
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10400623

presence on a variety of reagents, which are not compatible with classical
colorimetric assays such as BCA and Bradford. Because the assay directly exploits
spectral properties of proteins the measurements can be very fast.

Discovered proteins originating from translation of alternative and unpredicted DNA
sequences. The ‘nine amino acid repeat’ (NARR) proteins and the proteins with N-
terminal ET-extensions have been discovered by manual analysis of non-assigned
mass spectra.

Methodology: LC-MS/MS, ultrafiltration, fluorescence, antibody production, western

blotting

Key publications

1.

Universal sample preparation method for proteome analysis. Wisniewski JR,
Zougman A, Nagaraj N, Mann M. Nat Methods. 2009, 6:359-62.

Combination of FASP and StageTip-based fractionation allows in-depth analysis of the
hippocampal membrane proteome. Wisniewski JR, Zougman A, Mann M. J Proteome
Res. 2009, 8:5674-8.

Proteome, phosphoproteome, and N-glycoproteome are quantitatively preserved in
formalin-fixed paraffin-embedded tissue and analyzable by high-resolution mass
spectrometry. Ostasiewicz P, Zielinska DF, Mann M, Wisniewski JR. J Proteome Res.
2010, 9:3688-700.

Extensive quantitative remodeling of the proteome between normal colon tissue and
adenocarcinoma. Wisniewski JR, Ostasiewicz P, Dus K, Zieliiska DF, Gnad F, Mann M.
Mol Syst Biol. 2012, 8:611.

A "proteomic ruler" for protein copy number and concentration estimation without
spike-in standards. Wisniewski JR, Hein MY, Cox J, Mann M. Mol Cell Proteomics.
2014, 13:3497-506.

The impact of high-fat diet on metabolism and immune defense in small intestine
mucosa.Wisniewski JR, Friedrich A, Keller T, Mann M, Koepsell H.J Proteome Res.
2015, 14:353-65.

B. Corporate (2001-2005)

Worked on developing of proteomic platforms for drug target discovery.

Developed methods for proteomics analysis of membrane proteins. Methods for
enrichment of plasma membrane form frozen tissue and ‘on membrane’ protein
digestion allowed the first large scale identification of brain channels and
neurotransmitter receptors and their comparative analysis between distinct parts of
mouse brain.

Created approaches for identification of N-glycosylated peptides in plasma

Key publications


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19377485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19848406
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19848406
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20469934
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20469934
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20469934
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22968445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22968445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25225357
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25225357
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25285821
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25285821

1.

Integrated analysis of protein composition, tissue diversity, and gene regulation in
mouse mitochondria. Mootha VK, Bunkenborg J, Olsen JV, Hjerrild M, Wisniewski JR,
Stahl E, Bolouri MS, Ray HN, Sihag S, Kamal M, Patterson N, Lander ES, Mann M. Cell.
2003, 115:629-40.

Proteomic mapping of brain plasma membrane proteins. Nielsen PA, Olsen JV,
Podtelejnikov AV, Andersen JR, Mann M, Wisniewski JR. Mol Cell Proteomics. 2005,

4:402-8.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14651853
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14651853
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15684408
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Streszczenie wyktadu: Proteomika wielkoskalowa w badaniach uktadu pokarmowego

Podstawy proteomiki

W latach dziewiecdziesigtych minionego stulecia analiza biatek i peptydéw przy uzyciu
spektrometréw masowych zaczynata nabiera¢ znaczenia w naukach biologicznych. Ze wzgledu na
swoj potencjat badawczy, umozliwiajacy jednoczesne badanie duzej ilosci biatek, zostata ona,
przez analogie do genomiki i transkryptomiki - wielkoprzepustowych metod badan kwaséw
nukleinowych, nazwana proteomikg. Proteomika, obdarzona umiejetnoscia szybkiej i
jednoznacznej identyfikacji biatek, znalazta roznorodne zastosowania, przede wszystkim do
badania sktadu proteoméw, czyli kompozycji biatek w komodrce lub jej funkcjonalnych
podjednostek - organelli. Waznym nurtem proteomiki stato sie badanie oddziatywan biatek z
biatkami lub innymi skfadnikami komorki. Proteomika oferuje réwniez unikalne mozliwosci
badania modyfikacji potranslacyjnych. Analiza pozwalajgca na identyfikacje i oznaczenie
ilosciowe kilku tysiecy do ponad dziesieciu tysiecy biatek w jednym pomiarze nazywana jest
proteomika wielkoskalowg lub globalna.

Spektrometr masowy, ktéry jest motorem proteomiki, pozwala na pomiary masy biatek lub
peptyddéw oraz oznaczanie ich sekwencji aminokwasowej. Znajomos$¢ sekwencji oraz mas jest
podstawg identyfikacji biatek. Podczas gdy bezposrednia analiza biatek ma raczej marginalne
znaczenie jako narzedzie badawcze, analiza mieszanin peptydéw pochodzacych z
proteolitycznego trawienia biatek, tak zwana technika bottom-up, stata sie dominujacg metodg
proteomiczna.

W trawieniu biatek najwieksze zastosowanie ma trypsyna, ktéra w sposéb swoisty hydrolizuje
wigzania peptydowe, w ktére zaangazowane sg lizyna lub arginina. Tak przygotowane mieszaniny
peptydoéw poddaje sie jonizacji umozliwiajacej oznaczenie ich mas. W nastepnym etapie, w
drodze zderzen z czasteczkami gazu, zjonizowane peptydy poddawane sg dalszej fragmentacji.
Pomiary mas fragementdw daja podstawe do wyznaczenia sekwencji peptydéw. Ten
dwuetapowy proces spektrometryczny nazywa sie technikg tandemowa. Zdobyta w powyzszy
sposob informacja o sekwencji peptyddéw jest podstawg do identyfikacji biatek, ktéra jest mozliwa
przez poréwnanie z teoretycznymi sekwencjami wszystkich biatek przewidywanych przez analize
genomu badanego organizmu.

lloSciowe aspekty analizy proteomicznej

Z technicznego punktu widzenia, najwiekszg trudnoscig w analizie typu bottom-up jest zaréwno
ekstrakcja biatek, jakiich trawienie. Ze wzgledu na funkcje i budowe biatka sg bardzo roznorodne.
Jedne cytosolowe i dobrze rozpuszczalne w wodzie, inne btonowe, w duzej czesci ztozone z
hydrofobowych aminokwasdw wymagajg uzycia detergentdw lub rozpuszczalnikow organicznych
do ich rozpuszczenia. Uzycie detergentdw lub rozpuszczalnikéw czesto uniemozliwia trawienie
biatek trypsyna lub innymi proteazami.
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FASP jest jedng z popularnych metod konwers;ji biatek do peptydéw. Umozliwia ona uzycie silnych
detergentéw, takich jak SDS, ich usuniecie i trawienie zdenaturowanych biatek w buforach
dajgcych proteazom petng aktywnos¢ enzymatyczng. W koricowym etapie FASP-u peptydy
izolowane sg od niestrawionych substancji przez ultrafiltracje. Niski poziom zanieczyszczen
peptydoéw otrzymywanych tg metodg umozliwia wydajng identyfikacje peptydéw pochodzacych
od biatek zaréwno rozpuszczalnych, jak i btonowych.

Metoda FASP umozliwita po raz pierwszy analize biatek btonowych oraz ich modyfikacji
potranslacyjnych na duzg skale. Badania te umozliwity identyfikacje ponad 10000 miejsc
fosforylacji w biatkach mézgu. Innym przyktadem zastosowania FASP-u byta analiza N-glikozylacji,
modyfikacji wystepujacej jedynie w biatkach btonowych na powierzchni komaérki lub wewnatrz
cystern aparatu Golgiego i kanatéw retikularnych.

Do badania i zrozumienia sktadu proteomu oraz zjawisk z nim zwigzanych, takich jak regulacja
Sciezek sygnatowych, czy organizacja organelli komoérkowych, potrzebne sg pomiary iloSciowe.
Najczesciej stosowang metodyka jest wzgledne pordwnanie obfitosci biatek pomiedzy dwoma
albo wiekszg iloscig stanéw fizjologicznych. Powaznym mankamentem tej metody jest
niemozliwos¢ okreslenia stezen biatek, co jest szczegdlnie istotne w zrozumieniu oddziatywan
biatek z ligandami lub enzymdéw z ich substratami. Do oznaczania obfitosci biatek czesto
stosowane sg izotopowo znakowane standardy, ale podstawowym ograniczeniem takiego
podejscia analitycznego jest niska liczba biatek, ktére moga by¢ jednoczesnie badane.

Innym podejsciem w badaniu ilosciowym proteomu jest metoda Total Protein Approach, w ktérej
zawartos$¢ catkowitego biatka w analizowanej prébce definiowana jest przez catkowity sygnat
spektrometryczny mierzony w catej analizie (Ryc. 1). Natomiast stezenie kazdego biatka

F ti total tein(i) = —————F—
raction of total protein(i) Total MS_signal

g protein (i)
Total MS_signal |g total protein

,"'Fraction of total protein(i) =

Concentration of protein(i) =

l tein (i
Total MS_signal mol protein (1)]

Total MSgignq X MW |g total protein

Ryc. 1. Podstawy ilosciowego oznaczania biatek z wielkoskalowych danych proteomicznych
metodgq Total Protein Approach. ‘MS_signal (i)’ to suma intensywnosci widmowych wszystkich
peptydow pochodzacych z biatka (i), natomiast ‘Total MS_ signal‘ to catkowity sygnat
widmowy pochodzgcy od wszystkich peptydéw.
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odpowiada sumie intensywnosci widm wszystkich jego peptydow. A zatem informacja
intensywnosci widmowych zawarta w duzych zbiorach danych otrzymywanych przez proteomike
wielkoskalowg umozliwia jednoczesne obliczenie stezen tysiecy biatek. Nalezy tu podkreslié, ze
Total Protein Approach pozwala na okres$lanie stezen biatek bez potrzeby stosowania
jakichkolwiek standardéw, czy tez oznaczania zawartosci biatka w probce. Nie wymaga ona
wstepnego definiowania biatek, ktérych stezenia majg by¢ zmierzone.

Niejako pochodng metody Total Protein Approach jest Proteomic Ruler, ktéra, korzystajac z
informacji o zawartosci histondw w stosunku do pozostatych biatek, umozliwia oszacowanie
rozmiarow komorki, a co za tym idzie, mozliwo$¢ obliczenia ilosci czasteczek biatek lub ich
komplekséw przypadajacych na jedng komérke (liczba kopii) (Ryc. 2). Nalezy tu podkresli¢, ze
obliczenia te takze nie wymagajg zadnych dodatkowych pomiardw, takich jak liczenie komérek,
a zatem dostarczajg absolutnej informacji bazujgcej jedynie na pomiarze spektrometru
masowego.

Differentiated cells 2n

DNA mass per nucleus

Histone MS_signal
Total MS_signal

Total protein per cell =

mass of DNA =~ sum of DNA m.p.n. = 6.5x10*2 g in human cells
masses of all histones

octamer of core histones:

H2A, H2B, H3, H4 (each one x2) Protein, copy number = [protein;] X N, X Total protein per cell

core DNA

6.5x10712 Protein; MS_signal

Protein; copy number = N, MW, Histone M5, signal
i b

histone H1 linker DNA

Ryc. 2. Proteomic Ruler umozliwia oznaczenie ilosci czasteczek biatek przypadajacych na
komérke. Wykorzystuje ona to, ze w komorkach eukariotéw masa histonéw jest niemal réwna
masie DNA. Dzieki temu, ze masy DNA przypadajgce na komoérke sa znane, mozliwe jest
obliczenie zawartosci catkowitego biatka w komoérce na podstawie proporcji intensywnosci
sygnatow widmowych pochodzacych z histonéw i wszystkich pozostatych biatek.

Poniewaz liczba kopii biatka zalezy od wielkosci komérki, a stezenie biatka nie, obydwie te
wartosci mogg opisywac innego rodzaju zmiany w komodrce. Na przyktad, liczby kopii biatka
trafniej opisujg zmiany w obrebie jgdra komdrkowego, a stezenia lepiej pokazujg potencjat
metaboliczny enzymow w cytoplazmie.
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Opracowane przez nas metody proteomiki wielkoskalowej, staty sie dla nas narzedziem wielu
analiz komorek, tkanek, czy tez organéw pochodzenia ludzkiego lub zwierzecego. Istotng czescia
naszych badan byty analizy narzagdéw uktadu pokarmowego, w tym jelita cienkiego, grubego oraz
watroby.

Zmiany w jelicie cienkim spowodowane dietg wysokottuszczowa

Jelito cienkie jest gtéwnym miejscem absorpcji i przekazywania do organizmu substancji
odzywczych: weglowodandw, biatek i ttuszczy. Jakkolwiek fizjologia tych proceséw byta przez
dziesieciolecia przedmiotem réznorodnych badan, czesé jej molekularnych podstaw wecigz jest
przedmiotem kontrowersji. Takze zmiany adaptacyjne komdrek nabtonkowch (enterocytéw)
zaleznie od rodzaju przyjmowanego pokarmu nie mogty by¢ analizowane kompleksowo. Uzycie
proteomiki wielkoskalowej umozliwito oznaczenie obfitosci tysiecy biatek, w tym
odpowiedzialnych zaréwno za homeostaze enterocytéw, jak i za mechanizmy transportowe.

1 Translation (P= o 011)
_ Ribosome (P<0.001) h s
X (P <0.001) sy
£ g — o Clathnn
£ voO e COP1 ‘
= 0.1 Niiclons 40S ye COP2 o®
o s *ApoB48 |\
% RNA (P =0.001)
2 processing
(@]
g 0014 Spliceosome k Basolateral
" e (P <0.001) ER Golgi plasma Lymph
& . Pn membrane
Srsf Snmp %o
0.0014 (P =0.005) Protein processing / Transport

Ryc. 3. Dieta wysokottuszczowa stymuluje synteze biatek oraz ich aktywne przemieszczanie sie
wewnatrz komoérki. Wyraznie podniesiony jest mechanizm transportu tfuszczy w postaci
chylomikronéw. Symbole czarne - normalna dieta, symbole czerwone - wysokottuszczowa.
Obfitos¢ biatek lub komplekséw jest wyrazona w procentach catkowitego biatka.

Poréwnanie proteoméw nabtonka jelita myszy karmionych dieta normalng i jelita myszy
odzywianych pokarmem wysokottuszczowym wykazato istotne zmiany. Ogdlnie, dieta
wysokottuszczowa podnosi aktywnos$é produkcji biatek i ich transportu wewngtrzkomoérkowego
(Ryc. 3). Towarzyszy jej podniesiony metabolizm oksydatywny w mitochondriach. Ponadto dieta
wysokottuszczowa obniza poziom podjednostek przeciwciat i skfadnikédw kompleksu
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histokompatybilnosci I, co moze odzwierciedla¢ obnizong odpornos¢ i tolerancje
immunologiczna.

Proteom komadrek nabtonkowych jelita grubego i jego transformacja w gruczolaku i raku

Celem tego projektu byto zbadanie i poréwnanie proteomdw komodrek nabtonkowych jelita
grubego i wywodzgcych sie od nich gruczolakéw i komérek rakowych. Materiatem klinicznym byty
tkanki utrwalone formaling i zatopione w parafinie (FFPE; formalin fixed and paraffin embedded).
W badaniach tych zastosowane zostaty wtasne protokoty izolacji komodrek i ekstrakcji biatek.
Poniewaz uzyte tu metody nie sg w zaden oczywisty sposéb uzaleznione od wiasciwosci
fizykochemicznych biatek, umozliwiajg one analize wielkoskalowg proteomdéw, w ktorej
odzwierciedlony zostat naturalny rozktad obfitosci biatek w komadrkach.

