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Rozwoj bazy badawczej specjalistycznych laboratoriow uczelni publicznych regionu swietokrzyskiego

Realizowany w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka
Priorytet 2. Infrastruktura sfery B+R, dziatanie 2.2.
Wsparcie tworzenia wspolnej infrastruktury badawczej jednostek naukowych.

Pracownia Cytogenetyki — doswiadczenie i perspektywy

Zaktad Radiobiologii i Immunologii
Instytut Biologii
Uniwersytet Humanistyczno-Przyrodniczy
Jana Kochanowskiego w Kielcach




Pracownia Cytogenetyki — doswiadczenie




Pracownia Cytogenetyki zostata utworzona w Zaktadzie

Praca badawcza prowadzona w Pracowni Cytogenetyki jest kontynuacja badan naukowych ,
prowadzonych w Zaktadzie Radiobiologii i Immunologii. Koncentruje si¢ na zagadnieniach :

 biologicznych mechanizmdéw odpowiedzi na promieniowanie jonizujace 1 inne czynniki
genotoksyczne

* dozymetrii biologiczne;j

 biologicznych mechanizméw indywidualnej promieniowraziwosci chorych na nowotwory
1 0s0b zdrowych.

Pracownia wyposazona jest w nowoczesng aparatur¢ badawcza, dzieki ktorej mozliwe jest
wykorzystanie najnowszych osiggnie¢ metodycznych . W Pracowni stosuje sig¢ :

metody hodowli komorkowych
metody cytogenetyki klasycznej
metody cytogenetyki molekularne;j
metody biologii molekularne;j
metody cytometryczne




Zespol naukowy Pracowni Cytogenetyki

Dr hab. Anna Lankoff, prof. UJK — kierownik Pracowni
Prof. dr hab. Andrzej Wojcik
Dr Halina Lisowska

Dr Anna Banasik-Nowak

Mgr Aneta Wegierek-Ciuk




Doswiadczenie zespolu naukowego Pracowni Cytogenetyki (2000 — 2009)

* Wieloletnia wspotpraca naukowa
(5 osrodkoéw krajowych, 6 osrodkdéw zagranicznych)

Realizacja 8 projektow badawczych
(KBN/MNiSW/miedzynarodowa umowa bilateralna)

Opracowanie 4 programow komputerowych do analizy wynikow

Wdrozenie 9 metod badawczych

Staze naukowe w zagranicznych laboratoriach
(5 stazy: USA, Niemcy, Szwecja, Rosja)

45 publikacji w czasopismach z ,,Listy Filadelfijskiej”
(taczna wartos¢ IF = 118,22 ; taczna wartosci punktow KBN = 846).

* 4 monografie/rozdziaty w ksigzkach

(3 zagraniczne, 1 krajowa)




Glowne metody badan stosowane w Pracowni CytogenetyKki

Hodowle komorkowe in vitro (limfocyty krwi obwodowe;j
czlowieka, ludzkie 1 zwierzece nowotworowe linie
komorkowe , mutanty defektywne w genach
odpowiedzialnych za naprawe DNA).

Test aberracji chromosomowych, pozwalajacy na analiz¢
uszkodzen chromosomow .

Test mikrojadrowy, pozwalajacy na analize
klastogennych (p¢knigcia nici DNA) uszkodzen DNA .




Glowne metody badan stosowane w Pracowni CytogenetyKki

Test mikrojadrowy w wersji FISH (Fluorescence In Situ
Hybridisation), pozwalajacy na analize aneugennych
(utrata chromosomu/O6w na skutek wadliwego dziatania
wrzeciona podzialowego) uszkodzen DNA .

Metody immunofluorescencyjne, pozwalajace na analiz¢
struktur komorkowych (np. mikrotubul 1 wrzeciona
podziatowego).

Test klonogenny, pozwalajacy na analize przezywalnosci
komorek 1 ich zdolnos¢ do tworzenia kolonii.




Glowne metody badan stosowane w Pracowni Cytogenetyki

Test kometowy, pozwalajacy na analiz¢ poziomu
uszkodzen DNA w pojedynczych komorkach oraz na
analize kinetyki naprawy uszkodzonego DNA.

Cytometria przeplywowa, pozwalajgca na wieloparametrowg
oceng struktury 1 funkcji komorek oraz wydzielanych przez

nie substancji.

