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Nowe technologie w diagnostyce
i leczeniu nowotworow

(1]
MikroRNA jako cel i narzedzie w terapii
nowotworow

Edyta Kosciarska, Julia Starega-Rostan,
Marta Olejniczak, Piotr Koztowski, Paulina Gatka,
Wtodzimierz J. Krzyzosiak

Pracownia Genetyki Nowotworéw IChB PAN, Poznan

MikroRNA (miRNA) nalezg do rodziny matych, nieko-
dujacych RNA, ktoére reguluja wiele proceséw biologicz-
nych u réznych organizméw, poczawszy od prostych Euca-
riota po cztowieka. Genom cztowieka koduje ponad
700 miRNA, ktoére kontrolujag ekspresje wiekszosci genow
kodujacych biatka i reguluja takie procesy, jak rozwdj, pro-
liferacja i réznicowanie komérek oraz apoptoza. W komor-
kach ludzkich dojrzate czgsteczki miRNA, wielkosci okoto
20nt, powstajg z prekursoréw pri-miRNA oraz pre-miRNA
w wyniku dziatania rybonukleaz Drosha i Dicer. Potran-
skrypcyjna regulacja ekspresji gendw za posrednictwem
miRNA jest inicjowana przytaczeniem kompleksu miRISC
do czesciowo komplementarnej sekwencji w regionie
3'UTR regulowanego mRNA. Takie oddziatywanie miRNA
z mRNA prowadzi w konsekwencji do inhibicji translacji
MRNA lub jego deadenylacji lub degradacji. W wielu bada-
niach wykazano, ze deregulacja funkcji miRNA poprzez
nadekspresje lub inhibicje prowadzi do wielu choroéb,
w tym réwniez nowotworowych. Dlatego tez przywroce-
nie prawidtowej ekspresji miRNA w zmienionej chorobo-
wo tkance moze byc¢ jedna ze strategii terapii antynowo-
tworowe;.

Technologia miRNA jest skierowana na obnizanie lub
podwyzszanie poziomu ekspresji miRNA, zaréwno
w podejsciu badawczym, jak i w zastosowaniach tera-
peutycznych. W celu obnizenia poziomu miRNA stosuje
sie oligonukleotydy antysensowe zwane anty- lub anta-
gomirami lub podejscia z uzyciem ,,gabek molekularnych”
(ang. sponges, decoys) wchtaniajgcych nadmierne ilosci
miRNA. W celu podniesienia poziomu miRNA sg one wpro-
wadzone do komdrek w formie syntetycznego mimetyku,
ktory moze zastgpic¢ brakujacy miRNA. Alternatywne
podejscie zaktada wprowadzenie miRNA kodowanych
przez wektory typu shRNA lub sh-miR. Nasze prace badaw-
cze koncentruja sie na podejsciu opartym o wektory. Bada-
my strukturalne podstawy biogenezy ludzkich miRNA, aby
»podpatrujac nature”, méc projektowac bardziej skuteczne
kasety ekspresyjne, z ktérych w petnym szlaku biogene-
zy mikroRNA zachodzitaby wydajna ekspresja reagenta
SiRNA i miRNA. Implikacje naszych wynikéw dotyczacych
aktywnosci i specyficznosci dziatania Drosha i Dicer dla
badan i terapii nowotworéw zostang zaprezentowane
w referacie.

MicroRNA as target and tool for cancer
therapy

MicroRNAs (miRNAs) are a family of small non-coding
RNAs that regulate multiple biological processes in vari-
ous organisms ranging from simple eukaryotes to humans.
The human genome harbours more than 700 miRNA genes
which keep under control most of the protein coding
genes, and regulate such processes as development, cell
proliferation, differentiation and apoptosis. The ~20nt
mature miRNAs are generated in human cells from pri-
mary precursors named pri-miRNAs and secondary pre-
cursors pre-miRNAs in two RNA cleavage steps executed
by ribonucleases Drosha and Dicer. The post-transcriptional
regulation of gene expression by miRNA is initiated by the
binding of the effector complex miRISC to partially com-
plementary sequences in the 3’-UTR of mRNAs. Binding
typically results in mRNA repression by the inhibition of
its translation or deadenylation and degradation. Numer-
ous studies have shown that deregulation of miRNA func-
tion by their overexpression, partial inhibition or complete
loss contributes to many human diseases including can-
cer (oncomiRs). Thus, the restoration of normal miRNA
expression in affected tissue is considered one of the
strategies to cope with cancer.