A B
~ Adenema
o @ * Normal * Adenoma
.o g 8" ® Cancer
= ‘0' Normal £ 7 cEACAS
40  ® colon ® Z 6{%.® eCEACAS
e ® 2 CEACAT
S . I "\.‘ ® P53
Q- o = oo KRAS
E £ 44 %
o e B o S APC
O 1 ® g 31 95% of proteins \
, Cancer 2 24 ‘
® @ =t 4 v
0- J

. L .

Component 1 Ranked proteins
Ryc. 4. Analiza proteoméw nabtonka jelita grubego oraz komodrek jego gruczolaka i raka.
(A) Analiza gtéwnych sktadowych pokazuje istotne roznice w proteomach trzech badanych
typow komorek. (B) Obfitos¢ biatek roposciera sie na 7 rzedéw wielko$ci, podczas gdy liczba
kopii okoto 95% biatek, w tym biatek zwigzanych z etiologig raka (TP53, APC, KRAS) oraz jego
markeréw (CEACA), miesci sie w przedziale 4 rzedéw wielkosci.

Kompletna analiza trzech rodzajéw komodrek umozliwita identyfikacje ponad 10.000 biatek, z
czego obfitos¢ okoto 30% rdznita sie w sposdb statystycznie znaczgcy pomiedzy kazdym z trzech
badanych proteomoéw. Potencjalnie kazde z tych biatek moze by¢ rozwazane jako biomarker, a
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duza czes¢ z nich, jako biatek docelowch w projektowaniu nowych lekéw. Otrzymane wyniki
stanowig pierwszy, i jak dotad jedyny bliski komprehensywnosci, ilosciowy opis proteomdw
prawidtowego nabtonka oraz jego gruczolaka i raka.

Perspektywa

Wyktad ten ma na celu przedstawienie aktualnych mozliwosci proteomiki, jakkolwiek w jego
ramach jedynie niektére metody proteomiki mogg zosta¢ oméwione. W centrum uwagi znajduje
sie proteomika wielkoskalowa, umozliwiajgca systemowe spojrzenie na komorke, ktdre w
znacznym stopniu rozszerza mozliwosci badawcze stworzone przez inne wielkoprzepustowe
analizy, takie jak genomika, czy transkryptomika. Podczas gdy macierzowe badania RNA
pozwalajg jedynie na uchwycenie wzglednych zmian w komdrce, proteomika wielkoskalowa
dostarcza informacje o podtozu termodynamicznym, gdyz stezenia biatek, czy liczby ich
czasteczek, sg wartosciami bezposrednio interpretowalnymi w kategoriach biochemii i fizjologii.

Ze wzgledu na ograniczong dostepnosc¢ spektrometréw masowych, jak i wzglednie diugi czas
analiz, proteomika wielkoskalowa wcigz pozostaje metodg gtdwnie dostepng specjalistom.
Rozpowszechnienie jej jest jednak jedynie kwestig czasu. Coraz szybsze i dostepniejsze
urzadzenia sprawig, ze globalne analizy proteomdw stang sie rutynowg metodg analityczng, takg
jaka sg dzis elektroforeza zelowa, czy western blot, i je zastgpig.



Komisja Przyrodniczo-Medyczna PAU we Wroclawiu

Sprawozdanie z XXXV Spotkania naukowo-dydaktycznego

W dniu 14 marca 2018 r. odbyto si¢ w Instytucie Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN im. Ludwika Hirszfelda XXXVI Spotkanie dydaktyczno-naukowe
zorganizowane przez Komisj¢  Przyrodniczo-Medyczng PAU we  Wroctawiu,
wspotfinansowane ze srodkéw Gminy Wroctaw.

Przed wyktadem Dyrekcja Instytutu i cztonkowie Komisji spotkali si¢ w Sali
konferencyjnej z zaproszonym wyktadowca, prof. dr Jackiem Wisniewskim, ktory swoja
droge naukowg rozpoczal uzyskaniem stopnia doktora chemii na Politechnice Wroctawskiej
w 1986 roku. Obecnie pracuje w Max-Planck-Institute of Biochemistry, Department
of Proteomics and Signal Transduction (Martinsried, Niemcy).

O godzinie 13:00 w Auli im. Stefana Slopka rozpoczeto si¢ spotkanie dydaktyczno-
naukowe, ktore otworzyt przewodniczacy Komisji, prof. Czestaw Radzikowski. Uroczyscie
powitat nowych czlonkéw Komisji oraz stuchaczy (ok. 110 0sob), wsrod ktorych wigkszos¢
stanowili uczniowie i nauczyciele z liceow nr IV, X i XV, ponadto byli obecni studenci,
doktoranci oraz pracownicy naukowi Instytutu. Nastgpnie przedstawil zgromadzonym
sylwetke naukowg 1 dorobek wyktadowcy (informacja biograficzna w zalaczeniu).

O godzinie 13:10 rozpoczat si¢ wyktad pt. ,,Proteomika wielkoskalowa w badaniach
ukladu pokarmowego”. Prof. Wisniewski nakreslit zarys wyktadu: co to jest proteomika,
jak dziata spektrometr masowy, ilosciowe aspekty proteomiki i jej praktyczne zastosowanie
w badaniach jelita.

Proteomika pozwala na identyfikacje i oznaczenie ilo$ciowe kilku tysiecy do ponad
dziesigciu tysiecy biatek w jednym pomiarze. Opracowane przez zespol prof. Wisniewskiego
metody proteomiki wielkoskalowej, staly si¢ narzedziem wielu analiz komorek, tkanek,
czy tez organdw pochodzenia ludzkiego lub zwierzecego. Istotng czes$cig badan byly analizy
narzagdoéw uktadu pokarmowego, w tym jelita cienkiego, grubego oraz watroby. W wyniku
tych badan wykazano, ze dieta wysokotluszczowa stymuluje synteze bialek oraz ich
aktywne przemieszczanie si¢ wewnatrz komodrki. Wywoluje znaczace  zmiany
w komorkach nabtonka. Ze wzgledu na ograniczong dostgpnos¢ spektrometréw masowych,
jak 1 wzglednie dtugi czas analiz, proteomika wielkoskalowa wcigz pozostaje metoda gtownie
dostepng specjalistom. Rozpowszechnienie jej jest jednak jedynie kwestig czasu.

Wyktad byl bardzo interesujacy, dobrze zaplanowany i przejrzyscie ilustrowany.
Przystepny jezyk przekazu wzbudzal zainteresowanie mtodziezy, ktora stuchata wyktadu
w skupieniu.

Ciekawy temat sprowokowal pracownikéw naukowych Instytutu oraz gosci
z Uniwersytetu Wroctawskiego, Politechniki Wroctawskiej i Uniwersytetu Medycznego
do dyskusji, ktorg kontynuowano na spotkaniu przy kawie w Sali Konferencyjnej.

W XXXVI spotkaniu uczestniczyli cztonkowie KPM PAU: prof. prof. J. Boratynski,
A. Klimczak, K. Prosek, Cz. Radzikowski, Z. Szewczuk. Profesorowie: Pawel Kisielow
I Wactaw Sokalski usprawiedliwili swoja nieobecnosc.

Sprawozdanie przygotowata:
Katarzyna Prosek Prof. dr hab. med. Czestaw Radzikowski
Przewodniczacy KPM PAU



Zaproszenie

KOMISJA PRZYRODNICZO-MEDYCZNA PAU we WROCLAWIU
I MIASTO WROCLAW

zapraszajg na XXXVIl otwarte spotkanie dydaktyczno-naukowe w dniu
25 kwietnia 2018 roku

z udziatem Prof. dr. Andrzeja Mazura

Unité de Nutrition Humaine, UMR 1019 INRA/ Université Clermont Auvergne;
Centre INRA Clermont-Fd/Theix, Francja

Tytut wyktadu:

+NUTRIGENOMIKA - DIALOG ZYWNOSCI Z GENAMI”

Spotkanie odbedzie sie
o godz. 13.00, w sali im. Stefana Slopka w Instytucie Inmunologii
i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wroctawiu,
ul. Rudolfa Weigla 12.

Prof. dr hab. med. Czestaw Radzikowski
Komisja Przyrodniczo-Medyczna PAU

FREDELAN




Prof. dr Andrzej Mazur — informacja biograficzna

Studia na Woydziale Medycyny Weterynaryjnej we Wroctawiu (na obecnym Uniwersytecie
Przyrodniczym) ukonczyt w roku 1978, gdzie przez nastepne trzy lata pracowat na stanowisku
asystenta. W 1982 roku uzyskat dyplom DEA (Masters) w zakresie, Endokrynologia/Rozwdj, a w 1986
stopien doktora (Ph.D.) na Uniwersytecie Blaise Pascal w Clermont-Ferrand (we Francji), wykonujac
prace badawcze nad zaburzeniami metabolicznymi u przezuwaczy w INRA (Narodowy Instytut Badan
Agronomicznych). Zainteresowania naukowe Prof. Mazura nastepnie ukierunkowaty sie w strone
prewencji zywieniowej zaburzen metabolicznych i wynikajacych z nich choréb przewlektych u ludzi.
Prowadzone badania dotyczyty w duzej mierze mikrosktadnikéw pokarmowych i miaty na celu ocene
ich biodostepnosci, efektéw fizjologicznych i skutecznosci w prewencji. Od 1990 roku pracuje na
stanowisku Chargé de Recherche (odpowiednik Adiunkta), a od 1998 roku na stanowisku Directeur
de Recherches (odpowiednik Profesora) i petni funkcje kierownika zespotu badawczego w INRA
Centrum Clermont-Ferrand/Theix. Od 2016 roku petni funkcje dyrektora ,Unité de Nutrition
Humaine” INRA/Université Clermont Auvergne. Ma w swoim dorobku ponad 200 publikacji
naukowych (ponad 6 tys. cytowan wg Web of Science). Prof. Mazur jest od zatozenia w 1992 roku
cztonkiem Centrum Badan nad Zywieniem Cztowieka (CRNH) regionu Auvergne, gdzie od wielu lat
petni role koordynatora tematyki ,zywienie, prewencja chordb naczyniowych i zespotu
metabolicznego”. Prof. Mazur ma silne wiezi wspotpracy z placdwkami naukowymi w Polsce w tym
we Wroctawiu z Uniwersytetem Przyrodniczym, z IITD PAN im. Ludwika Hirszfelda oraz z
Uniwersytetem Medycznym. Zostat odznaczony Medalem Honorowym Wydziatu Medycyny
Weterynaryjnej oraz Medalem za zastugi dla Akademii Rolniczej we Wroctawiu. Tytut naukowy
profesora RP uzyskat w 2006 roku. W 2014 roku Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu nadat Prof.
Mazurowi tytut doktora honoris causa. Prof. Mazur jest od wielu lat cztonkiem licznych stowarzyszen
naukowych, w tym miedzynarodowego stowarzyszenia badan nad magnezem (SDRM), w ktérym
petnit funkcje prezydenta, a aktualnie jest jego wiceprezydentem. Rowniez aktywnie uczestniczy w
dziatalno$ci miedzynarodowego stowarzyszenia nutrigenomiki - NuGO. Byt wielokrotnie
wspotorganizatorem kongresdw i sympozjow naukowych krajowych i miedzynarodowych. Prof.
Mazur od 2007 roku petni funkcje gtéwnego redaktora miedzynarodowego pisma naukowego
,Magnesium Research” i od 2012 roku redaktora dziatu ,Zywienie” w ,Polish Journal of Food and
Nutrition Sciences”. Jest réwniez cztonkiem rad wydawniczych licznych pism naukowych.

Skrécony zyciorys zawodowy

Andrzej Krzysztof MAZUR
Ur. 25 lipca 1955 roku w Czestochowie

Miejsce zatrudnienia

Unité de Nutrition Humaine, UMR 1019 INRA/Université Clermont Auvergne
Centre INRA Clermont-Fd/Theix, 63122 Saint Genés Champanelle, Francja

e-mail: andre.mazur@inra.fr

Dyplomy i tytuty

1978 - Lekarz medycyny weterynaryjnej — Akademia Rolnicza we Wroctawiu (obecnie Uniwersytet
Przyrodniczy)

1982 - DEA/Master, Endokrynologia/Rozwéj, Uniwersytet Clermont Il/Blaise Pascal

1986 - Doktorat, Uniwersytet Clermont Il/Blaise Pascal

2006 - Profesor RP, nauki weterynaryjne

2014 - Doktor honoris causa Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu
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Przebieg kariery

1978 - Asystent — Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Instytut Patologii i Terapii Zwierzat, Akademia
Rolnicza we Wroctawiu (obecnie Uniwersytet Przyrodniczy)

1982 - Studia doktoranckie i postdoktorant - Laboratoire des Maladies Métaboliques, INRA, Theix,
Francja

1990 - Chargé de Recherche (odp. Adiunkt), Unité des Maladies Métaboliques et Micronutriments,
INRA, Theix

1998 - Directeur de Recherche, Unité de Nutrition Humaine, INRA, Theix; aktualnie Directeur de
Recherche 1ere classe (odp. Profesor)

2016 — Dyrektor, Unité de Nutrition Humaine, INRA/Université Clermont Auvergne

Petnione funkcje (aktualnie lub w ostatnich latach)

- INRA - Unité de Nutrition Humaine, Clermont/Theix - Kierownik zespotu naukowego (Equipe de
recherche) «Micronutriments et Santé Cardiovasculaire»; od 2016 r. Dyrektor, Unité de Nutrition
Humaine, INRA/Université Clermont Auvergne

- CRNH - Centre des Recherches en Nutrition Humaine (Centrum Badan nad Zywieniem Cztowieka)
regionu Auvergne - cztonek biura naukowego i koordynator tematyki ,,zywienie, prewencja chordb
naczyniowych i zespotu metabolicznego”

- ANSES (Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I’'environnement et du travail)
- francuska Narodowa Agencja ds. bezpieczedstwa sanitarnego zywnosci, srodowiska i pracy -
cztonek statego komitetu ekspertéw ,Zywienie cztowieka” (kadencja 2013-2015) i grupy roboczej
»Zagrozenia toksykologiczne zywnosci dla matych dzieci” (2014-2015)

- SDRM - miedzynarodowe stowarzyszenie badarn nad magnezem - Prezydent (2009-2010) i
wiceprezydent (aktualnie)

- Gtéwny wydawca (Editor-in-chief) miedzynarodowego pisma naukowego ,,Magnesium Research”
od 2007 i wydawca dziatu ,Zywienie cztowieka” (Nutrition section Editor) w Polish Journal of Food
and Nutrition Sciences od 2012 oraz Cztonek Rady wydawniczej pism: Trace elements and
Electrolytes; Folia Histochemica et Cytobiologica. Pisma krajowe: Acta Scientiarum Polonorum —
Zootechnika; Nauka Przyroda Technologie;

Odznaczenia

- Medal Honorowy Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej we Wroctawiu, 2002
- Medal za zastugi dla Akademii Rolniczej we Wroctawiu, 2005.
- Medal Warszawskiej Szkoty Fizjologii Zwierzat, 2012

Wybadr publikacji

1. Barber-Chamoux N, Milenkovic D, Verny MA, Habauzit V, Pereira B, Lambert C, Richard D, Boby C, Mazur A,
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Response to an Acute Intake of Curcumin: A Randomized Controlled Trial. Mol Nutr Food Res. 2018 Mar;62(5).
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protectins, differentially and dose-dependently modulate the inflammatory response in human macrophages:
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Prof. dr Andrzej Mazur

Streszczenie wykfadu:
Nutrigenomika — Dialog zywnosci z genami

W 2010 roku miatem zaszczyt wygtosi¢ wyktad w ramach Spotkan dydaktyczno-naukowych Komisji
Przyrodniczo-Medycznej Polskiej Akademii Umiejetnosci we Wroctawiu i méwigc wdwczas o
mikrosktadnikach pokarmowych i ich zwigzku ze zdrowiem, nawigzatem do rozwijajgcej sie dziedziny
nauki - nutrigenomiki. Rosngce zainteresowanie zaleznos$cig miedzy odzywianiem a zdrowiem oraz
nowe odkrycia w dziedzinie biologii molekularnej, chemii analitycznej i biochemii doprowadzity do
szybkiego rozwoju nutrigenomiki, opartej w duzej mierze na szerokiej gamie nowych technologii
wielkoskalowych (ang. high-throughput; omics), np. genomiki, transkryptomiki, proteomiki,
metabolomiki. W ostatnich latach btyskawiczny rozwéj technologiczny przyczynit sie tez do pogtebienia
wiedzy o mikroflorze, gtdwnie przewodu pokarmowego, poprzez szeroko zakrojong analize profilu
genetycznego i metabolicznego tej spotecznosci drobnoustrojow.
W dzisiejszym wyktadzie przedstawione zostang aktualne mozliwosci badan w zakresie nutrigenomiki.
Beda ilustrowane przyktadami z literatury i badan wtasnych, zaréwno przedklinicznych, jak i

Nutrigenetyka,  Nutrigenomika i ,OMICS” odnosi sie do innowacyjnych
Genomika zywieniowa. Nutrigenetyka  platform technologicznych w dziedzinie
zajmuje  sie  badaniem  wplywu  genetyki, genomiki, proteomikii
zmiennosci genetycznej organizmu na  metabolomiki. Narzedzia te pozwalaja
jego reakcje na sktadniki pokarmowe.  nam wykrywac i identyfikowac wiele
Natomiast, nutrigenomika, w jaki  réinych czasteczek, takich jak DNA,
sposob skladniki odiywcze wplywaja  RNA, biatka, peptydy, lipidy i

na ekspresje genéw. W literaturze  metabolityw réznych biologicznych
czesto termin nutrigenomika (zwana  przedziatach, takich jak krew, osocze,
réwniez ,genomika 2ywieniowg”),  mocz, $lina, tkanki, flora bakteryjna ...
obejmuje zaréwno nutrigenomike, jak i

nutrigenetyke.