Test gamma-H2AX, pozwalajacy na analize
popromiennych ognisk naprawczych w uszkodzonym
DNA.




Programy komputerowe wykorzystywane do analizy wynikow badan

(opracowane 1 wdrozone w ramach wspotpracy naukowej)

CASP - program do analizy testu kometowego

wspotpraca z Instytutem Fizyki Uniwersytetu Wroctawskiego
oraz Swigtokrzyskim Centrum Onkologii w Kielcach

K. Konca, A. Lankoff, A. Banasik, H. Lisowska, T. Kuszewski, S. Gozdz, Z.
Koza, A. Wojcik. A cross platform public domain PC image analysis
program for the comet assay. Mutation Research 534:15-20, 2003.

CABAS — program do dozymetrii biologicznej

wspoltpraca z Institute for Energy, Petten (Holandia), Health Protection
Agency, Didcot (UK), STUK, Helsinki (Finlandia) , IRSN (Francja), Federal
Office for Radiation Protection (BfS), Neuherberg, (Niemcy), ICHTJ w
Warszawie

Deperas, J., M. Sztuinska, M. Deperas-Kaminska, A. Edwards, D. Lloyd, C.
Lindholm, H. Romm, L. Roy, R. Moss, J. Morand, A Wojcik. CABAS - a freely
available PC program for fitting calibration curves in chromosome
aberration dosimetry. Radiation Protection Dosimetry 124:115-123, 2007.




Programy komputerowe wykorzystywane do analizy wynikow badan

(opracowane 1 wdrozone w ramach wspotpracy naukowej)

EINETA - NEyman Type A

NETA - program do obliczania przedzialu ufnosci Neymana

wspotpraca z Institute for Energy Petten (Holandia), Joint Nuclear Research
Centre, Dubna (Rosja), Instytutem Chemii i Techniki Jadrowej w Warszawie
oraz z Uniwersytetem Ekonomicznym we Wroctawiu

Morand J, Deperas-Standylo J, Urbanik W, Moss R, Hachem S, Sauerwein
W.  Wojcik. Confidence limits for Neyman type A-distributed events.
Radiation Protection Dosimetry 128:437-43, 2008

I — program do analizy ognisk naprawczych

wspolpraca z Instytutem Fizyki Uniwersytetu Wroctawskiego
oraz z Instytutem Chemii 1 Techniki Jadrowej w Warszawie

Jucha A, Wegierek-Ciuk A, Koza Z, Lisowska H, Wojcik A, Wojewodzka
M, Lankoff A . FociCounter: A freely available PC programme for

quantitative and qualitative analysis of gamma-H2AX foci. Mutation
Research 696:16-20, 2010




Projekty badawcze w trakcie realizacji

Badania osobniczej wrazliwosci na dziatanie promieniowania
jonizujacego.

Badania mechanizmow powstawania popromiennych ognisk
naprawczych gamma-H2AX dla celéw dozymetrii biologiczne;.

Badania genotoksycznosci nanoczgstek in vitro.




Badania osobniczej wrazliwosci na dzialanie promieniowania jonizujacego

Powaznym problemem w radioterapii jest ryzyko wystgpienia
odczyndéw popromiennych u pacjentow po zakonczeniu terapii.
Ryzyko to ogranicza wysoko$¢ podawanej dawki promieniowania.
Obecnie, pomimo wielu badan, nie ma testu predykcyjnego, ktory
pozwalalby na rozpoznanie pacjentow o wysokim poziomie ryzyka
wystapienia odczynu popromiennego.

zdjecie: odczyn popromienny - martwica skory 2 lata po zakonczeniu
radioterapii

Cele projektu:

1. Poznanie ewentualnych markerow wczesnej 1 poznej reakcji pacjenta na dziatanie promieniowania,
podawanego w trakcie radioterapii.

2. Opracowanie testu predykcyjnego do oceny wystapienia odczyndéw popromiennych u pacjentow przed
rozpoczgciem radioterapii

Wspolpraca naukowa:
1.  Swigtokrzyskie Centrum Onkologii w Kielcach
2. Institut de Radioprotection et de Streté Nucléaire - IRSN, Fontenay-aux-Roses, Francja




Badania mechanizmow powstawania popromiennych ognisk naprawczych
gamma-H2AX dla celow dozymetrii biologicznej

Rozwo0j energetyki jadrowej w Polsce jest jednym z priorytetowych
celow gospodarczych. Wraz z jej rozwojem pojawia si¢ potrzeba
doskonalenia juz istniejagcych oraz opracowanie nowych metod
dozymetrii biologicznej dla zapewnienia ochrony radiologicznej
ogolowi spoleczenstwa. Jedng z nowych, najczulszych metod moze
zosta¢ test gamma-H2AX, ktory wymaga opracowania oraz walidacji,
aby sta¢ si¢ wiarygodnym testem biodozymetrycznym.