The miRNA technology is aimed at either blocking or
overexpressing cellular miRNAs for research or therapeu-
tic purposes. To downregulate the overexpressed miRNAs
the antisense oligonucleotides known as antimirs or
antagomirs are used. Another approach to inhibit the over-
expressed miRNAs is to use miRNA sponges or decoys
designed to sequester the overproduced miRNAs. On the
other hand, in cases of miRNA underexpression such
miRNA may be transfected to cells as an antisense strand
of siRNA-like duplex known as miRNA mimetic. Alterna-
tively, specific miRNAs may be expressed in cells from suit-
able vectors in the way siRNAs are expressed from short
hairpin RNAs (shRNAs) or sh-miRs. Our recent research is
focused on the issues related to vector based strategies
used by miRNA and RNAi technologies. We study struc-
tural aspects of human miRNA biogenesis to take lessons
from nature on how to create miRNA precursor based
expression cassettes to release specific miRNAs and siRNAs
in cells. Implications of our studies on Drosha and Dicer
activities and specificities to cancer research and therapy
will be discussed.
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Micro-RNA w diagnostyce i terapii raka
niedrobnokomérkowego ptuc
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Perspektywy TPMCC (Therapeutic
Personalized Multimodality Cancer Care)
w leczeniu chorych na raka regionu
gtowy i szyi

Rafat Suwinski

Centrum Onkologii — Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie,
Oddziat w Gliwicach

Dzieki postepom w metodach obrazowania nowotwo-
row, komputerowemu planowaniu leczenia i nowym tech-
nikom terapeutycznym mozliwa jest obecnie precyzyjna
konformacja (dopasowanie) przestrzennego rozktadu
fizycznej dawki promieniowania do obryséw guza nowo-
tworowego i otaczajacych go narzadéw krytycznych. Osiag-
niecie w petni konformalnego rozktadu dawcki fizycznej
nie oznacza jednak konformalnosci w zakresie dawki bio-
logicznej. Dalszy postep w leczeniu skojarzonym nowo-
tworéw regionu gtowy i szyi bedzie mozliwy dzieki pozna-
niu kluczowych relacji pomiedzy ekspresja makeréw
molekularnych a klinicznym efektem leczenia. Perspekty-
wa ta stoi u podstaw TPMCC (Therapeutic Personalized
Multimodality Cancer Care), tj. leczenia skojarzonego,
w ktorym nie tylko przestrzenny rozktad fizycznej dawki
promieniowania, lecz réwniez schemat frakcjonowania,
sekwencja stosowanych metod leczenia i wybor leczenia
systemowego bedzie optymalizowany w zaleznosci od
indywidualnej charakterystyki biologicznej guza nowo-
tworowego. W prezentacji zostang przedstawione mozli-
wosci zastosowan TPMCC w leczeniu chorych na raka
regionu gtowy i szyi na przyktadzie wynikéw badan wtas-
nych i wybranych doniesief z pismiennictwa.
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Genetyczne uwarunkowania wyboru
leczenia w chorobach rozrostowych uktadu
krwiotwdrczego

Andrzej Lange

Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej
Akademii Nauk

Dolnoslaskie Centrum Transplantacji Komérkowych

z Krajowym Bankiem Dawcéw Szpiku

Poczynione ostatnio postepy dotyczace zrozumienia
genetycznych podstaw nowotworéw szpiku sktonity WHO
do opracowania wraz z Amerykanskim i Europejskim
Towarzystwem Hematologicznym nowych wytycznych
odnosnie uzycia uaktualnionej klasyfikacji hematologicz-
nych nowotwordw ztosliwych. Uaktualniona wersja pod-
kresla role badanh genetycznych w ustaleniu pierwotnego
rozpoznania. Badania te obejmuja petna analize cytoge-
netyczng komorek szpiku kostnego w momencie rozpo-
znania oraz pdzniej, aby umozliwi¢ Sledzenie odpowiedzi
na terapie i wykrycie pojawienia sie nowych nieprawidto-

wosci genetycznych. Zagadnienie to ma nie tylko ogrom-

ne znaczenia dla procesu diagnostycznego, ale rowniez

przewidywania odpowiedzi na leczenie.