Gtéwnym celem nutrigenetyki jest wyjasnienie wptywu zmiennosci genetycznej na odpowiedz
organizmu na diete oraz na interakcje miedzy dietg a chorobg. Sekwencjonowanie ludzkiego genomu
ujawnito znaczng genetyczng heterogenicznos¢ w ludzkich populacjach. Odkryto miliony
polimorfizméw pojedynczych nukleotyddw (ang. single-nucleotide polymorphism - SNP) i ich liczne
zwigzki z odzywianiem. Rozpoznano wiele choréb o podtozu jednogenowym, w przypadku ktérych
zmiana w odzywianiu moze zapobiec lub zmniejszy¢ jej objawy (np. fenyloketonuria, nietolerancja
laktozy, galaktozy, czy alkoholu ...). Poznanie sekwencji genomu ludzkiego i rozwdj technik biologii
molekularnej umozliwia prowadzenie analizy na poziomie catego genomu. Badania asocjacyjne catego
genomu (ang. genome-wide association study - GWAS) umozliwiajg identyfikacje markeréw
genetycznych, ktére zwigzane sg ze zwiekszonym ryzykiem choréb przewlektych, w tym tych mogacych
miec zwigzek z odzywianiem np. otytos$¢, nadcisnienie, cukrzyca, hiperlipemia, niektére nowotwory ...
Poza znanymi przypadkami choréb o podtozu jednogenowym powszechnie choroby majg podtoze
ztozone wielogenowe, co w interakcji z czynnikami srodowiskowymi (w tym odzywianie) utrudnia
zrozumienie patogenezy, jak i zapobieganie tym chorobom.



Dziedzina nutrigenomiki obejmuje wiele dyscyplin i obejmuje wptyw diety na stabilnos¢
genomu, zmiany epigenomu, ekspresje RNA i mikro-RNA (transkryptomika), ekspresje biatka
(proteomika) i zmiany poziomu metabolitow (metabolomika). Nutrigenomika przyczynita sie w duzym
stopniu do zidentyfikowania i zrozumienia interakcji na poziomie molekularnym miedzy sktadnikami
pokarmowymi (odzywczymi i innymi sktadnikami bioaktywnymi) i organizmem. Przytocze tutaj nasze
badania nad poznaniem mechanizméw bioaktywnosci roslinnych sktadnikéw pokarmowych w
zapobieganiu dysfunkcjom naczyniowym. Prowadzone badania przedkliniczne i kliniczne z uzyciem
narzedzi nutrigenomiki pozwolity na okreslenie mechanizméw dziatania wybranych polifenoli w
ochronie naczyn przed stresem metabolicznym czy zapalnym. Na poziomie srédbtonka naczyniowego
wykazalismy, ze liczne polifenole, w badaniach zywieniowych u ludzi i zwierzat doswiadczalnych, oraz
ich metabolity in vitro wptywajg na ekspresje genéw (na poziomie RNA i microRNA) zwigzanych z
adhezjg leukocytéw i reakcjg zapalng. Zblizone badania nad metabolitami pochodzgcymi z utleniania
nienasyconych kwasow ttuszczowych n-3 in vivo pozwolity na identyfikacje metabolitow o
potencjalnych wiasciwosciach przeciwzapalnych i przeciwmiazdzycowych. Nalezy podkresli¢, ze w
zaleznosci od ustalonych celdw badawczych, badania sg prowadzone z uzyciem , omics” otwartych,
badania catego transkryptomu lub metabolomu, lub ukierunkowanych na grupe gendow czy
metabolitéw.

Zmiany na poziomie transkryptomu, epigenomu, proteomu oraz metabolomu mogg
odzwierciedla¢ modyfikowalne, krotko Ilub dtugoterminowe, odpowiedzi w celu utrzymania
homeostazy, w tym réwniez na diete. Zdolnos¢ odpowiedzi organizmu, tzw. plastycznos¢ fenotypowa,
jest niezbednym elementem odpowiedzi na diete. Nieodpowiednia dieta i brak odpowiedniej
plastycznosci mogg doprowadzi¢ do zaburzenia homeostazy i w konsekwencji do zaburzen
metabolicznych i standw chorobowych. Mozna oceni¢ plastycznosé organizmu poprzez zbadanie
odpowiedzi po obarczeniu dietg lub sktadnikami odzywczymi (ttuszcz, glukoza, fruktoza, , Western
diet”, metionina ...). PrzeprowadziliSmy liczne badania nad odpowiedzig organizmu na stres
metaboliczny wywotany dietg, zaréwno po positku (ang. postprandial), jak i krétko i
dtugoterminowych. Badania prowadzone na zwierzetach doswiadczalnych (szczur, mysz, Swinia)
karmionych dietg wysoko ttuszczowa lub/i bogata w cukier majg na celu wywotanie insulinoopornosci
i zespotu metabolicznego. Pokazalismy przy uzyciu tych modeli, ze zmiany trajektorii metabolicznej
Sledzone przy uzyciu metabolomiki poprzedzajg objawy kliniczne i klasycznie oznaczane parametry
biochemiczne. Zidentyfikowane metabolity lub specyficzne sygnatury metaboliczne sg aktualnie
oceniane jako potencjalne wczesne markery rozwoju zespotu metabolicznego i cukrzycy typu 2.

O fenotypie wspdlnie z genotypem decydujg czynniki srodowiskowe (zmiany klimatyczne,
zanieczyszczenie $rodowiska, praktyki zywieniowe, ...). Eksposom jest pojeciem odpowiadajgcym
wszystkim ekspozycjom na czynniki sSrodowiskowe, ktérym podlega organizm od jego poczecia do
konca zycia. W odrdznieniu od toksykologdw, ktérzy ograniczajg eksposom do zwigzkéw toksycznych,
niektdrzy autorzy poszerzajg eksposom o czynniki socjoekonomiczne, styl zycia, reakcje organizmu na
wpltywy Srodowiska, metabolizm .... W ciggu ostatnich lat coraz lepiej poznane zostato znaczenie
mechanizméw epigenetycznych w regulacji ekspresji genéw pod wptywem srodowiska. Epigenetyke
mozna zdefiniowac jako dziedziczone somatycznie stany ekspresji genéw wynikajace ze zmian w
strukturze chromatyny bez zmian w sekwencji DNA, w tym metylacji DNA, modyfikacji histonéw i
przebudowy chromatyny. W dziedzinie zywienia, zjawiska epigenetyczne sg wyjgtkowo wazne,
poniewaz sktadniki odzywcze i inne bioaktywne sktadniki zywnosci mogg przez te modyfikacje zmieniaé
ekspresje gendw na poziomie transkrypcji. Przyktadowo, foliany (wit. B-9), wit. B-12, metionina,



cholina i betaina mogg wptywac na metylacje DNA i metylowanie histondw. Zmiany epigenetyczne
dotycza nie tylko organizmdw podlegajgcych bezposredniej ekspozycji, ale takze kolejnych pokolen
poprzez trans generacyjne dziedziczenie cech epigenetycznych. Wiele prac na modelach zwierzecych
wskazuje na zwigzek miedzy zywieniem i wzrostem w okresie perinatalnym a fenotypem i pojawieniem
sie zaburzen metabolicznych w wieku dorostym (ang. Nutritional programming). W tym zakresie
prowadzone w naszej jednostce badania na modelu mysim wykazaty, ze niedozywienie podczas cigzy i
laktacji wptywa na stopien metylacji promotora leptyny u zwierzat dorostych i ze ta metylacja jest
skorelowana ze zmianami w regulacji leptyny. Otrzymane wyniki podkreslajg znaczenie przedziatu
czasowego, w ktérym zachodzi stres zywieniowy matki i konsekwencje zdrowotne objawiajgce sie w
pdzniejszym wieku u potomstwa np. w rozwoju zespotu metabolicznego.

Czes¢ metabolomu organizmu, najczesciej badanego w ptynach ustrojowych, ktéry pochodzi
metabolome” (metabolom pokarmowy). Réznorodnos$¢ konsumowanych pokarmdéw zawierajgcych
tysigce sktadnikow przyczynia sie do niezwyklej ztozonosci i zmiennosci ,food metabolomu”. Jego
analiza dostarcza cennych informacji o spozywanych pokarmach i umozliwia identyfikacje zaleznosci
pomiedzy spozywanymi skfadnikami pokarmowymi a zdrowiem w badaniach klinicznych i
epidemiologicznych. Pozwala na monitorowanie ekspozycji na diete, uzupetniajac lub nawet
zastepujgc tradycyjne pomiary np. z pomocg wywiadu 24-godzinnego, lub kwestionariusza
czestotliwosci spozycia. Zastosowanie spektrometrii masowej umozliwia pomiary z wysokim
poziomem szczegétowosci i doktadnosci. Zaletg badan w zakresie food metabolomu jest réwniez
pozyskanie danych o metabolitach sktadnikow pokarmowych, co pozwala na ocene ich biodostepnosci
i identyfikacje metabolitow bioaktywnych wynikajgcych z ich metabolizowania. Nasza jednostka
badawcza jest od wielu lat zaangazowana w badania nad food metabolomem i przyczynita sie do
stworzenia internetowej bazy danych PhytoHub poswieconej sktadnikom roslinnym pozywienia i ich
metabolitom u ludzi, zidentyfikowanych za pomocg spektrometrii mas. Réznorodnos¢ zwigzkow i brak
komercyjnych standardéw dla metabolitéw pochodzacych z tych sktadnikéw zywnosci jest gtdwnym
ograniczeniem w rozwoju food metabolomu. Niedawno stworzona biblioteka chemiczna FoodComEx
ma na celu utatwienie dzielenia sie dostepnymi w réznych laboratoriach danymi, wyizolowanymi lub
syntetyzowanymi zwigzkami i standardami.

Jakie s perspektywy i ograniczenia w rozwoju i zastosowaniu nutrigenomiki? Rozwdj
nutrigenomiki jest zalezny od wielu czynnikdw takich jak dalszy postep w opracowaniu narzedzi
analitycznych, harmonizacji analiz w réznych laboratoriach, stworzenia i utrzymania bibliotek (np.
chemicznych dla metabolomu) i wspdlnych repozytoriow danych. Ogromnym wyzwaniem
pozwalajgcym na petne wykorzystanie danych z analiz omicznych, jest ich integracja z innymi danymi:
medycznymi, laboratoryjnymi i obrazowymi, o $rodowisku i stylu zycia, w tym o zywieniu. Integracja
tych danych jest zalezna w duzej mierze od postepu w informatyce i bioinformatyce umozliwiajgcego
analize danych masowych. Niezaprzeczalnie nutrigenomika, wraz z integracjg tych réznorodnych
danych, pozwoli na dalsze dogtebne poznanie ztozonych zaleznosci miedzy dietg, mechanizmami
molekularnymi dziatania sktadnikow pokarmowych i zdrowiem. W ten sposéb moze przyczynic sie to
do lepszej oceny potrzeb zywieniowych i opracowania bardziej precyzyjnych i spersonalizowanych
zalecen zywieniowych. Niemniej, ztozono$¢ diety, trudnos$é doktadnej oceny dietetycznej wraz ze
znikomym, lecz wieloletnim wptywem odzywiania na stan zdrowia sktania tez do refleksji nad
racjonalnym zastosowaniem nutrigenomiki, szczegdlnie na szerokg skale. Czynnikami warunkujgcymi
dalszy rozwdj i rozpowszechnienie nutrigenomiki beda tez aspekty etyczne i prawne.
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Komisja Przyrodniczo-Medyczna PAU we Wroctawiu

Sprawozdanie z XXXVII Spotkania naukowo-dydaktycznego

W dniu 25 kwietnia 2018 r. odbyto si¢ w Instytucie Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej
PAN im. Ludwika Hirszfelda XXXVI Spotkanie dydaktyczno-naukowe zorganizowane przez
Komisj¢ Przyrodniczo-Medyczng PAU we Wroctawiu, wspolfinansowane ze $rodkéw Gminy
Wroctaw.

Przed wykladem Dyrekcja Instytutu i czlonkowie Komisji spotkali si¢ w Sali konferencyijne;
z zaproszonym wykladowcg, prof. dr Andrzejem Mazurem, absolwentem Wydzialu Medycyny
Weterynaryjnej (obecnego) Uniwersytetu Przyrodniczego, ktéry nadal Mu tytul doktora honoris
causa w 2014 roku. Od 2016 roku prof. Mazur petni funkcje dyrektora ,,Unite de Nutrition Humaine”
INRA/Universite Clermont Auvergne (Francja). Ma w swoim dorobku ponad 200 publikacji
naukowych.

O godzinie 13:00 w Auli im. Stefana Slopka rozpoczelo sie spotkanie dydaktyczno-naukowe,
ktore otworzyl przewodniczacy Komisji, prof. Czestaw Radzikowski. Uroczys$cie powitat stuchaczy
(ogotem ok. 140 os6b) zgromadzonych w Auli oraz w holu przed Aulg, wsérdd ktoérych wiekszogé
stanowili uczniowie i nauczyciele z licedow nr VII, VIII i XV, ponadto byli obecni studenci,
doktoranci oraz pracownicy naukowi Instytutu. Nastgpnie przedstawit zgromadzonym sylwetke
naukowg i dorobek wyktadowcy (informacja biograficzna w zalgczeniu).