Zdjecie: ogniska gamma-H2AX w jgdrze komorkowym

Cele projektu:

1. Badanie mechanizméw powstawania popromiennych ognisk gamma-H2AX

2. Okreslenie poziomu miedzyosobniczej zmienno$ci w czestosci popromiennych ognisk gamma-H2AX.
3. Opracowanie krzywej kalibracyjnej dla zalezno$ci dawka-efekt

4. Korelacja uzyskanych wynikow z czesto$cig chromosoméw dicentrycznych

Wspolpraca naukowa:
1. Zaktad Naukowy Centrum Radiobiologii i Dozymetrii Biologicznej, ICHTJ w Warszawie




Badania genotoksycznoS$ci nanoczastek in vitro.

Nanotechnologia jest jedng z najdynamiczniej rozwijajacych si¢
dziedzin nauki XXI wieku. Z jej rozwojem wiaze si¢ duze nadzieje na
postep w medycynie 1 farmacji. Ze wzgledu na znaczne mozliwosci
modyfikacji nanomateriatow, prowadzi si¢ obecnie zaawansowane
badania nad zastosowaniem ich w terapii antynowotworowe;.
Warunkiem koniecznym dla zastosowania nanomaterialow w terapii
|| jest znajomos$¢ ewentualnego ich zagrozenia dla zdrowia 1 zycia
cztowieka.

zdjecie: nanoczgstki krzemu wnikajgce do jgdra komorki A549 in vitro.

el projektu:
Analiza kinetyki wnikania modyfikowanych nanoczastek krzemu do komorek in vitro
Zbadanie wptywu podstawnikéw modyfikowanych nanoczgstek na procesy uszkodzen i naprawy DNA
Analiza translokacji gtownych bialek szlaku NFkP do jader komorkowych 1 wigzania si¢ dimeru p50/p65 z DNA

Wspolpraca naukowa:
1.  Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN w Lodzi,
2.  Zaklad Naukowy Centrum Radiobiologii 1 Dozymetrii Biologicznej ICHTJ w Warszawie




Udzial w projekcie : Impact of nanomaterials on human health.

‘ ‘-a” Zadania Pracowni Cytogenetyki:

' ' Y 1. Cytometryczna analiza apoptozy w ludzkich komoérkach nablonka

B B plucnego A549, ludzkich komorkach nabtonka jelita HT-29 oraz w
ludzkich komérkach watrobowych HepG2, narazonych na dziatanie
nanoczastek srebra 1 nanoczastek dwutlenku tytanu in vitro.
Analiza czg¢stosci mikrojader w ludzkich komoérkach nablonka
phlucnego A549, ludzkich komorkach nabtonka jelita HT-29 oraz w
ludzkich komérkach watrobowych HepG2, narazonych na dziatanie
nanoczastek srebra 1 nanoczastek dwutlenku tytanu in vitro.
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% ‘ Il zdjecie: nanoczgstki srebra w skaningowym mikroskopie. elektronowym

Wspolpraca naukowa:

1. Instytut Chemii i Techniki Jadrowej w Warszawie — koordynator projektu

2. Norwegian Institute of Air Research, Norway

3. Norwegian Institute of Public Health, Norway

4. Szkota Gtowna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

5. Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego- Narodowy Instytut Higieny w Warszawie




Pracownia Cytogenetyki — perspektywy
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Wyposazenie Pracowni Cytogenetyki
zakupione w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka

- mikroskop z komputerowym systemem do analizy FISH
- cytometr przeptywowy

- inkubator CO2

- komora laminarna

- mikroskop odwrocony

- autoklaw

- dewar (do przetrzymywania prob w cieklym azocie)

- ultrawirowka

. - system do oczyszczania wody
‘ - zestaw do elektroforezy




Mikroskop z komputerowym systemem do analizy FISH

* Mozliwos¢ stosowania wielu aplikacji

e Automatyczne skanowanie preparatow (8)