1. Anemia aplastyczna (AA) i anemia oporna na leczenie
(RA) zdefiniowane przez kryteria morfologiczne
charakteryzuja sie roznymi nieprawidtowosciami chro-
mosomalnymi, ktérych obserwacja wskazuje na
domniemany patomechanizm oraz przewidywang odpo-
wiedZ na leczenie. Obecnos¢ delecji w chromosomie
13 (del(13q)), dodatkowy chromosom 8 (+8), delecja
w chromosomie 20 (del(20q)) lub utrata chromosomu
Y (-Y) wskazuje na zmiany chorobowe w szpiku kost-
nym, ktére zwigzane s3 z dobrg odpowiedzig na terapie
immunosupresyjng. Natomiast utrata chromosomu
7 (=7) oraz delecja w chromosomie 5 (del(5q)) stanowia
o ztym rokowaniu, ktére jest zwigzane z nieimmunolo-
giczna patofizjologia schorzenia.

2. Pacjentéw z AML bez zmian cytogenetycznych, ktérzy
maja mutacje w genach NPM1 i CEBPA, cechuje dwu-
krotnie czestsze czteroletnie przezycie w poréwnaniu
z pacjentami z mutacjg w genie FLT3.

3. W zespotach mieloproliferacyjnych przetomowe wyka-
zanie zwigzku miedzy obecnoscia genu fuzyjnego
BCR/ABL a odpowiedzig ma inhibitory kinazy tyrozyno-
wej w CML umozliwia uzycie leczenia celowanego, kté-
re moze by¢ pdZniej adaptowane zgodnie z pojawieniem
sie howych nieprawidtowosci genetycznych w klonach
nowotworowych. W innej podgrupie pacjentéw wykry-
cie mutacji genu JAK2 przyczynia sie w znaczacy sposéb
do rozpoznania czerwienicy prawdziwej (PV) i wyznacza
podgrupy pacjentéw z nadptytkowoscia samoistng (ET)
i mielofibrozg (MF), ktére moga odpowiadac na terapie
celowang na zablokowanie nastepstw mutacji.

Odpowiednio dostosowane leczenie zalezy nie tylko

od genetycznych podstaw choroby, ale réwniez od czyn-

nikéw genetycznych, ktére wigza sie z przewidywaniem
odpowiedzi na chemioterapie oraz mozliwymi niepoza-
danymi dziataniami leczenia. Polimorfizm genéw koduja-
cych enzymy odpowiedzialne za metabolizm ksenobioty-
kéow moze stuzy¢ do przewidywania toksycznosci.

Podobnie, polimorfizm genéw kodujgcych cytokiny, che-

mokiny i ich receptory ma duze znaczenie w przewidy-

waniu i) toksycznych efektéw chemioterapii (gen TNFa),

ii) podatnosci na niektére patogenne drobnoustroje (gen

NOD?), iii) sktonnosci do wystapienia ostrej reakcji prze-

szczep przeciw gospodarzowi (gen CCR5), iv) podatnosci

na reaktywacje wiruséw z rodzaju Herpes (gen INFy).
Podsumowujac, wszyscy pacjenci cierpiacy na nowo-

twory szpiku musza mie¢ wykonane badanie kariotypu

oraz rozszerzone badania genetyczne. Umozliwi to i) wta-

Sciwe rozpoznanie i i) wczesne zidentyfikowanie pacjen-

tow z korzystnymi (np. PML/RARa.) i Zle rokujacymi cecha-

mi genetycznymi. WdroZzone leczenie, ktére jest

zaadaptowane odpowiednio do przewidywanego prze-

biegu choroby, umozliwi poprawe przezywalnosci, podob-
nie jak zastosowanie leczenia skierowanego bezposred-
nio na opisane mutacje promujace wzrost nowotworu.

Opis pacjenta w zakresie jego systemu immunologiczne-

go pomaga w podjeciu decyzji dotyczacej profilaktyki lub

leczenia wyprzedzajgcego odnosnie komplikacji infekcji
mogacych zagrazac zyciu.
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Genetic characteristics of haematological
patients: role in diagnosis and prediction
of response to treatment

Recent advances in understanding the genetic back-
ground to myeloid neoplasms prompted the WHO to elab-
orate with the American and European Societies of Hema-
tology new guidelines for using the revised version of
classification of haematological malignancies. The revised
version strengthens the role of genetic work essential for
primary diagnosis. This work includes a complete cyto-
genetic analysis of bone marrow cells at the diagnosis and
thereafter for following the response to the therapy and
detection of genetic evolution. This approach proved to
have a high power not only in supporting the diagnosis
but also in prediction of treatment response.