Prof. Mazur rozpoczat wyklad pt. ,Nutrigenomika — Dialog Zywnos$ci z genami” od
wyjasnienia poje¢ dot. nowych technologii wielkoskalowych (,,—omics”). Dziedzina nutrigenomiki
obejmuje wiele dyscyplin i obejmuje wplyw diety na stabilno$¢ genomu, zmiany epigenomu,
ekspresj¢ RNA i mikro-RNA (transkryptomika), ekspresj¢ biatka (proteomika) i zmiany poziomu
metabolitéw (metabolomika). Nutrigenomika przyczynita si¢ w duzym stopniu do zidentyfikowania
i zrozumienia interakcji na poziomie molekularnym miedzy sktadnikami pokarmowymi
(odzywezymi i innymi sktadnikami bioaktywnymi) i organizmem. Nutrigenomika pozwoli na dalsze
doglebne poznanie zlozonych zaleznosci miedzy dieta, mechanizmami molekularnymi dzialania
skfadnikéw pokarmowych i zdrowiem. W ten sposdéb moze przyczynic si¢ to do lepszej oceny potrzeb
zywieniowych i opracowania bardziej precyzyjnych i spersonalizowanych zalecen zywieniowych.

Wyktad byl bardzo interesujacy i przejrzyscie ilustrowany. Licznie zgromadzona mlodziez z
zainteresowaniem stuchala wyktadu, zwracajac uwage na zagrozenia zwigzane z dostepem firm
ubezpieczeniowych do informacji o stosowanej diecie, ujawnianych na portalach spolecznosciowych.

Ciekawy temat sprowokowat pracownikéw naukowych Instytutu oraz gosci z Uniwersytetu
Wroctawskiego do dyskusji, ktorg prowadzono na spotkaniu przy kawie w Sali Konferencyjnej.

W XXXVII spotkaniu uczestniczyli cztonkowie KPM PAU: prof. prof. J. Boratynski, A.
Chelmonska-Soyta, T. Dobosz, I. Frydecka, A. Klimczak, E. Piasecki, K. Prosek, Cz. Radzikowski,
W. Sokalski. Profesorowie: Pawet Kisielow, Bozena Obminska-Mrukowicz, Malgorzata Sgsiadek i
Zbigniew Szewczuk usprawiedliwili swojg nieobecnosé.
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Sprawoz‘%‘r/zﬁ przygotowala: Przewodniczagcy KPM PAU

Katarzyna Prosek



Zaproszenie

KOMISJA PRZYRODNICZO-MEDYCZNA PAU we WROCLAWIU
I MIASTO WROCLAW

Zapraszaja na XXXVIIl otwarte spotkanie dydaktyczno-naukowe w dniu
19 wrzesnia 2018 roku

z udziatem Prof. dra hab. Janusza Raka

The Research Institute of the McGill University Health Centre,
Montreal Children’s Hospital, Montreal, Quebec, Kanada

Tytut wyktadu:
~CZESC 1 CALOSC W BIOLOGII NOWOTWOROW”

Spotkanie odbedzie sie
o godz. 13.00, w sali im. Stefana Slopka w Instytucie Inmunologii
i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wroctawiu,
ul. Rudolfa Weigla 12.

Prof. dr hab. med. Czestaw Radzikowski
Komisja Przyrodniczo-Medyczna PAU

FREDELAN




Prof. dr hab. Janusz Rak — informacja biograficzna

Janusz Rak jest profesorem na Wydziale Pediatrii (Full Professor) Uniwersytetu McGill
w Montrealu (Kanada). Jest takze kierownikiem Katedry (Jack Cole Chair) Dziecigcej
Hematologii i Onkologii oraz kierownikiem Laboratorium Kancerogenezy i Angiogenezy.

Od 2009 jest rowniez profesorem Uniwersytetu im. Masaryka w Brnie (Republika
Czeska), a od 2007 doktorem habilitowanym Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej
(ITD) im. L. Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu. W 2017 Janusz Rak zostat
mianowany Cztonkiem Zagranicznym Polskiej Akademii Nauk.

Janusz Rak ukonczyt studia na Wydziale Lekarskim Akademii Medycznej we Wroctawiu
(1980). Po odbyciu stazu podyplomowego (1981) rozpoczat studia doktoranckie w IITD,
gdzie uzyskat stopien doktora nauk medycznych (1986) w dziedzinie onkologii
eksperymentalnej. Jako stypendysta programu Fullbrighta odbyt studia podoktorskie
w Instytucie Fundacji Nowotworowej Stanu Michigan (Michigan Cancer Foundation) w Detroit
(USA), a nastepnie W instytutach S. Lunenfelda oraz Sunnybrook w Toronto (Kanada).
W jednostkach tych zajmowal stanowisko asystenta a nast¢pnie pracownika naukowego
(scientist), pracujac pod kierunkiem profesora Roberta Kerbela (1993-1999).

W latach 2000-2006 Janusz Rak pracowal na stanowisku profesora na Wydziale
Medycznym na Uniwersytecie McMaster w Hamilton (Kanada), a nastgpnie (od 2006)
na Uniwersytecie McGill w Montrealu (Kanada), gdzie obecnie kieruje 12-osobowym zespotem
badawczym.

Zainteresowania naukowe Janusza Raka dotycza badan nad komunikacja
miedzykomorkowa jako sita napgdowa w procesie nowotworzenia. Badania te obecnie
koncentrujg si¢ na roli mikropecherzykow (extracellular vesicles), w tym exosomow, w regulacji
procesOw naczyniowych towarzyszacych nowotworzeniu, takich jak angiogeneza, aktywacja
uktadu krzepnigcia oraz ich biologicznych nastepstw, w tym regulacji biologicznej komorek
drzemigcych (dormant cells), inicjujacych (stem cells) oraz inwazyjnosci zto§liwych
nowotworow mozgu.

Janusz Rak wniost do badan swoje koncepcje onkogennej kontroli procesow formowania
unaczynionego podscieliska nowotworowego (stroma), w tym regulacji czynnikow
angiogennych (1995). Badania te uwidocznity réwniez role komorek $rodbtonka w regulacii
zachowania komorek nowotworowych (1994), role onkogenéw w nowotworowej zakrzepicy
(2005). Wykazat rowniez zjawisko miedzykomorkowego rozprzestrzeniania onkogennych biatek
jako czesci sktadowej nowotworowych mikropecherzykow (2008), w tym ich zdolnos¢ do
miedzykomorkowej transmisji onkogennego DNA (2016). Kontynuacja tych badan wykazata
zwigzki pomiedzy podtypami molekularnymi nowotworéw mozgu i regulacja czynnikow
angiogennych, krzepniecia, oraz mikropecherzykoéw, jak rowniez ich rolg w procesie
nowotworzenia (2014). Zainteresowania koncentruja si¢ takze na badaniu roli oddzialywan
mi¢dzykomorkowych z udzialem mikropecherzykow w biologii komorek inicjujacych glejaka
(glioma stem cells) oraz w odpowiedzi tych komoérek na leki przeciwnowotworowe (2018).

Janusz Rak jest autorem lub wspotautorem 155 prac naukowych i 3 patentow, jest tez
recenzentem prac naukowych, cztonkiem komisji grantowych i kolegiow redakcyjnych szeregu
czasopism. Jego program badawczy jest sponsorowany przez szereg Kanadyjskich fundacji
(CIHR, CCSRI, FRSQ, Cole Foundation), w tym prestizowego programu Foundation Grant.
Wspolpracuje z siecig placowek naukowych w roznych krajach, w tym takze z Instytutem
L. Hirszfelda we Wroctawiu i kieruje rozwojem naukowym wielu doktorantow, stazystow
podoktorskich oraz personelu technicznego. Jest rowniez cztonkiem specjalistycznych
towarzystw naukowych (ISEV, AACR, SNO, ASH).
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Prof. dr hab. Janusz Rak
Streszczenie wyktadu: CZESC I CALOSC W BIOLOGII NOWOTWOROW

»Cze$¢ 1 calos¢” jest parafraza tytulu ksigzki Wernera Heisenberga, jednego z najbardziej
wptywowych i - z wielu wzgledow - kontrowersyjnych postaci w nauce dwudziestego wieku.
W ksigzce tej rozwazane sg zmagania umystu ludzkiego (fizyki) ze $wiatem materii, jej prostoty
i ztozono$cig, oraz sposobami ich poznania'. Choé to odlegta analogia, role przypisywane ideom,
obserwacji i technologii w nauce wydaja si¢ rowniez niezwykle wazne w badaniach przyrodniczych,
w tym w zmaganiach medycyny z brzemieniem chordb nowotworowych.

Technologia jest ogromna sila3 w rozwigzywaniu medycznych zagadek i, co najwazniejsze,
w przywracaniu ludzkiego zdrowia i1 nadziei. A jednak, mozna argumentowac, jest to warunek
konieczny, ale niewystarczajacy, jak instrument bez partytury. Dlaczego przy obecnym poziomie
zrozumienia czynnikdw genetycznych, sekwencjonowania genomu w pojedynczych komorkach,
ogromnego potencjatu komputerowej analizy danych z uzyciem sztucznej inteligencji, fenomenalnego
postepu immunoterapii oraz trwalych sukcesow w stosowaniu lekow celowanych i antyangiogennych
niektore typy nowotwordow staly si¢ uleczalne, a inne nie? Dlaczego nie potrafimy sobie poradzic¢
z nowotworami ptuc, trzustki czy mozgu? Moze po prostu nie potrafimy ich jeszcze zrozumie¢ albo nie
zadajemy wlasciwych pytan?

W przetlomach medycznych czesto odgrywa role intuicja, przypadek lub oparty na fragmentarycznej
wiedzy szczg$liwy zbieg okolicznoséci. Dodaja one smaku badaniom naukowym, ale nie sg ich celem.
W badaniach nad nowotworami celem jest znalezienie mechanizmu biologicznego (programu lub
algorytmu), ktory bytby na tyle specyficzny i niezastapiony, ze jego uszkodzenie spowodowatoby
zatamanie si¢ procesu nowotworzenia (wyleczenie), i na tyle prosty zeby dalo si¢ go uszkodzi¢
dostgpnymi metodami. Takim mechanizmem jest, na przyktad, zalezno$¢ rakéw nerki od naczyn
krwionos$nych, blokada odpowiedzi immunologicznej w niektorych formach czerniaka lub uzaleznienie
komorek przewlektych biataczek szpikowych od niektérych zmutowanych biatek transformujacych
takich jak BCR-ABL. Skutecznos$¢ lekow takich jak sunitinib, bevacizumab, nivolumab, czy imatinib
symbolizuje, czesto nieoczekiwane, przypadki odnalezienia takich kluczowych mechanizméw
i wrazliwych na terapie elementow w patologii niektoérych (niestety nie wszystkich) chordb
nowotworowych. Jak sprawi€, zeby postep w tej dziedzinie oparty byl na mocniejszych podstawach
koncepcyjnych, i przez to byt bardziej uniwersalny, przewidywalny, podatny na naukowg ekstrapolacje
(tak jak lot kosmiczny w nieznane czy konstrukcja nowego drapacza chmur).

Wsrdd wielu teorii, ktore usitowaty wyjasni¢ proces nowotworowy szczegdlne znaczenie ma, dzi§
powszechnie zaakceptowana, koncepcja onkogendéw?. To mutacyjne lub regulacyjne (epigenetyczne)
zaburzenia w funkcji niektorych genow miatyby przeksztatcaé je w sile napedzajaca raka (driver
genes), a ich komorkowe siedlisko w komorki rakowe. Dziatoby si¢ tak albo poprzez nabycie
wlasciwosci stymulujacych niekontrolowany wzrost (onkogeny), lub przez utrate fizjologicznej
aktywnosci przeciwwzrostowej (geny supresorowe). Od czasu krystalizacji tej koncepcji w latach
1970-tych, wyrdznienia jej Nagroda Nobla (1989) i pdzniejszego zawrotnego rozwoju wywarta ona
ogromny wplyw na rozumienie, diagnozowanie i leczenie chorob nowotworowych. Sugerowata przy
tym, ze nowotworzenie daje si¢ sprowadzi¢ do autonomicznego i, w zasadzie, wewnatrzkomoérkowego
zaburzenia biochemicznego, ktére mozna precyzyjnie zdefiniowa¢ w ramach istniejacych szlakoéw
1



sygnalizacyjnych, 1 farmakologicznie skorygowac, lub wykorzysta¢ do unicestwienia zmutowanych
komorek. Onkogeny takie jak BCR-ABL, RAS, BRAF, EGFR, HER2, MET zostaly obszernie zbadane
1 dzi$ niektore z nich daja si¢ skutecznie neutralizowa¢ lekami celowanymi. Leki te staly si¢ podstawa
terapii w niektorych biataczkach, czerniakach, rakach gruczolu piersiowego, jelita i innych typach
nowotworzenia. A jednak, nie wszystko idzie wedlug planu.

Glejak  wielopostaciowy  (glioblastoma multiforme — GBM) jest jednym 2z najlepiej
scharakteryzowanych nowotwordéw ludzkich, ktory najczgsciej pojawia si¢ nagle i w okolo 30%
przypadkow zawiera transformujgce mutacje receptora naskdrkowego czynnika wzrostu wariantu
trzeciego (EGFRVIII), ktory wydawalby si¢ niemal idealnym celem terapeutycznym. Biatko to jest
silnie transformujace, nie wystgpuje w normalnych komorkach i nie ma fizjologicznej roli, jest tez
immunogenne (zdolne do wywotania odpowiedzi odpornosciowej) i stymuluje angiogeneze (wzrost
naczyn krwionosnych). Pomimo to GBM nie odpowiada trwale ani na leki celowane, ktore skutecznie
blokuja EGFRUVIII, ani na szczepionki przeciwko temu biatku ani na zadne formy terapii celowane;,
immunologicznej, chemicznej czy antyangiogennej’. Przyczyna takiego stanu rzeczy jest nieznana.
Wydaje si¢ jednak, ze patogeneza GBM nie daje si¢ zamknag¢ w ramach wewnatrzkomorkowej
transformacji takim czy innym zmutowanym onkogenem i jest w niej co$ dodatkowego, co$, czego
jeszcze nie rozumiemy i czemu nie umiemy si¢ przeciwstawic.

Ryc 1. Onkogeny jako modulatory mikrosrodowiska nowotworowego
(EGFRvIN jako przyklad)
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Badania wykazuja, ze GBM funkcjonuje nie jako zbiér autonomicznych zmutowanych komorek,
nosicieli onkogenéw, ale jako ich zorganizowany i wysoce zrdznicowany zespot. W tym przypadku
dziatanie onkogenéw nie tylko zmienia procesy wewnatrzkomdrkowe, ale rowniez interakcje migdzy
populacjami komorek nowotworowych, jak rowniez ich relacje z komoérkami normalnymi,
srodbtonkiem naczyn, komorkami podscieliska, uktadu immunologicznego, elementami uktadu
krzepnigcia krwi 1 innymi regulatorami ogélnej homeostazy, ktore w ten sposdb wciagane sa w ,,wir”
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procesu nowotworzenia (Ryc. 1). Tworzy si¢ wielokomorkowa sie¢, lub jednostka gérotwoércza zalezna
od komunikacji miedzy jej cze$ciami sktadowymi®. Chociaz podobnie mogg funkcjonowaé réwniez
inne typy nieuleczalnych obecnie nowotwordw, np. rak trzustki, leczenie oparte na rozrywaniu sieci
interakcji migdzykomorkowych do niedawna nie byto przedmiotem wigkszego zainteresowania.