 System komputerowy ,,uczacy si¢”

e Automatyczna analiza preparatow

e Automatyczna dokumentacja wynikow
(zdjecia, dane liczbowe)

» Automatyczne wykonywanie obliczen

e Automatyczne generowanie zestawien
wynikow oraz wykreséw

__H'

 Krotki czas uzyskania wynikow

e Powtarzalnos¢ pomiarow

e Obiektywizm w uzyskaniu wynikow

e F.atwos¢ standaryzacji metod miedzy
laboratoriami




Mikroskop z komputerowym systemem do analizy FISH
Aplikacja do analizy testu kometowego ( MetaSystems CometImager Software)

Umozliwia szybka 1 wiarygodng analize¢ poziomu uszkodzen 1 kinetyki naprawy DNA
w pojedynczych komorkach.

Data List Help

Region of Interest
Position: 47,30 13750
Size 23210 6215

- obrazy pobierane sg automatycznie
z 8 preparatow

Background Correction Mode: :
Length Unit: |

Magnification:

Exposure:

- wyniki generowane sg automatycznie

- dzigki mozliwosci indywidualnego
zaplanowania eksperymentalnych,
arkuszy, uzyskane dane opracowywane sg
statystycznie w sposob automatyczny

Save Data | Save Image | Next Comet || Capture

Exp.: DEMOCONET  [Dose: 6 Repetiion: 1 |4 002

Cnt./Rej. Intensity | Tail Length: 129,25
6365 Tail Moment: 55,25

Length Unit: 3644 Tail Moment Olive: 19,75

' 2721 %DNA 42,74




Mikroskop z komputerowym systemem do analizy FISH
Aplikacja do analizy chromosomow ( MetaSystems mFISH)

Umozliwia szybka 1 wiarygodng analiz¢ liczbowych 1 strukturalnych aberracji
chromosomowych.
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Mikroskop z komputerowym systemem do analizy FISH
Aplikacja do analizy chromosoméw ( MetaSystems mBAND)

Umozliwia szybka 1 wiarygodng analize¢ strukturalnych aberracji chromosomowych.

agram |

ilter

Telomeres Objects Help

-

Go to Metaphase
Assign
Rotate 180" /90°
Rotate X*
Shift
Clean
Reduce

Magnify

SE

Annotate

:2931 De n-wIS.Son _'Cases
Adm mBX

- metafazy wyszukiwane sg automatycznie
na 8 preparatach

- aplikacja umozliwia precyzyjng analize¢
prazkowa wybarwionych chromosomow
z duza rozdzielczoscig

-dostarcza precyzyjng informacj¢ na temat
ztozonych wewnatrzchromosomowych
aberracji strukturalnych (translokacji,
delecji, inwers;ji)

- aplikacja szczegolnie przydatna w
cytogenetyce klinicznej 1 onkologicznej




Mikroskop z komputerowym systemem do analizy FISH
Aplikacja do analizy aberracji chromosomowych

Umozliwia szybka 1 wiarygodng analize¢ strukturalnych aberracji chromosomowych
w komorkach interfazowych

' Metaferd - MetaCyte - Gallery
Mode File Slide Cells Scoring Training MetaCyte Configure Stage Filters Tools Help

M etafe r - 4 MetaCyte

193 2 194 2 @195

- komorki wyszukiwane sg automatycznie
na 8 preparatach

- aplikacja umozliwia precyzyjng analize
translokacji (fuzji genow)

MLL-BreakApart+

- szczegOlne przydatna w cytogenetyce
klinicznej 1 onkologicznej do diagnostyki
biataczek 1 chloniakow
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Mikroskop z komputerowym systemem do analizy FISH

Aplikacja do analizy aberracji chromosomowych

Umozliwia szybka 1 wiarygodng analize¢ liczbowych 1 strukturalnych aberracji
chromosomowych.