1. AA and RA/MDS defined by morphological criteria pre-
sent various chromosomal abnormalities supporting the
diagnosis and pointing out a putative pathomechanism
and predicting the response to treatment. The presence
of del(13g), +8, del(20q) or =Y may represent bone mar-
row failure associated with a good response to immuno-
suppressive therapy, while the presence of =7 and
del(5q) is of a mal prognosis considered to be related
to a non-immune pathophysiology.

2. In cytogenetically normal AML the most frequent muta-
tions involve FLT3, NPM1, and CEBPA. They have differ-
ent prognostic significance; NPMI1 and CEBP positive
cases have a survival probability of 4 yrs, twice as good
as that seen in AML cases with FLT3 mutation.

3. In myeloproliferative syndromes the revolutionary recog-
nition of an association between the presence of
BCR/ABL hybrid gene and response to inhibitors of tyro-
sine kinase in CML enables the use of a targeted treat-
ment which may be further adapted according to the
genetic evolution of neoplastic clones. In another sub-
set of patients JAK2 mutation adds greatly to the diag-
nosis of PV and marks a subset of patients with ET and
MF which may respond to treatment aimed at blocking
the mutation effect.

Tailoring the treatment relies not only on the genetic
background to the disease but also on some genetic fea-
tures predicting the response and possible adverse effect
of chemotherapy. Polymorphism of genes encoding
enzymes responsible for the metabolism of xenobiotics
may predict toxicity. Similarly, that of genes encoding
cytokines, chemokines and their receptors has a strong
power of prediction of (i) the toxic effect of chemothera-
py (TNFalpha), (i) vulnerability caused by some microbial
pathogens (NOD2), (iii) susceptibility to aGvHD (CCR5),
(iv) susceptibility to Herpes viruses reactivation (INFgam-
ma).

In conclusion, all patients suffering from myeloid malig-
nancies must be karyotyped and extended genetic work
must be performed to make possible (i) proper diagnosis
and (ii) early recognition of patients with favourable (e.g.
PML/RARalpha) and more difficult genetic prediction pat-
tern. The implemented treatment adapted to the predicted
severity of the course of the disease result with higher
survival rate. The same is true for using treatment which

targets an exactly described mutation which promotes
cancer growth. Description of patients with respect to
their immune system potential assists in making the deci-
sion of prophylactic or pre-emptive treatment of life-
threatening infectious complications.
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Czy mozliwa jest personalizacja
przeszczepienia szpiku?

Wiestaw Wiktor Jedrzejczak

Katedra i Klinika Hematologii, Onkologii
i Choréb Wewnetrznych, Warszawski Uniwersytet Medyczny

Przeszczepianie szpiku — obecnie rozumiane szerzej
jako przeszczepianie komorek krwiotwérczych — byto jed-
na z pierwszych bardzo wystandaryzowanych metod lecz-
niczych, ktéra niemal w identyczny sposéb wykorzysty-
wano u wszystkich kwalifikowanych do niej chorych.
Wynikato to stad, ze metoda kliniczna wyjsciowo byta pro-
sta adaptacja metod wczesniej opracowanych i wykorzy-
stywanych u pséw i myszy. W klinice metoda zderzyta sie
z ogromna réznorodnoscia stanu zdrowotnego chorych,
co ograniczyto pierwotnie jej zastosowanie tylko do mto-
dych chorych bez schorze dodatkowych, w stosunku do
tego, ktére byto wskazaniem do wykonania zabiegu. Z dru-
giej strony okazato sie, ze efekt leczniczy zabiegu mozna
zwiekszy¢, dostosowujac rodzaj megachemioterapii i radio-
terapii do rodzaju schorzenia. Wreszcie, okazato sie, ze
chorzy niezaleznie od tych czynnikéw sa zréznicowani pod
wzgledem dostepnosci dawcy komérek krwiotwérczych
i tylko w odniesieniu do niektérych z nich istnieje mozli-
wos¢ wyboru rodzaju dawcy. Préby rozwigzania tych pro-
bleméw doprowadzity do opracowania bardzo wielu
odmian metodycznych przeszczepiania komoérek krwio-
tworczych, obejmujacych rézne rodzaje i rézne natezenie
leczenia przedprzeszczepowego, rézne rodzaje komorek
wykorzystywanych do przeszczepiania i rézne sposoby
prowadzenia chorych po przeszczepieniu. Tym samym
doszto do pewnej personalizacji wyboru rodzaju zabiegu
przeszczepienia oraz sposobu wykonania tego zabiegu.
Inaczej moéwiac, chory na ostra biataczke wysokiego ryzy-
ka, ktory nie ma ani dawcy rodzinnego, ani dorostego daw-
cy niespokrewnionego, musi otrzymac przeszczep krwi
pepowinowej albo zostaé zdyskwalifikowany od leczenia
przeszczepieniem. Kolejnym czynnikiem warunkujacym
decyzje leczniczg dotyczacg konkretnego chorego stat sie
rozw6j metod alternatywnych w stosunku do przeszcze-
piania szpiku. Opracowano specjalne skale ryzyka zabie-
gu przeszczepiania majgce w zatozeniu zracjonalizowaé
wybor pomiedzy przeszczepieniem a leczeniem bez-
przeszczepowym. Dalsza personalizacja wyboru rodzaju
metody i sposobu jej wykorzystania oprocz zalety dosto-
sowywania leczenia do indywidualnej sytuacji chorego
ma tez zasadnicza wade polegajaca na tym, ze bedzie bar-
dzo trudno poréwnawczo oceniac tak réznorodnie stoso-
wane leczenie i ulepsza¢ je na podstawie wynikoéw tego
poréwnania.
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Is it possible to personalize bone marrow
transplantation?