Wiele przykladow przemawia za istnieniem ,sieci komodrkowych” w nowotworach. Od dawna
wiadomo, ze onkogeny, np. RAS, EGFR, EGFRVIII prowokuja produkcje czynnikéw modulujacych
naczynia krwionosne (VEGF), ktore z kolei wydzielajg substancje modulujace komorki rakowe.
Komorki podscieliska dostarczaja czynnikéw (SHH) niezbednych do pelnej aktywacji sygnalow
emanujacych ze zmutowanego biatka RAS w komorkach raka trzustki. W GBM populacje komorkowe
zawierajace onkogen EGFRVIII podtrzymuja wzrost komodrek nieposiadajacych takich mutacji,
prowadzac do kolektywnego wzrostu obydwu elementow guza. Co wigcej, komodrki niektérych
podtypow GBM tworzg fizyczne potaczenia, mikroskopijne kanaly (tumour microtubes — TM),
za pomocg ktorych komorki nowotworowe przekazuja sobie informacje i wspomagaja wzajemne
przezycie i zbiorowg ekspansje. Nowotworowe komorki macierzyste w GBM (glioma stem cells -
GSCs) 1 w innych nowotworach moga pozostawa¢ w stanie liczbowej rownowagi z ich bardziej
zréznicowanymi komorkami potomnymi poprzez wydzielanie substancji regulujacych zachowania
zespotowe (VGF, BDNF, WNT). Kompozycja komdrkowa lezy rowniez u podstaw molekularnych
podtypéw GBM (PN - proneural, NEU - neural, MES - mesenchymal and CL- classical)’, sugerujac
wysoki stopien koordynacji pomiedzy elementami sktadowymi. Cho¢ komoérki nowotworowe wydaja
si¢ dziala¢ grupowo, obecne terapie traktujg je tak jakby to byly byty indywidualne. Azeby to zmienié¢
nalezy pozna¢ sposoby komunikacji miedzykomorkowe;.

Wymiana informacji molekularnej mi¢dzy komorkami nowotworowymi oraz miedzy nimi
i otoczeniem moze siega¢ nadspodziewanie gleboko®. Bialka onkogenne, takie jak EGFRVIII oraz
kodujace je kwasy nukleinowe (RNA, DNA), dlugo byly uwazane za integralne czesci komorek,
zamknigete 1 dziatajace wytacznie w ich wnetrzu. Okazuje si¢ jednak, ze onkogeny moga by¢ uwalniane
z komorek nowotworowych i1 przenika¢ do innych komorek wywotujac zjawiska podobne do
zlo$liwienia’. Dzieje si¢ tak za przyczyng mechanizmu polegajagcego na tworzeniu przez blony
komorkowe mikroskopijnych pecherzykow, ktére moga zawiera¢ zdumiewajace bogactwo materiatu
komorkowego, w tym aktywne onkogeny. Istnieje wiele odmian tych tzw. pgcherzykoéw
zewnatrzkomorkowych (extracellular vesicles — EV), ktore w zaleznosci od procesu ich powstawania,
wielkosci 1 innych wlasciwosci okre$la si¢ roznymi terminami (€Xosomes, ectosomes, microvesicles,
microparticles, oncosomes)®. Istotng wtasciwoscig tego procesu jest nie tylko obecno$é onkogenéow
wewnatrz EV, ale rowniez to, ze mechanizm ich powstawania, sktad bialkowy i kwasow
nukleinowych, repertuar populacji EV produkowanych przez dany typ komorek, ich zdolno$¢ do
penetracji do wngtrza komorek, z ktorym oddzialuja w mikrosrodowisku, oraz zwigzana z tym
aktywno$¢ biologiczna ulegaja zmianom pod wpltywem transformacji onkogennej. Wiasciwosci te
zmieniajg si¢ réwniez w wyniku zmian fenotypowych, takich jak ro6znicowanie komoérek macierzystych
nowotworu (np. GSCs) lub nabywanie wlasciwo$ci mezenchymalnych (EMT) w guzach inwazyjnych.
EV wprowadzaja ,,program” nowotworowy do komorek $rodbtonkowych (edukuja je) w procesie
angiogenezy, oraz uczestnicza w innych formach oddzialywan migdzykomorkowych zwigzanych
z nowotworzeniem. Uwaza si¢ rowniez, ze odgrywaja one kluczowa rolg w ,,przygotowywaniu” catego
organizmu i poszczegdlnych narzadow do nieuchronnego uogdlnionego rozsiewu nowotworowego,
ktory znamionuje koncows faze choroby 10,



Ryc. 2. Komunikacja medzykomorkowa i transfer onkogenow z udzialem
pecherzykow zewnatrzkomorkowych (EV)
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Transmisja onkogenéw miedzy komorkami jest jednym =z najbardziej fascynujacych
1 kontrowersyjnych wiasciwosci EV (Ryc. 2). Jakkolwiek wprowadzenie tg droga biatek onkogennych,
takich jak EGFRvVIII, do mniej zmutowanych lub normalnych komorek (akceptorowych) wywotuje
dobrze udokumentowane objawy fenotypowego ,,uztosliwienia”, zmiany te maja najczgsciej charakter
przejsciowy w zwigzku ze stopniowa degradacja biatek transformujacych w obcym s$rodowisku
komorkowym. Jednakze, wykrycie w latach 2013-2014 obecnosci onkogennie zmutowanych
sekwencji DNA we wnetrzu nowotworowych EV zrodzilo podejrzenie, ze material ten moze na trwale
wbudowywac¢ si¢ do genomu komorek akceptorowych powodujac zjawisko ich horyzontalnej
(poziomej) transformacji. Miatoby to polega¢ na tym, ze o ile zmutowane geny zwykle przekazywane
sg jedynie do komorek potomnych, w wyniku podziatow komoérkowych, a wiec ,,pionowo”, EV moga
stuzy¢ do przeptywu tych mutacji pomiedzy sgsiadujagcymi niezaleznymi klonami komoérkowymi
(,,poziomo™). Istnienie takiego procesu podwazytoby wiele uznanych pogladow i wstrzasngto
podstawami biologii nowotwordéw, na przyklad w kwestii istoty przerzutowania. Jakkolwiek badania
eksperymentalne nie potwierdzily trwalego 1 zachodzacego na duza skal¢ przekazywania gendéw
transformujgcych pomiedzy komorkami produkujgcymi i akceptujacymi onkogenne EV !, nie mozna
wykluczy¢, ze oddziatywanie pecherzykéw z licznymi populacjami komoérek moze prowadzi¢ do
progresji genetycznej i nowotworzenia w sposob bardziej ograniczony lub posredni.

Nalezy doda¢, ze cechy mikrosrodowiska, w tym obecno$¢ EV 1 innych form oddzialywan
miedzykomorkowych, mogg odgrywaé¢ wazng rolg w progresywnych zmianach na poziomie
genetycznym i epigenetycznym samych komoérek nowotworowych. Przyktadem tego jest chroniczna
aktywacja uktadu krzepniecia krwi, ktory jest czescig programu tkankowego gojenia, w tym procesow
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zapalnych 1 regeneracyjnych. Stymulowanie tego procesu poprzez chroniczng ekspresj¢ tzw. czynnika
tkankowego (tissue factor — TF/F3) na powierzchni komoérek nowotworowych o fagodnym fenotypie
prowadzi do ich progresywnego zezlo$liwienia i glebokich zmian w metylacji ich DNA 2. Jednym
z no$nikoé6w czynnika tkankowego w organizmie sg EV.

Zainteresowanie biologia EV jest obecnie ogromne, a ich rola jako krazacych we krwi nosnikow
informacji genetycznej reprezentujacej nowotwor, czesto niedostgpny bezposredniemu badaniu (liquid
biopsy), zostata juz do pewnego stopnia zaakceptowana w badaniach i praktyce klinicznej. EV badane
sa rowniez jako potencjalne nosniki lekéw obdarzone wyjatkowa zdolno$cia do penetracji tkanek
1 komorek docelowych, w tym nowotworowych. A jednak, ich wilasciwosci jako biologicznego
lacznika pomigdzy komoérkami nowotworowymi 1 otaczajacymi tkankami sg znacznie mniej
zrozumiane, bardziej zlozone i nie poddaja si¢ jeszcze leczniczej interwencji. Jest to wyzwanie
naukowe, jak rowniez przyktad na istnienie szerszego widnokregu w zlozonosci biologicznej procesu
nowotworzenia, nie jako kolekcji identycznych komorek ale jako zaburzenia w homeostazie tkankowej
o zasiegu wiekszym niz sugeruja jego czesci sktadowe, procesu wymagajacego nowych paradygmatow
1 form terapii. Czg$¢ 1 cato$¢ w tym procesie nadal oczekujg na wlasciwe dla siebie miejsce.
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Spotkanie z prof. dr hab. med. Januszem Rakiem
z okazji przyznania mu zaszczytnego tytulu czlonka zagranicznego PAN

19 wrzesnia 2018 r.

11.45 - 12.55 (sala Rady Naukowej)

Spotkanie Dyrektora Instytutu, dr hab. Jacka Rybki oraz Przewodniczacego Komisji
Przyrodniczo-Medycznej PAU, prof. dr hab. med. Czestawa Radzikowskiego
z prof. dr hab. med. Januszem Rakiem i zaproszonymi cztonkami Dyrekcji, Rady Naukowej
Instytutu oraz Dyrektorem i wspotpracownikami Biura Wspotpracy z Uczelniami Wyzszymi
Urzegdu Miasta Wroctawia (lista obecnych gosci podana nizej).

W czasie spotkania Dyrektor uroczyscie przywital profesora Janusza Raka, ktory po
zakonczeniu studiéw na Akademii Medycznej im Piastow Slaskich we Wroctawiu pracowat
w latach 1981 - 1988 na stanowisku asystenta w Zakladzie Immunologii Nowotworow
Instytutu. Podczas wieloletniego pobytu za granicg utrzymywal kontakty naukowe
z Instytutem, a takze z innymi o$rodkami w kraju. Rada Naukowa naszego Instytutu,
oceniajac wysoko Jego osiggnigcia naukowe, Wystapita z wnioskiem o uhonorowanie prof.
Janusza Raka zaszczytnym tytulem cztonka zagranicznego PAN.

Na zyczenie Dyrektora Instytutu, prof. Czestaw Radzikowski przywital przybylych
gosci, zapraszajac obecnych do korzystania z przygotowanego poczestunku. Jako byly
kierownik Zakladu Immunologii Nowotworéw 1 promotor dysertacji doktorskiej Janusza
Raka przedstawit Jego krotka charakterystyke jako wyrozniajacego si¢ mtodego naukowca
z medycznym przygotowaniem, ktory wiaczajac si¢ do pracy zespotu Zaktadu (nie
medycznego) odgrywal znaczaca, komplementarng rolg. Ujawnil swoje szerokie
zainteresowania 1 zdolnosci do badan naukowych, a takze tatwos¢ nie tylko dyskusji ale i
opanowania warsztatu badan prowadzonych w onkologii do§wiadczalnej. Aktywnie wiaczyt
si¢ w biezace badania prowadzone przez zespot Zaktadu. Wykazal takze swojg zdolnosé
formutowania $miatych hipotez, ktorych weryfikacja sprawdzana byta w programowanych
doswiadczeniach.

Dyrektor Biura Wspoélpracy z Uczelniami Wyzszymi, Tomasz Jano§ w swym
wystapieniu ocenit prace Komisji Przyrodniczo-Medycznej PAU, ktora powstata z inspiracji
Prezydenta Miasta Rafata Dutkiewicza w porozumieniu z Prezesem PAU, prof. Andrzejem
Biatasem i z powodzeniem realizuje swe dziatanie od roku 2009. Podkreslil, ze prof. Janusz
Rak byl wykladowca na pierwszym Spotkaniu Komisji, wzbudzajac swym ciekawym
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wykladem duze zainteresowanie. Zapewnil takze, ze dotozy staran organizacyjnych dla
zapewnienia cigglosci pracy Komisji w przysztym roku i nastepnych latach po zmianie Wtadz
Miasta.

Na zaproszenie prof. Czestawa Radzikowskiego, prof. Leon Strzadata wspomnial
0 poczatkach wspdlnej pracy z Januszem Rakiem, wowczas jego miodszym kolega
w Zaktadzie Immunologii Nowotworow oraz dr hab. Wojciech Katas, ktory studium
podoktorskie odbyt pod kierunkiem prof. Janusza Raka w Kanadzie.

Obecni na spotkaniu:

Przedstawiciele Dyrekcji i Rady Naukowej Instytutu: prof. prof. Jacek Rybka, Czestaw
Lugowski i Danuta Witkowska;

Przedstawiciele BWzUW Urzedu Miasta: prof. Tadeusz Luty, Tomasz Jano$§ i Monika
Sochacka,;

Cztonkowie KPM PAU: prof. prof. Janusz Boratynski, Pawet Kisielow, Andrzej Sokalski,
Zbigniew Szewczuk;

Goscie: prof. prof. Leon Strzadata, Wojciech Katas, Andrzej Rapak, studentka Ewa
Frackiewicz.

Po uroczystosci wszyscy uczestnicy przeszli do Auli im. Stefana Slopka, wystuchaé¢ wyktadu
prof. dra hab. Janusza Raka w ramach XXXVIII Spotkania dydaktyczno-naukowego Komisji
Przyrodniczo-Medycznej PAU.

Prof. dr hab. Czestaw Radzikowski
Przewodniczacy
Komisji Przyrodniczo-Medycznej PAU



Zdjecia - spotkanie przed wyktadem
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Sprawozdanie z XXXVII11 Spotkania dydaktyczno-naukowego

W dniu 19 wrze$nia 2018 r. w Instytucie Immunologii 1 Terapii Dos§wiadczalnej im.
Ludwika Hirszfelda PAN odbylo si¢ XXXVIII Spotkanie dydaktyczno-naukowe
zorganizowane przez Komisje Przyrodniczo-Medyczng PAU w Wroctawiu. Zaproszonym
wyktadowcg byt prof. dr hab. med. Janusz Rak, Ktory przedstawit swoj kolejny wyktad na
Spotkaniach naszej Komisji. Jego pierwszy wyktad pt. ,,Mysli, ktore lecza — refleksje nad
postepem w racjonalnej terapii przeciwnowotworowej”, przedstawil na pierwszym Spotkaniu
naszej Komisji. ktore odbyto si¢ 29 wrzesnia 2009 roku, czyli 9 lat temu. Drugi wyktad pt.
»Nowotwor jako nastepstwo zaburzen harmonii oddziatywan migdzykomorkowych”
przedstawit 9 pazdziernika 2012 r. na X111l Spotkaniu.

Z okazji przyznania prof. dr hab. med. Januszowi Rakowi w biezagcym roku
zaszczytnego tytutu czlonka zagranicznego PAN, przed wykladem w sali Rady Naukowe;j
odbyto si¢ spotkanie Dyrektora Instytutu, dr hab. Jacka Rybki oraz Przewodniczacego
Komisji Przyrodniczo-Medycznej PAU, prof. dr hab. med. Czestawa Radzikowskiego z
Wyktadowca 1 zaproszonymi cztonkami Dyrekcji, Rady Naukowej Instytutu oraz Dyrektorem
i wspotpracownikami Biura Wspotpracy z Uczelniami Wyzszymi Urzgdu Miasta Wroctawia.

Spotkanie dydaktyczno-naukowe otworzyt o godzinie 13.00 w Auli im. Stefana
Slopka przewodniczacy Komisji prof. Czestaw Radzikowski. Oficjalnie powitat wyktadowce,
przybyltych uczestnikow uroczystosci oraz wszystkich licznie przybytych stuchaczy (okoto
170 oséb), w tym 125 uczniéw IV, X i XV liceum przybytych wraz z ich pedagogami.

Nastepnie przedstawil sylwetke profesora Janusza Raka, ktory ukonczyl studia na
Wydziale Lekarskim Akademii Medycznej we Wroctawiu w 1980 roku. Prac¢ w naszym
Instytucie rozpoczat w 1981 roku a po 5 latach uzyskat stopien doktora medycyny, pracujac w
Zaktadzie Immunologii Nowotworow. Od roku 1988 pracuje za granicg, rozpoczynajac od
stazu podoktorskiego w USA, nastepnie pracowal w swojej dziedzinie badan w roéznych
osrodkach onkologicznych w USA i Kanadzie. Aktualnie pelni obowiagzki profesora na
Wydziale Pediatrii Uniwersytetu McGill w Montrealu, kierujac Katedra Hematologii
i Onkologii oraz Laboratorium Kancerogenezy i Angiogenezy. W roku 2007 uzyskat stopien
naukowy doktora habilitowanego w naszym Instytucie.