& Metafer4 - MSearch/TL

h Configure

Stage Filters Tools Help

Metafer__f}\

MSearch

Bm10-V3
10.0
558 of 738 |
4.6
202

Gallery

Relocate

LED Control

Exit

- metafazy wyszukiwane sg automatycznie
na 8 preparatach

- aplikacja umozliwia automatyczng zmiang
obiektywow, pozwalajacg na zapis obrazow
gotowych do analizy

- szczegOlne zastosowanie w dozymetrii
biologicznej do analizy chromosomow
dicentrycznych




Mikroskop z komputerowym systemem do analizy FISH
Aplikacja do analizy telomerow

Umozliwia szybka 1 wiarygodng analiz¢ telomerow w poszczegdlnych chromosomach

= MetaSystems Isis -

|hlc Edit View Colors Image Filter Measurements Objects Help
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Capture

Lower Threshold
Upper Threshold
Register Colors
Staining

Intensities

Region

Annotate
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DemolSS Telomeres ||

Adm DCy3a |

- metafazy wyszukiwane sg automatycznie

na 8 preparatach

- aplikacja umozliwia precyzyjne okreslenie
ilosci DNA w telomerach

- szczegOlnie przydatna do analizy komoérek

nowotworowych, procesOw starzenia
komorki oraz apoptozy




Cytometr przeplywowy LSR 11
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Urzadzenie wysoce specjalistyczne do wieloparametrowej oceny struktury 1 funkcji

komorek oraz wydzielanych przez nie substancji.

N

Cyfrowy analizator, wspOtpracujacy z 4 laserami
Mozliwos¢ jednoczesnej analizy 15 parametrow
Szybka 1 specyficzna analiza badanych parametrow zastosowanie w badaniach komorek,
(ok. 20 tys komoérek w ciggu 1 sekundy) — w diagnostyce medyczne]
Automatyczna kompensacja fluorescencji ( diagnoza biataczek i chtoniakow)
Bardzo wysoka doktadno$¢ pomiarow
Zminimalizowany rozrzut wynikow




Cytometr przeplywowy LSR II umozliwia pomiar:

Parametry strukturalne Parametry funkcjonalne

- rozmiar - fadunek powierzchniowy

- cytoplazmatyczna ziarnistos¢ - ekspresja receptorow powierzchniowych
- zawarto$¢ aminokwasow - przebieg cyklu komorkowego

- zawartoS¢ DNA, RNA, biatek - organizacja cytoszkieletu komorki

granulocyty

Rozroznianie 1 analiza
typow komorek krwi

w heterogennej populacji | : o o ‘ monocyty

limfocyty




Planowane projekty badawcze

Badania nad cytogenetycznymi 1 molekularnymi markerami
przewlektej bialaczki limfatycznej (CLL) oraz ich zastosowanie
w ustalaniu terapii 1 prognozowaniu klinicznego przebiegu choroby.

Projekt bedzie realizowany w ramach wspolpracy ze Swietokrzyskim Centrum Onkologii
w Kielcach , Zaktad Patologii Nowotworow

Swietokrzyskie Centrum Onkologii Uniwersytet Humanistyczno-Przyrodniczy
Zaktad Patologii Nowotworow Pracownia Cytogenetyki

- pobieranie krwi obwodowe] - prowadzenie hodowli limfocytow CLL
od pacjentow chorych na CLL - badanie wrazliwosci limfocytow na

- diagnostyka pacjentow cytostatyki ,,in vitro”

- terapia oraz follow-up pacjentow - analiza molekularnych 1
zakwalifikowanych do projektu cytogenetycznych markerow

|

badania korelacyjne, majace na celu ewentualne wykorzystanie markerow
przy ustalaniu terapii 1 prognozowaniu klinicznego przebiegu choroby




Finansowanie badan prowadzonych w Pracowni Cytogenetyki

zKolnictwa Wyzszego - 2 wnioskKi zIozone (01.20

-Projekt badawczy wilasny

Analiza komorkowych 1 molekularnych efektow dziatania nanoczgstek tlenku
glinu 1n vitro.

Srodki finansowe: 235 200,00 zt

Kierownik: dr Anna Banasik-Nowak

-Projekt badawczy wlasny-promotorski

Badanie promieniowrazliwosci limfocytow krwi obwodowej pacjentow z nowotworem
prostaty , nowotworem szyjki macicy 1 zdrowych dawcow in vitro.

Srodki finansowe: 25 300,00 zt

Kierownik: dr hab. Anna Lankoff

Grant Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego - 1 wniosek w przygotowaniu

-Projekt badawczy wlasny

Badania nad  cytogenetycznymi 1 molekularnymi  markerami  przewleklej
bialaczki limfatycznej (CLL) oraz ich zastosowanie w ustalaniu terapii 1 prognozowaniu
klinicznego przebiegu choroby.

Kierownik: dr Halina Lisowska




Dzi¢ekuje za uwage