Bone marrow transplantation, now considered more
widely as transplantation of haematopoietic cells, was one
of the first well standardized therapeutic methods, per-
formed in an almost identical way in all qualifying
patients. This was due to the fact that the original clini-
cal method was a simple adaptation of the method orig-
inally elaborated on dogs and mice. In clinical practice this
method was confronted with high diversity of the patients’
health status, which originally limited its use to young
patients without underlying disorders additional to
the disease that was an indication for transplantation. On
the other hand, it was found that therapeutic efficacy
of the procedure could be increased if the type of
megachemotherapy and radiotherapy used was adjusted
to the type of disorder. Finally, it was found that inde-
pendently of these factors patients differ with respect to
the availability of a suitable donor of haematopoietic cells
and that only for some of them is there a possibility to
choose the donor. Attempts to solve these problems led
to the development of many methodological variants of
transplantation of haematopoietic cells including various
types and various intensity of conditioning prior to trans-
plantation, various types of sources of cells used for trans-
plantation and variations in post-transplant care. This way
a certain stage of personalization of the choice of a par-
ticular type of transplantation and of its specific perfor-
mance was achieved. In other words, a high-risk acute
leukaemia patient lacking both an identical sibling and an
unrelated adult marrow donor has to either receive a cord
blood transplant or be disqualified from transplantation.
An additional factor influencing the decision concerning
a particular patient is the development of methods alter-
native to bone marrow transplantation. In order to ratio-
nalize the individual decisions for either transplantation
or not, special risk assessment scales have been devel-
oped. Further widespread personalization of the selection
of therapeutic method and mode of its use, besides the
advantage of adjusting treatment to individual patient
needs, also has a drawback as it may lead to difficulties
in recruitment of a sufficient number of patients to trials
comparing various treatment approaches and may dis-
turb further improvement of treatment approaches based
on the results of such trials.
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Nowe narzedzia w diagnostyce
i terapii nowotworow
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Zautomatyzowana diagnostyka zmian
genetycznych

Bohdan Gérski

Pomorska Akademia Medyczna w Szczecinie
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Lung cancer biobanking

Jacek Nikliniski’, Mirostaw Koztowsk?, Lech Chyczewsk?,
Wojciech Laudarski*

1Department of Clinical Molecular Biology,

Medical University of Biatystok, Biatystok, Poland
2Department of Thoracic Surgery,

Medical University of Biatystok, Biatystok, Poland
3Department of Pathology, Medical University of Biatystok,
Biatystok, Poland

The establishment of biorepositories of DNA, RNA,
serum and plasma, linked to clinical and epidemiologic
data, is central to the goals of cancer research, including
the investigation of biomarkers for early detection, pre-
diction of response, prognosis and individualized cancer
therapy.

To optimise the standardization, preservation and use
of the clinical specimens, the Lung Cancer Tissue Bank
(LCTB) was set up at the Medical University of Biatystok.