Zainteresowania naukowe prof. Janusza Raka w dziedzinie onkologii dotycza badan
nad mechanizmem progresywnego wzrostu nowotworowego i procesu przerzutowania,
w szczegOlnosci nad komunikacja miedzykomorkowa jako sitg napgdowsg procesu
nowotworzenia. Szczegolng uwage poswieca roli mikropecherzykow (extracellular vesicles),
w tym eksosomow w regulacji procesow naczyniowych, jak tworzenie naczyn (angiogeneza),
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aktywacja procesu krzepnigcia i ich biologicznych nastgpstw, w tym regulacji réznych
subpopulacji komorek nowotworowych od drzemigcych, inicjujacych 1 agresywnych. Jest
autorem wielu wysoko ocenianych publikacji naukowych, kilku patentow, recenzentem prac
naukowych, cztonkiem komisji grantowych i kolegiow redakcyjnych specjalistycznych
czasopism naukowych.

O godzinie 13.15 rozpoczat si¢ wyktad pt. ,,Cze$¢ i calos¢ w biologii nowotworéw”.
Jak wyjasnit Wyktadowca, tytul jest parafraza tytutu ksigzki Wernera Heisenberga, stawnej 1
wplywowej, cho¢ kontrowersyjnej postaci w nauce XX wieku . Autor ten, fizyk, w swym
dziele rozwaza zmaganie umystu ludzkiego ze §wiatem materii, jej prostota i ztozonoscia oraz
sposobem jej poznawania. Rola przypisywana ideom, obserwacji i technologii w nauce,
wydaje si¢ takze wazna W badaniach przyrodniczych, w tym w zmaganiach medycyny z
brzemieniem choréb nowotworowych.

W bogato ilustrowanym przezroczami wyktadzie prof. Rak podkreslit, ze wérdd wielu
teorii wyjasniajacych istote¢ procesu nowotworowego akceptowana powszechnie jest
koncepcja onkogendéw. Duzo uwagi poswigcil badaniom nad nowotworem mozgu — glejakiem
wielopostaciowym, w ktorym w 30% przypadkéw wykazuje obecno$¢ transformujgcej
mutacji receptora naskérkowego czynnika wzrostu, jego wariantu trzeciego (EGFRVIII).
Wydaje si¢, ze moglby by¢ idealnym celem terapeutycznym, okazato si¢, ze mimo poznania
wlasciwosci tego biatka i uzyskaniu czynnikow blokujacych jego funkcje lekami celowanymi,
czy przeciwcialami blokujacymi jego funkcje nie uzyskano efektu dziatania terapeutycznego
w leczeniu przeciwnowotworowym. Jak podaje Wyktadowca, niewrazliwo$¢ tego nowotworu
na dobierane celowo czynniki, ktore powinny wykaza¢ dziatanie przeciwnowotworowe
pozostaje jak dotad nieznana.

Inne omawiane zagadnienie to sprawa wymiany informacji molekularnej pomiedzy
komorkami nowotworowymi i komoérkowymi komponentami $rodowiska. Okazato sig, ze
biatka onkogenne oraz kodujace je kwasy nukleinowe, uwazane za integralne czesci komorek
nowotworowych moga by¢ z nich uwalniane i przenika¢ do innych, takze prawidtowych
komorek, powodujacych w nich zmiany podobne do nowotworowych. Odbywa sie to dzieki
tworzeniu przez blony komorkowe pecherzykow zewnatrzkomorkowych, ktéore moga
zawiera¢ aktywne onkogeny. Posiadajg one zdolno$¢ penetracji do wnetrza komorek
srodowiska okotonowotworowego powodujac ich transformacj¢ onkogenna.

Zainteresowanie biologiag pecherzykow zewnatrzkomoérkowych jest szerokie, takze
mozliwosci ich wykorzystania jako krazacych we krwi no$nikow informacji genetycznej
reprezentujacych nowotwor, (tzw. liquid biopsy - biopsja ptynna) moze by¢ stosowana w
badaniach diagnostycznych. Jednak, jak podkresla Wykladowca, ich wlasciwosci jako
biologicznego tacznika pomiedzy komodrkami nowotworowymi i otaczajacymi tkankami
pozostajg niezrozumiale i nie sg jeszcze wykorzystywane w probach terapeutycznych.

Na zakonczenie wyktadu, prof. Rak stwierdzil, Zze jest to wyzwanie naukowe, jak
rowniez przyklad na istnienie szerszego widnokregu zlozono$ci biologicznego procesu
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nowotworzenia, nie jako zbioru identycznych komorek ale jako zaburzenie w homeostazie
tkankowej o zasiggu Szerszym niz to sugeruja jego czesci sktadowe, procesu wymagajacego
nowych paradygmatow i1 form terapii. Cze$¢ i cato$¢ w tym ztozonym procesie nadal
oczekuja na wlasciwe dla nich miejsce. Wyktad skonczyt si¢ o godzinie 14.15, bogaty w
interesujgce ilustracje dokumentujgce zatozenia, szczegdly i wyniki badan wilasnych,
przedstawiony interesujaco, a wystuchany z uwaga i w skupieniu.

Prof. Czestaw Radzikowski podzickowatl Wykladowcy za przedstawienie wyktadu i
stuchaczom za wysluchanie w skupieniu wyktadu niezwykle bogatego w prezentowane
wyniki badan i komentarze i otworzyl dyskusj¢. Prof. Pawel Kisielow wyrazil swe uznanie
dla wyktadowcy za przedstawienie interesujacych wynikow i przedstawit komentarz na temat
kosztownosci badan w tej dziedzinie i jeszcze odleglej mozliwosci poprawienia wynikow
leczenia chorych, Takze dr hab. Marek Drab zabrat glos w dyskusji, oceniajac wysoko
przedstawione wyniki badan i ich prezentacjg.

Przewodniczacy Komisji podzickowat takze obecnym na Spotkaniu stuchaczom i
zaprosit zainteresowanych kontynuowaniem dyskusji do sali konferencyjnej na tradycyjne
»Spotkanie po Spotkaniu”. W spotkaniu uczestniczyto 15 o0sob (lista podana nizej).W
kameralnej dyskusji powrdcono do tresci wyktadu i przedstawionych wynikéw, a takze do
zagadnien organizacji pracy naukowej i sposobow jej finansowania w Kanadzie i w naszych
warunkach. Rozmawiano takze o zmianach w Instytucie zwigzanych z reformowaniem nauki
w Polsce. Spotkanie zakonczylo si¢ o godz. 16.15.

W XXXVIII Spotkaniu KPM PAU uczestniczyli cztonkowie Komisji: prof. prof.

Janusz Boratynski, Irena Frydecka, Pawel Kisielow, Czestaw Radzikowski, Andrzej Sokalski,
Zbigniew Szewczuk, usprawiedliwili swoja nieobecnos¢: prof. prof. Tadeusz Dobosz,
Aleksandra Klimczak, Egbert Piasecki.
Uczestnicy spotkania po spotkaniu: Marek Drab, Danuta Dus$, Irena Frydecka, Agnieszka
Krawczenko, Hubert Krotkiewski, Piotr Kusnierczyk, Beata Orzechowska, Elzbieta Pajtasz-
Piasecka, Czestaw Radzikowski, Janusz Rak, Andrzej Rapak, Joanna Rossowska, Jacek
Rybka, Leon Strzadata, Zbigniew Szewczuk.

Prof. dr hab. Czestaw Radzikowski
Przewodniczacy
Komisji Przyrodniczo-Medycznej PAU

Sprawozdanie przygotowata:
Katarzyna Prosek
Sekretarz Komisji
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Zaproszenie

KOMISJA PRZYRODNICZO-MEDYCZNA PAU we WROCLAWIU
I MIASTO WROCLAW

zapraszajq na XXXIX otwarte spotkanie dydaktyczno-naukowe w dniu
28 listopada 2018 roku

z udziatem Bartosza Grzywacza, M.D.

Department of Laboratory Medicine and Pathology, Medical School,
University of Minnesota, Minneapolis (USA)

Tytut wyktadu:

,»KOMORKI NK (NATURAL KILLERS) - STRAZNICY ORGANIZMU
PRZECIWKO WIRUSOM I NOWOTWOROM”

Spotkanie odbedzie sie o godz. 13.00, w Sali im. Stefana Slopka
w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej
im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wroctawiu, ul. Rudolfa Weigla 12.

Prof. dr hab. med. Czestaw Radzikowski
Komisja Przyrodniczo-Medyczna PAU
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420 Delaware St SE, MMC609
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Email: grzywacz@umn.edu
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Education

Degree Institution Date Degree Granted
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Transplantation, Wroclaw, Poland

Residency training in Medicine, | Lower Silesian Centre for Cellular 1999 - 2005
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Postdoctoral Fellow University of Minnesota Cancer Center / 2005 - 2009
Pediatric BMT, Laboratory of Dr
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Fellowship training in Cleveland Clinic, Cleveland OH 2013 - 2014
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Assistant Professor , Department of Laboratory Medicine and 2014 - present
Pathology, University of Minnesota
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Hematopathology fellowship Cleveland Clinic 2013 - 2014

Pathology residency, AP/ CP | University of Wisconsin Hospital and 2009 - 2013
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Physician, Internal Medicine Lower Silesia Center for Cellular 2001 - 2005

Residency Training Transplantation, Wroclaw, Poland

Internship Lower Silesia Center for Cellular 1999 - 2001
Transplantation, Wroclaw, Poland

Current Membership and Offices in Professional Organizations
American Society for Clinical Pathology; Member

United States College of Anatomic Pathology; Member

Society for Hematopathology; Member

International Society for the Advancement of Cytometry; Member
American Society of Hematology; Member

College of American Pathologists; Member

Society for Natural Immunity

American Association for Advancement of Liver Disease

HONORS AND AWARDS FOR RESEARCH WORK, TEACHING, PUBLIC ENGAGEMENT,
AND SERVICE

External Sources

American Society of Hematology ASH Trainee Research Award, 2011

Title: The influence of KIR and HLA genotype on the Clinical Response to Immunotherapy with
Rituximab for patients with Follicular Lymphoma

American Society of Hematology Abstract Achievement Award
(formerly known as “ASH Travel award”) to attend ASH annual meeting ;
New Orleans, LA (2013), San Francisco, CA (2008), Atlanta, GA (2007) , San Diego, CA (2006)

Society for Natural Immunity Young Investigator Travel Award
Natural Killer Cell Meeting; Cambridge, England, 2007
Natural Killer Cell Meeting; Noordvijkerhout , Netherlands, 2004

European Federation for Immunogenetics Young Investigator Travel Award
18th European Histocompatibility Conference, Sofia, Bulgaria, 2004

SCHOLARSHIP

Scholarship of the Huygens Program Investigator of | Source: Leiden University Medical Centre, The
2001 NUFFIC (The Netherlands Organization for Netherlands.

International Cooperation in Higher Education) Principal Investigator: Prof. F.H.J. Class
June- Scholarship of the European Federation for Department of Immunohematology, Leiden
August Immunogenetics University Medical Center, The Netherlands.
1999 Principal Investigator: Prof. F.H.J Class




November 7, 2018

1996 - Visiting scholar - Research Assistant Department of Immunohematology, Leiden

1997 University Medical Centre, The Netherlands.
Principal Investigator: Prof. F.H.J. Class

June Summer Exchange Program Department of Clinical Immunology, Hospital

1996 El Puerta del Mar, Cadiz, Spain

RESEARCH AND SCHOLARSHIP

Grants and Contracts
Current External Sources

1. Role: Principal investigator
Grant Number: NIH-NIDDK-DDN-2017-5, HHSN275201700005C
External Granting Agency: NIH / NIDDK
Grant Title: “Liver Tissue and Cell Distribution System”
Project Dates: September 29, 2017 - September 28, 2022

2. Role: Co- investigator
Principal Investigator: Mark Osborn
Grant Number: RMM 102516 007
External Granting Agency: Regenerative Medicine Minnesota
Grant Title : “Natural Killer Cell Chimeric Antigen Receptor Therapy”
Project Dates: 3/1/2017 to 2/28/2019

Previous funding:

Role: Co-investigator ; Principal Investigator: Paul Sondel, MD

Number: 1R01CA166105-01 (2012) ; Agency: NCI

Title: The role of KIR FcR genotype in the efficacy of Mab and il2 immunotherapy ”

Role: Co-investigator ; Principal Investigator: Paul Sondel, MD (Investigator initiated pilot project) ;
External Agency: University of Wisconsin P. Carbone Cancer Center

Title: “The Influence of KIR and HLA Genotype on the Response to Rituximab Immunotherapy in
ECOG-E4402 Patients with Follicular Lymphoma”

Role: Co-investigator ; Principal Investigator: Michael R. Verneris, MD

External Agency: American Cancer Society —

Title: Two pathways of NK cell differentiation: generating alloreactive NK cells

Date: 2008

Role: Co-investigator ; Principal Investigator: Michael R. Verneris, MD MD

External Agency: Leukemia Research Foundation

Title: Two pathways of NK Cell Differentiation: Generation of Alloreactive NK Cells

Date: 2007

Role: Principal Investigator ; External Agency: Children’s Cancer Research Fund

Title: The identification of discrete human NK cell developmental stages

Dates: 2006.

University Sources
Current:

Role: Co-Principal Investigator

Funding Source: Department of Lab Medicine and Pathology New Initiatives Grant

Title: Mechanism of infection of Natural Killer cells by Epstein Barr Virus (EBV) and the
pathogenesis of EBV positive NK cell Lymphomas; Project Dates: July 2015 — December 2017
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Past:

Role: Co-investigator ; Principal Investigator: Michael R. Verneris, MD MD
Source: Minnesota Medical Foundation

Title: Characterizing developmental Stages of NK cells, 2007

PUBLICATIONS

Impact Analytics

h-index h(fl)-index Total First/Last Author Total First/Last Author
Publications Publications Citations Citations
11 4 17 6 576 250

Peer-Reviewed Publications

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Grzywacz B, Moench L, McKenna D?, Tessier K M , Bachanova V , Cooley S, Miller JS, Courville
EL. “Natural killer cell homing and persistence in the bone marrow after adoptive immunotherapy
correlates with better leukemia control” ; In press, accepted at The Journal of Immunotherapy
Kityo C, Nganou Makamdop K, Rothenberger M, Chipman J G, Hoskuldsson T, Beilman GJ,
Grzywacz B, Mugyenyi P, Ssali Rama Akondy F, Anderson J, Schmidt T, Reimann T, Callisto S,
Schoephoerster J, Schuster J, Muloma N, Ssengendo P, Moysi E, Petrovas C, Lanciotti RS, Zhang L,
Arevalo MT, Rodriguez B, Ross T, Trautmann L, Sekaly RP, Lederman M, Koup R, Ahmed R,
Reilly C, Douek D, Schacker T. “Lymphoid tissue fibrosis is associated with impaired vaccine
responses”; J Clin Invest. 2018 Jul 2;128(7):2763-2773. PMID:29781814
o |IF: 14.4 Cited : not available (too early)

Rothenberger M, Wagner JE, Haase A, Richman D, Grzywacz B, Strain M, Lada S, Estes J, Fletcher
CV, Podany AT, Anderson J, Schmidt T, Wietgrefe S, Schacker T, Verneris MR. Transplantation of
CCR5A32 Homozygous Umbilical Cord Blood in a Child With Acute Lymphoblastic Leukemia and
Perinatally Acquired HIV Infection. Open Forum Infect Dis. 2018 May 22;5(5) PMID: 29868623

e IF: 3.24 Cited : not available (too early)

Sundin A, Grzywacz B, Yohe S, Linden MA, Courville EL. B-cell posttransplant
lymphoproliferative disorder isolated to the central nervous system is Epstein-Barr virus positive
and lacks p53 and Myc expression by immunohistochemistry. Hum Pathol. 2017 Mar;61:140-147.
PMID: 27993575, ;

e |F:2.899, Cited 1 time

Hsi ED, Horwitz SM, Carson KR, Pinter-Brown LC, Rosen ST, Pro B, Federico M, Gisselbrecht C,
Schwartz M, Bellm LA, Acosta M, Collie AM, Gruver AM, Grzywacz B, Turakhia S, Shustov AR,
Advani RH, Feldman T, Lechowicz MJ, Smith SM, Lansigan F, Tulpule A, Craig MD, Greer JP,
Kahl BS, Leach JW, Morganstein N, Casulo C, Park SI, Foss FM. : Analysis of Peripheral T-cell
Lymphoma Diagnostic Workup in the United States. Clin Lymphoma Myeloma Leuk. 2017
Apr;17(4):193-200.. PMID:28209473

e |F:2.223, Cited 2 times

Ondrejka SL, Grzywacz B, Bodo J, Makishima H, Polpraset C, Said JW, Przychodzen B,

Maciejewski JP, HSI ED ,Angioimmunoblastic T-cell Lymphomas With the RHOA p.Glyl7Val

mutation have classic clinical and pathologic features. Am J Surg Pathol 2016 Mar ;40(3):2335-41
o |F: 2223, Cited 2 times
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7) Bachanova V, Frankel A E, Cao Q, Lewis D, Grzywacz B, Verneris M R, Ustun C, Lazaryan A.,
McClune B, Warlick E D, Kantarjian H, Weisdorf D J, Miller J S, Vallera DA. Phase | study of a
bispecific ligand-directed toxin targeting CD22 and CD19 (DT2219) for refractory B-cell
malignancies. Clinical Cancer Research. 2015; 21(6):1267-1272.

e |IF:9.25, Cited 11 times

8) Koehn T A, Trimble L L, Alderson K L, Erbe A K, McDowell K A, Grzywacz B, Hank JA, Sondel
PM. Increasing the clinical efficacy of NK and antibody-mediated cancer immunotherapy:
Potential predictors of successful clinical outcome based on observations in high-risk
neuroblastoma. Frontiers in Pharmacology. 2012; 3 MAY.

e |IF:4.275, Cited 20 times

9) Grzywacz B., Kataria NK, Kataria N, Blazar BR, Miller JS, Verneris MR. Natural Killer cell
differentiation by myeloid progenitors. 2009; Blood 117(13):3548-58
e |F:10.37, Cited 51 times

10) Grzywacz B, Miller JS, Verneris MR. Use of natural killer cells as immunotherapy for leukaemia.
2008; Best practice & research in Hematology 21:467-483.
e |F: 3.589, Cited 28 times

11) Grzywacz B, Kataria N, Verneris MR. CD56(dim)CD16(+) NK cells downregulate CD16 following
target cell induced activation of matrix metalloproteinases. 2007; Leukemia 21:356-359; Letter to
editor

e |F:9.923 Cited 74 times

12) Grzywacz B, Kataria N, Sikora M, Oostendorp RA, Dzierzak EA, Blazar BR, Miller JS, and Verneris
MR. Coordinated acquisition of inhibitory and activating receptors and functional properties by
developing human natural killer cells. 2006; Blood 108:3824-3833.

e |F: 10.55, Cited 93 times

13) Grzywacz B, Dlubek D, Lange A. NK cells become Ki-67+ in MLC and expand depending on the
lack of ligand for KIR on stimulator cells in IL-2 supplemented MLC. 2002; Human immunology
63:638-646.

e |F: 2.57, Cited 4 times

14) Woll PS, Grzywacz B, Tian X, Marcus R, Knorr DA, Verneris MR and Kaufman DS. Human
embryonic stem cells differentiate into a homogeneous population of natural killer cells with potent
in vivo antitumor activity. 2009. Blood 113(24):6094-6101.

e |F:10.37, Cited 97 times

15) Anderson E, Grzywacz B, Wang H, Wang T, Lee SJ, Haagenson M, Spellman S, Blazar BR, Miller
JS, Verneris MR. Limited role of MHC-class | chain related gene A (MICA) typing in assessing the
risk of graft-versus-host disease after fully human leukocyte antigen-matched unrelated donor
transplantation. 2009. Blood 114 (21):4753-4; Letter to editor

e IF:10.37 Cited 15 times

16) Tang Q, Grzywacz B, Wang H, Kataria N, Cao Q, Wagner JE, Blazar BR, Miller JS, Verneris MR.
Umbilical cord blood T cells express multiple natural cytotoxicity receptors after 1L-15 stimulation,
but only NKp30 is functional. 2008. J Immunol 181:4507-4515.

e |F:6.0 , Cited 26 times
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17) Wang H, Grzywacz B, Sukovich D, McCullar V, Cao Q, Lee AB, Blazar BR, Cornfield DN, Miller
JS, Verneris MR. The unexpected effect of cyclosporin A on CD56+CD16- and CD56+CD16+
natural Killer cell subpopulations. 2007. Blood 110:1530-1539.

e |F:10.896, Cited 99 times

18) Lund TC, Anderson LB, McCullar V, Higgins V, Yun GH, Grzywacz B, Verneris MR, Miller JS.
iTRAQ is a useful method to screen for membrane-bound proteins differentially expressed in
human natural killer cell types. 2007. Journal of proteome research 6:644-653.

e |IF:5.675, Cited 45 times

19) Karabon L, Polak M, Pacuszko T, Grzywacz B, Koscinska K, Pietraszek E, Kalota A, Lange A. HLA
typing for donor-recipient matching in unrelated donor hematopotetic stem cell transplantation.
2002. Transplantation proceedings 34:668-670.

e |F:0.48, Cited 1 time

20) Miklaszewicz A, Giedrys-Kalemba S, Teodorczyk U, Halasa J, Goertz K, Zielinski S, Ostrowski M,
Kostyrka R, Lapis J, Kulig G, Kulig T, Kruszewski T, Kozlowski M, Lewinski D, Grzywacz B,
Grzywacz M, Kuprjanowicz L. Influence of protective genes in the HLA system on renal graft
survival. 2000. Transplantation proceedings 32:1337-1338.

e |F:0.68, Cited : no data available in search

Articles Submitted for Publication

1. S. Cooley, F. He, V. Bachanova, G. Vercellotti, T. DeFor, J. Curtsinger, P. Robertson, B. Grzywacz,
K. C. Conlon, Th. A. Waldmann, D. McKenna, B. R Blazar, D. J Weisdorf & J.S Miller “First-In-
Human Trial of rhIL-15 and Haploidentical Natural Killer (NK) Cell Therapy for Advanced
Acute Myeloid Leukemia” ; submitted to Blood , September 2018

2. AK. Erbe; W. Wang; L. Carmichael; A. Hoefges; B. Grzywacz; P.K. Reville; E.A. Ranheim; J.A
Hank; K. Mann Kim; S. Seo; E.A. Mendonca; Y. Song; V.P Kenkre; F. Hong; R. D. Gascoyne; E.
Paietta; S.J. Horning; J.S. Miller; B. Kahl; P.M. Sondel “Follicular Lymphoma Patients with
KIR2DL2 and KIR3DL1 and Their Ligands (HLA-C1 and HLA-Bw4) Show Improved Outcome
When Receiving Rituximab” , submitted to the Journal of Immunotherapy of Cancer

3. Hashmi H, Grzywacz B, Trikudanathan G. “Diagnosing Richter Transformation Using Endoscopic
Ultrasound Guided Fine Needle Biopsy”; Submitted to ACG case reports journal on 03/21/2018
Submitted to Turkish Journal of Gastroenterology August 2018

Chapters in Books

"Bone Marrow Metastatic Tumors" By: Grzywacz, Bartosz and McKenna Robert.
Chapter in the 4th edition of the AFIP fascicle - Tumors of the Bone Marrow

ISBN: 978-1-933477-35-0, Published 2016

Developmental stages and pathways of NK cell maturation

By: Grzywacz, Bartosz; Miller, Jeffery S.; Verneris, Michael R.

Edited by: Lotze, MT; Thomson, AW

Natural Killer Cells: Basic Science and Clinical Application Pages: 3-24 Published: 2010
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Bartosz Grzywacz, M.D.

Streszczenie wyktadu

"KOMORKI NK (NATURAL KILLERS) — STRAZNICY ORGANIZMU PRZECIWKO WIRUSOM
I NOWOTWOROM".

Komorki NK nalezg do limfocytow — czyli komoérek uktadu odpornosciowego. W gronie
limfocytéw rozrézniamy limfocyty T, limfocyty B i komorki NK. Limfocyty T i B odpowiedzialne
sg za specyficzng odpowiedz komorkowa, majg one unikalne receptory — tzn. kazdy klon ma
inne receptory do rozpoznania antygenéw. Olbrzymia r6znorodnosc¢ receptorow limfocytéw T i B
wynika z ich powstawania w wyniku rekombinacji genetycznej, unikalnej dla kazdej komorki.
Komérki NK nie majg tego rodzaju antygenow powstajgcych w wyniku rekombinaciji
genetycznej. Pod tym wzgledem komorki NK sg bardziej zblizone do prymitywnej gatezi ukfadu
odpornosciowego — granulocytéw i monocytéw. Do niedawna uwazano, ze komorki NK nie majg
zdolnosci do pamieci immunologicznej — czyli zjawiska spotegowanej reakcji na antygeny, ktére
napotkaty wczesniej. Ten poglad zostat zweryfikowany w ciggu ostatnich 10 lat (Hendricks, Min-
Oo et al. 2016). Najpierw odkryto spotegowang odpowiedz na pewne antygeny, proste zwigzki
chemiczne, u myszy ktére nie miaty limfocytow T czy B i okazato sie, ze odpowiedzialne sg
komorki NK (O'Leary, Goodarzi et al. 2006). Nieco pozniej okazato sie, ze po przejsciu
pierwotnej infekcji cytomegalowirusem (CMV) zachodzg zmiany w repertuarze ludzkich
komoérek NK, ktére przypominajg pamie¢ immunologiczng (Lopez-Verges, Milush et al. 2011).
Komorki NK osob, ktére przeszly infekcje CMV miaty wiekszy potencjat cytotoksyczny. Tak wiec
komoérki NK majg zdolnos¢ pamieci immunologicznej, ktéra jednak nie jest az tak spotegowana
jak to ma miejsce w przypadku limfocytow T i B .

Regulacja komorek NK : balans pomiedzy aktywacja
a hamowaniem

Receptory Aktywujace Receptory hamujace
* NCRs: NEp30, NKpdd, NKpds, NERSQ, sIimmunoglobulinowe: (KIR, ILT,
DNAR LAIR)
» Lektynowe: CD94/NKG2C, NKG2D, eLektynowe: (CD94/NKGZA)
CDi161

# D16 (Fe receptor)
+ Immunoglobulinowe: KIR
* Co-receptors: CDE, 2B4




Jak komérki NK odrézniaja przyjaciét od wrogow ?

Dziatanie uktadu odpornosciowego opiera sie na odroznianiu antygenow obcych od
wiasnych. Obce antygeny wzbudzajg produkcje przeciwciat przez limfocyty B i aktywacje
limfocytéw T. Komorki NK dziatajg inaczej — one rozpoznajg brak witasnych antygenéw HLA
(Ljunggren and Karre 1990). Wydaje sie, ze w ten sposob uzupetniajg one odpowiedz
limfocytédw T wobec komorek, ktére tracg ekspresje antygendéw HLA. Okazuje sie, ze komorki
nowotworowe czesto tracg ekspresje HLA i w ten sposoéb stajg sie ,niewidoczne” dla limfocytow
T (Lopez-Nevot, Esteban et al. 1989). Podobnie infekcje (Lee, Llano et al. 1998) wirusowe, np.
CMV obnizajg ekspresje HLA w zakazonych komorkach, zeby unikngC rozpoznania przez
limfocyty T (Beersma, Bijlmakers et al. 1993). Wtedy do akcji wkraczajg komorki NK, uczulone
na brak witasnego HLA. Komorki NK majg receptory KIR (Killer Immunoglobuline — like
receptors) odkryte przez s.p. Alessandro Moretta (Moretta, Vitale et al. 1993). Moretta
pierwotnie nazywat je Killer Inhibitory receptors, bo ich rola polega na hamowaniu komérek NK,
gdy rozpoznajg obecnos$¢ wlasnego HLA na powierzchni innej komorki. Mozna to poréwnac¢ do
kontroli policyjnej, gdzie limfocyty T potrafig rozpoznac¢ sfatszowane dokumenty, natomiast
komorki NK wkraczajg do akcji, gdy podejrzany nie ma zadnych dokumentow.

Lektynowe receptory hamujgce komoérki NK

Oprocz receptorow KIR jest jeszcze jeden rodzaj receptoréw hamujgcych komorki NK —
CD94/NKG2A. Ten receptor ma strukture lektynowa, nie immunoglobulino—podobna.
CD94/NKG2A rozpoznaje antygen nieklasyczny HLA-E (Lee, Llano et al. 1998). HLA-E jest
nietypowym antygenem HLA. Klasyczne antygeny HLA — A, B, C, DR, DQ sg bardzo
polimorficzne, tzn. rézni ludzie majg bardzo rézne antygeny HLA. Prawdopodobiehstwo, ze
dwie niespokrewnione osoby majg takie same antygeny klasyczne HLA jest prawie zerowe,
dlatego tak trudno jest czasami znalez¢ zgodnego w HLA dawce szpiku | potrzebne sg
miedzynarodowe rejestry w liczbie milionéw ludzi by to prawdopodobienstwo zwiekszy¢. HLA-E
natomiast jest takie samo u wszystkich. Przez dtugi czas nie byto wiadomo dlaczego tak jest, az
odkrylismy, ze HLA-E jest rozpoznawane przez CD94/NKG2A. Wydaje sie, ze HLA-E zostato
“zakonserwowane” w toku ewolucji zeby sie nie zmieniaC. Ekspresja HLA-E zalezy od
dostepnosci fragmentéw liderowych z klasycznych antygenéw HLA (Lee, Goodlett et al. 1998),
tak wiec jezeli komdrka zakazona wirusem lub pod wptywem transformacji nowotworowej utraci
ekspresje HLA klasy |, moze tez utraci¢ ekspresje HLA-E i stanie sie podatna na atak komorek
NK. Oczywiscie, wirusy szukajg innych sposobéw na oszukanie uktadu odpornosciowego i majg
w swoich genach receptory podobne do HLA-E, sg to swoiste “podrobki” HLA-E zdolne do
symulowania tego receptora | hamowania komoérek NK. CD94 /NKG2A jest receptorem
hamujgcym, ztozonym z dwoch podjednostek — CD94 i NKG2A. Ale CD94 moze takze tworzyé
kompleks z innym partnerem - NKG2C, ktéry jest aktywujgcy a nie hamujgcy. Jak sie okazuje,
komoérki NK u osob, ktére przeszly infekcje CMV majg wysokg ekspresje NKG2C, tak wiec
pamie¢ komoérek NK zwigzana jest z przejsciem z hamujgcego kompleksu CD94/NKG2A do
aktywujgcego CD94/NKG2C.



Tolerancja komérek NK wobec wlasnych komoérek

opiera sie na ekspresji hamujgcych receptoréw KIR, kidére po rozpoznaniu wiasnego HLA
zapobiega niszczeniu wtasnych komodrek. Jednak HLA jest bardzo polimorficzne, bardzo
zréznicowane. Receptory KIR tez sg polimorficzne, a dziedziczone sg niezaleznie od HLA, bo
sg one kodowane przez geny na innym chromosomie (HLA jest na chromosomie 6-tym a KIRy
na 19-tym). Jak to sie dzieje, ze komorki NK uczg sie witasnego HLA ?