We present herein our experience in establishing
a repository for lung cancer research, with discussion of
elements to be considered when establishing such
a resource, from the quality assurance of samples to the
organized collection and storage of associated clinical
data. The LCTB developed standard operating procedures
to ensure uniformity in the collection and labelling of
specimens. Specimens were collected from both the lesion
and the surrounding normal lung tissue. All specimen
details were recorded in a separate database.

The biobank facility is divided into four sections: (i) stor-
age of frozen tissue samples, (ii) storage of blood and
blood components, (iii) storage of tissue designated for
DNA/RNA/microRNA extraction, (iv) extracted DNA, RNA
and microRNA.

Methods for biomolecule extraction were tested by
examining both the quality and the quantity of a recov-
ered sample.
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Zahamowanie rozwoju nowotworu mozgu
u ludzi za pomocg RNA

Jan Barciszewski, Stanistaw Nowak’, Eliza Wyszko',
Katarzyna Rolle', Monika Piwecka', Ryszard Zukiel?,
Mirostawa Barciszewska'

Hnstytut Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk,
Poznan

2Katedra i Klinika Neurochirurgii i Neurotraumatologii,
Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego

w Poznaniu

Ztosliwe nowotwory moézgu (glejaki) sa niezwykle agre-
sywne, genetycznie niestabilne i wyjatkowo oporne na
apoptoze. Wykazuja duza atypie i szybka proliferacje
komérek, co odzwierciedla ich mata podatnosé na dotych-
czas znane chemoterapeutyki i radioterapie, niezaleznie
od zakresu resekcji guza. Brak skutecznosci w leczeniu
ztosliwych guzéw moézgu wymusza poszukiwanie nowych
metod terapii.

Przez trzy ostatnie dekady badane sg mozliwosci wyko-
rzystania czgsteczek DNA i RNA w terapii nowotwordw.
Z matymi sukcesami prébowano zastosowac oligonukle-
otydy antysensowe, katalityczne kwasy nukleinowe oraz
aptamery do sekwencyjnie specyficznej inhibicji ekspre-
sji wybranych biatek. Interferencja RNA (RNAI) jest naj-
nowsza i najbardziej obiecujaca technika na dtugiej liscie
technologii bazujacych na kwasach nukleinowych.

Kluczowym problemem w medycynie molekularnej jest
wybor celu terapeutycznego. W trakcie rozwoju glejaka
wielopostaciowego nadekspresji ulegaja geny réznych bia-
tek komorkowych, réwniez tych w obrebie macierzy
zewnatrzkomaorkowej. Zwigzane sg one z nadmierng pro-
liferacja i moga stanowi¢ potencjalne markery nowotwo-
rowe, a takze cele terapeutyczne. Jednym z nich jest tena-
scyna C (TN-C), glikoproteina, ktéra bierze udziat w adhezj,
inwazji oraz migracji komoérek nowotworowych. Ekspre-
sja TN-C jest proporcjonalna do ztosliwosci guza.

Pacjentom cierpigcym na nowotwory mézgu po resek-
cji guza podawano dsRNA o sekwencji komplementarnej
do struktury mRNA tenascyny C (ATN-RNA). Metodami
rezonansu magnetycznego (MRI) oraz tomografii kompu-
terowej (CT) wykazano zahamowanie rozrostu guza oraz
symptomow wznowy w wyniku inhibicji syntezy TN-C.
Obserwowano znaczaca poprawe przezywalnosci pacjen-
téw bez jednoczesnego pogorszenia jakosci zycia. Lecze-
nie oparte na interferencji RNA ma ogromny potencjat
terapeutyczny. Zgodnie z wiedza autoréw interwencja
RNAI (iRNAJ) jest pierwszym przyktadem zastosowania
RNAi w leczeniu choréb u cztowieka.

Inhibition of human brain tumour invasion
with RNA

Malignant gliomas are the deadliest brain tumours,
characterized by highly invasive growth, a rampant gene-
tic instability and intense resistance to apoptosis. Such
aggressive behaviour of these tumours is reflected in the
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resistance to chemo- and radiotherapies and a poor prog-
nosis in spite of cytoreduction through surgery. Gliomas
preferentially express a number of surface markers that
may be exploited as therapeutic targets, such as tenascin-C.
This is an extracellular matrix glycoprotein that contributes
to tumour cell adhesion, invasion, migration and prolif-
eration. Disappointing results in the treatment of gliomas
with surgery, radiation and chemotherapy have fuelled
a search for new treatment modalities.