Jak Receptory KIR i HLA reguluja
aktywnosc komorek NK

* “Licencjonowane”
ﬁ"i?” [lJ “Wiasne” komorki NK maja

hamujace receptoryKIR
se | HuC dla wlasnego HLA
HLA-C1 * “Nielicencjonowane”
SO - » ' komorki NK nie maja
“Wlasne” )
takowych

* Komorki NK posiadajace
aktywujace receptory KIR
“Wlasne”  dla wlasnego HLA sa
hypo-responsywne

INIK

HLA-C2

Dojrzewanie komérek NK z ich prekursoréow

Dojrzewanie komoérek NK moze by¢ badane w hodowli. My badalismy réznicowanie
komorek NK z komoérek macierzystych w hodowli in vitro i opisaliSmy po raz pierwszy etapy
dojrzewania komérek NK (Grzywacz, Kataria et al. 2006). Te same stopnie dojrzewania zostaty
opisane przez A. Freud (Freud, Yokohama et al. 2006) na bazie studiéw komdrek obecnych
w weztach chionnych i migdatach gardtowych. Obydwa modele wskazujg na to, ze nabycie
zdolnosci cytotoksycznych jest zwigzane czasowo z nabyciem receptoréw hamujgcych
CD94/NKG2A. Jak wspomniatem wczes$niej, HLA-E jest obecne u kazdego i ma takg samg
budowe, zapewniajgc ,bezpieczenstwo” komoérek NK i zabezpieczajgc przed ich auto-
reaktywnoscia.



Roznicowanie komorek NK

Sk 4 Sk 5
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Freud, JEM, 2006

Grrywocr, Blood, 2006

Naturalne komérki limfoidalne (Innate Lymphoid Cells)

Naturalne komorki limfoidalne — czyli nowa populacja komoérek opisana w ostatnich
latach. W naszych eksperymentach z dojrzewaniem komodrek NK w hodowli z komodrek
macierzystych opisaliSmy etap posredni tuz przed uzyskaniem zdolnosci cytotoksycznych
(CD117 bright CD94(-)). We wszystkich eksperymentach ta populacja komérek zachowywata
sie z jednej strony jak niedojrzaly etap posredni, ale z drugiej strony cze$¢ z nich nigdy nie
dojrzewata do kompletnych komérek NK a nawet obserwowalismy odrobine zmiany w kierunku
przeciwnym, Jak sie okazato pdzniej, w populacji tej znajdujg sie naturalne komérki limfoidalne
(Innate Lymphoid Cells). Komorki te zostaty w pewnym sensie odkryte na przestrzeni ostatnich
10 lat (Vivier, Artis et al. 2018). Jak do tego doszto ? Otéz polega to na tym, ze komorki tego
typu znajdujg sie przede wszystkim w tkankach organizmu. Wiekszo$¢ badan opierata sie na
komorkach obecnych we krwi, a tych komorek tam nie znajdziemy.

NK cell licensing — czyli licencja na ,,zabijanie”

NK cell licensing — czyli licencja na ,zabijanie” innych komoérek jest zalezna od ekspresji
receptoréw hamujgcych (Kim, Poursine-Laurent et al. 2005). Komorki NK, ktére majg receptory
hamujgce, dla ktérych sg obecne ligandy HLA posiadajg zdolno$¢ do zabijania komorek, ktore
nie majg tego wiasnie ,wlasnego” HLA. W mysl tej reguty komérki NK, ktore nie majg
receptorbw hamujgcych dla wtasnego HLA nie posiadajg ,licencji na zabijanie” i w
eksperymentach nie sg zdolne do zabijania innych komorek.

Komoérki NK po przeszczepieniu szpiku kostnego — czyli jak brak wkasnego HLA na
komérkach biataczki pomaga w efekcie leczniczym.

W przeszczepach komérek macierzystych szpiku w celu leczenia biataczki wykorzystuje sie
réznego rodzaju dawcow. Specjalisci z osrodka w Perugia (Wtochy) specjalizowali sie



w przeszczepach od dawcéw tylko w potowie zgodnych w HLA (haploidentycznych). To moze
by¢ matka lub ojciec, czasem rodzenstwo chorego. W leczeniu biataczki limfoblastycznej
najwiekszym zagrozeniem jest wznowa biataczki. Okazato sie, ze pacjenci ktorzy mieli ,brak
wiasnego HLA” z perspektywy komorek NK dawcy mieli mniejsze ryzyko wznowy biataczki
(Ruggeri, Capanni et al. 2002). Byt to bardzo przekonujgcy dowdd na to, ze komorki NK sg
w stanie efektywnie zapobiec wznowie agresywnych nowotworow hematologicznych, jakimi sg
biataczki.

Jak komorki NK pomagaja po
haploidentycznym przeszczepie szpiku

NIK “Wiasne” . * “Licencjonowane”

komorki NK maja
| HLA-C2 hamujace receptory KIR

dla wlasnego HLA

| HLA-CL « Komorki NK sa skuteczne

Bialaczka  wobec “braku wlasnego”
HLA

INIK

ﬁ..;;a,r G , * Komorki NK sa hamowane
S _ Bialaczka | przez “wlasne” HLA na
HLA-C2 komorkach bilalaczki

Komorki NK majg zdolno$¢ do ADCC — w tym przypadku dziatajg jakby ,na polecenie”
specyficznego uktadu odpornosciowego. Jezeli limfocyty B wytworzg przeciwciata, ktore wigzg
sie z komorkg docelowg, komdérki NK majg receptor CD16 | poprzez to przeciwciato bedg
aktywowane do ataku na oznaczong przeciwciatem komorke. Czy komorki NK odgrywajg role w
efekcie leczenia przeciwciatami takimi jak rituximab (przeciwciato przeciw CD20), ktére stanowi
podstawe w leczeniu chtoniakow ? Wyniki naszych badan wskazuja, ze moze tak byc.

Zastosowanie komoérek NK w leczeniu biataczek.

Komodrki NK sg skuteczne w zabijaniu komérek biataczkowych, dlaczego by nie
zastosowac ich w leczeniu ? Specjalisci z Uniwersytetu stanu Minnesota zaczeli podawac
komoérki NK pacjentom z biataczkami (Miller, Soignier et al. 2005). Cala procedura jest
skomplikowana organizacyjnie — dobd6r dawcy (najczesciej haploidentyczny czionek rodziny),
pobranie komérek NK, oczyszczenie ich sposréd innych komérek, aktywacja przed podaniem -
to etapy tej procedury w duzym skrocie. W ostatecznym wyniku leczniczym wazne jest, czy
komorki NK przetrwajg w organizmie biorcy, czy dotrg do szpiku i czy bedg sie rozmnazaé
w miejscu gdzie przebywajg komorki biataczki. My ostatnio przeanalizowaliSmy zagadnienie,
czy przetoczone komérki NK mozna wykryé w biopsji szpiku pacjentéw pobranej w 2 tygodnie
po ich przetoczeniu. Zbadalismy, jaki to ma zwigzek z efektem leczniczym, czyli z remisjg lub



wznowg biataczki (Grzywacz, w druku). Z drugiej strony, na przestrzeni lat protokot leczniczy byt
modyfikowany poprzez zmiany, takie jak: podawanie interleukiny 2 lub interleukiny 15 po
transfuzji komoérek NK, uprzednie napromieniowanie szpiku, podanie leku zeby wyeliminowac
limfocyty T regulatorowe dawcy i inne zmienne. Okazato sie, ze liczba komoérek NK w szpiku
byta skorelowana z korzystnym wynikiem leczenia biataczki. Co wiecej, stwierdziliSmy, ze
napromieniowanie niszy szpikowej przed ich podaniem (Total Body Irradiation) jak rowniez
eliminacja limfocytow T regulatorowych przy pomocy przeciwciata/toksyny przeciwko CD25
sprzyja przetrwaniu komoérek NK w szpiku biorcy.

Przyszte kierunki immunoterapii przy uzyciu komoérek NK.

Roéznicowanie komorek NK z komorek macierzystych jest mozliwe w hodowli
laboratoryjnej. Komorki NK, ktére sg w ten sposob ,fabrykowane” z embrionalnych komoérek
macierzystych maja dobre zdolnosci cytotoksyczne wobec biataczek i innych nowotworow
(Woll, Grzywacz et al. 2009). Co wiecej, laureat Nagrody Nobla S. Yamanaka pokazat jak przy
pomocy 4 czynnikdw mozna przeobrazi¢ komorke ciata takg jak np. fibroblast pobrany z tkanki
podskornej w komorke IPS (Induced Pluripotent Stem cell) — indukowang komérke podobng do
embrionalnych (Takahashi, Tanabe et al. 2007). W chwili obecnej z takich wyindukowanych
komorek macierzystych produkuje sie komorki NK (Saetersmoen, Hammer et al. 2018). Tak
uzyskane komorki NK dostepne sg w o wiele wigkszej liczbie niz konwencjonalne komodrki NK.
Co wiecej, mozna je tatwo modyfikowac¢ poprzez dodawanie lub odejmowanie receptoréw i
innych czynnikobw wptywajgcych na aktywnos¢. Umozliwi to produkcje komorek NK w duzej
ilosci, a jak wykazaty nasze badania jest to jeden z kluczy do sukcesu terapeutycznego.

Podsumowanie

Przedstawie podstawowe zasady dziatania komodrek NK i etapy ich dojrzewania.
Oméwione bedg przyktady zastosowania komérek NK w leczeniu choréb nowotworowych i jak
zrozumienie zasad ich dziatania pomaga w skutecznym zastosowaniu w terapii. Ponadto
przedstawie nowe Kkierunki, w ktérych wykorzystujemy znajomos¢ zjawiska pamieci
immunologicznej komoérek NK i inzynierii ich dojrzewania z komérek macierzystych do produkcji
nowej generacji komoérek NK z zamiarem ich wykorzystania w leczeniu nowotworow.
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Komisja Przyrodniczo-Medyczna PAU we Wroclawiu

Sprawozdanie z XXXIX Spotkania dydaktyczno-naukowego

W dniu 28 listopada 2018 r. w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej
im. Ludwika Hirszfelda PAN odbylo si¢ XXXVIX Spotkanie dydaktyczno-naukowe
zorganizowane przez Komisj¢  Przyrodniczo-Medyczng PAU we  Wroctawiu,
wspotfinansowane przez Gming Wroctaw.

Przed wyktadem Dyrekcja Instytutu i czlonkowie Komisji spotkali si¢ w Sali
konferencyjnej z zaproszonym wyktadowca, dr med. Bartoszem Grzywaczem, Kktory
po ukonczeniu z wyrdznieniem studiow na Akademii Medycznej we Wroctawiu (1999)
1 pracy w Dolnoslaskim Centrum Transplantacji Komdrkowych w zespole prof. dra Andrzeja
Lange, wyjechat w 2005 roku do USA, gdzie rozwijal swoje zainteresowania naukowe
w takich osrodkach jak: University of Minnesota Cancer Center , University of Wisconsin
Hospital and clinics, a obecnie pracuje jako Assoc. Prof. na Uniwersytecie Minnesota
(Department of Laboratory Medicine and Pathology).

Spotkanie dydaktyczno-naukowe otworzyta 0 godzinie 13.00 w Auli im. Stefana
Slopka — w zastgpstwie nieobecnego przewodniczacego Komisji, prof. Czeslawa
Radzikowskiego — dr hab. Aleksandra Klimczak. Oficjalnie powitata wyktadowce,
przybytych gosci, w tym Dyrektora Biura Wspotpracy z Uczelniami Wyzszymi Urzedu
Miasta Wroclawia oraz wszystkich licznie przybylych stuchaczy (okolo 140 osob), w tym
125 uczniow IV, X 1 XV liceum przybytych wraz z ich pedagogami.

Nastepnie przedstawita krotko sylwetke naukowg dra Bartosza Grzywacza, ktory
pracowat rowniez w naszym Instytucie.

O godzinie 13.10 rozpoczat si¢ wyktad pt. ,, Komorki NK (Natural Killer) —
straznicy organizmu przeciwko wirusom i nowotworom”. Na poczatku wyktadu
dr Grzywacz uprzedzit stuchaczy, Ze jest to jego pierwszy wyktad po polsku od 13 Ilat.
W bogato ilustrowanym przezroczami wyktadzie dr Grzywacz przedstawil komoérki NK, czyli
komorki uktadu odpornosciowego. W jasny sposéb omowit podstawowe zasady dziatania
komorek NK 1 etapy ich dojrzewania. Zgodnie z planem wyktadu, zaprezentowat jak
komorki NK odrézniaja przyjaciot od wrogdéw, poréwnujac ich role do kontroli policyjne;.
Przedstawit roéwniez przyklady =zastosowania komoérek NK w leczeniu chorob
nowotworowych. Zapoznat shuchaczy z nowymi kierunkami immunoterapii, w ktorych
wykorzystuje si¢ znajomos¢ zjawiska pamigci immunologicznej komoérek NK 1 inzynierii ich
dojrzewania z komoérek macierzystych do produkcji nowej generacji komorek NK.

Prowadzaca Spotkanie, dr hab. Aleksandra Klimczak podzigkowala Wyktadowcy za
prezentacje 1 stuchaczom za wysthuchanie bardzo ciekawego wyktadu, zgodnie z zatozeniem
dzialania Komisji PAU, ,zblizajacego wyniki fascynujacego postepu w badaniach
przyrodniczych, gléwnie w biologii molekularnej i genetyce, $rodowisku medycznemu,
a takze studentom, nauczycielom i uczniom klas licealnych kierunkow przyrodniczych
regionu dolnoslaskiego”.
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Nastepnie  zaprosita  zainteresowanych  kontynuowaniem  dyskusji do sali
konferencyjnej na tradycyjne ,,Spotkanie po Spotkaniu”. W kameralnej dyskusji powrécono
do tresci wyktadu i1 przedstawionych wynikow, a takze do zagadnien organizacji pracy
naukowej i sposobow jej finansowania w USA 1 w naszych warunkach. Spotkanie zakonczyto
sie ok. godz. 15.30.

W XXXIX Spotkaniu KPM PAU uczestniczyli czlonkowie Komisji: prof. prof.
Tadeusz Dobosz, Aleksandra Klimczak, Katarzyna Prosek, Zbigniew Szewczuk,
usprawiedliwili swoja nieobecno$¢: profesorowie: Janusz Boratynski, Irena Frydecka, Bozena
Obminska-Mrukowicz, Czestaw Radzikowski, Andrzej Sokalski.

Prof. dr hab. Czestaw Radzikowski
Przewodniczacy

Komisji Przyrodniczo-Medycznej PAU

Sprawozdanie przygotowata:
Katarzyna Prosek
Sekretarz Komisji



WYKAZ LICEOW PRZYRODNICZYCH,
KTORYCH UCZNIOWIE UCZESTNICZA

W SPOTKANIACH DYDAKTYCZNO-NAUKOWYCH

KPM PAU WE WROCLAWIU
Nr Data Numery liceow
XXXVI 14.03.2018 IV, X, XV
XXXVII 25.04.2018 VII, VIII, XV
XXXVIII 19.09.2018 IV, X, XV
XXXIX 28.11.2018 IV, X, XV

DOSTEPNOSC WYKEADOW

[stnieje mozliwo$¢ uczestniczenia w wyktadzie za pomoca streamingu.

Aby uczestniczy¢ w wyktadzie nalezy pobrac aplikacje VLC ze strony
http://www.videolan.org/vlc/,

zainstalowac i uruchomi¢ zgodnie z instrukcja podawang

na stronie Instytutu Immunologii,

kazdorazowo przed Spotkaniem.

Czes$c¢ szkot korzysta z tej formy przekazu, jednak nie dysponujemy konkretnymi danymi.


http://www.videolan.org/vlc
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