For almost three decades, the possibility of application
of DNA and RNA molecules as anticancer therapeutics has
been researched. A variety of antisense oligonucleotides,
ribozymes, DNAzymes, and aptamers can be designed to
trigger the sequence-specific inhibition of a particular
mMRNA of interest. RNA interference (RNAI) is the latest and
the most promising technique in a long line of nucleic acid-
based therapeutic technologies.

Patients suffering from brain tumours were resected
and treated with dsRNA (ATN-RNA) complementary to the
sequence of tenascin-C mRNA. MRl and CT follow-up stud-
ies showed tumour growth delay or lack of symptoms of
its recurrence, due to inhibition of TN-C synthesis. A sig-
nificant improvement in overall survival (OS) was observed
without loss of the quality of life (QOL) of patients. This
novel therapy based on RNA interference shows great ther-
apeutic potential. To our knowledge intervention with RNAI
(IRNAV) is the first protocol of application of RNAi in human
disease treatment.

[91

Perspektywy modulowanego i dynamicznego
obrazowania PET/TK/NMR biologicznego
stagingu wybranych nowotworéw

Barbara Jarzgb, Zbigniew Wygoda

Centrum Onkologii — Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie,
Oddziat w Gliwicach

(10]

Bilateral ND:YAG laser resection in the
treatment of multiple lung metastases
Wojciech Dyszkiewicz

Thoracic Surgery Clinic of Medical University
of Medical Sciences in Poznan, Poland
WCPIT

Metastasectomy can be a curative option for some
patients with bilateral pulmonary malignancies if com-
plete resection of pulmonary metastases with minimal
parenchymal loss is accomplished. However, there is an
increased risk of complications when a two-stage tho-
racotomy is required and both procedures are carried
out consecutively. We present the results of treatment

in this subgroup of patients operated on due to bilat-
eral lung metastases using a 1318 nm ND:YAG laser.

Between 2004 and 2009, 88 patients, 27 females and
61 males, of mean age 51.5 yrs (range 20-76 yrs), under-
went bilateral resection of multiple lung metastases. All
procedures were performed by subsequent thoracoto-
my and lung parenchyma sparing metastasectomy. Use
of the 1318 nm ND:YAG laser allowed selective resection
even in cases of centrally located tumours in the lung
parenchyma. The interval between the two procedures
was usually 4-6 weeks.

The number of resected metastases in one lung
ranged from 1to 31 (mean 4.8) and the size of the nod-
ules ranged from 0.8 cm to 6 cm, mean 2.4 cm. The pri-
mary malignancies were as follows: colorectal cancer
in 35 patients, renal in 18 pts, sarcoma in 20 pts, neo-
plasm of testis in 10 pts, and other types of malignan-
ciesin 5 cases. There was no in-hospital death. Four
patients were re-operated on due to prolonged air leak
(3) and bleeding (1). The mean time of the chest tube
drainage was 4.8 days, ranging from 2 to 21 days, and
did not differ between the first and second procedure.
Prolonged air leak above 7 days was observed in 10 pts.
Mean length of hospital stay was related to the num-
ber of resected nodules and was significantly longer
after the second procedure, 12.5 days (6-43) vs. 8.5 days
(6-24) respectively.

Conclusion: 1318 nm ND:YAG laser is a useful tool for
the safe and sparing resection of lung parenchyma even
in patients with multiple lung metastases. If required,
the second procedure is feasible and is not related to
higher risk of complications.
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Sesja b.

Wprowadzenie do onkologii
spersonalizowanej

[11]

Co powinnismy znac, aby planowa¢ terapie
celowane - fenotyp guza czy genotyp
pacjenta?

Sergiusz Nawrocki

Spersonalizowana onkologia wymaga zrozumienia bio-
logii pacjenta i choroby nowotworowej. Genotyp komarek
nowotworowych rézni sie od genotypu zdrowych komo-
rek pacjenta. Fenotyp z kolei moze by¢ rozumiany jako
zestaw cech warunkujacych wrazliwos¢ na leczenie i skut-
ki uboczne terapii. Jest on wynikiem ztozonych mechani-
zmoéw regulacji eksprersji gendéw. Guz nowotworowy
w trakcie progresji ulega swoistej mikroewolucji pod pre-
sja czynnikéw ,,srodowiskowych”, takich jak presja ukta-
du immunologicznego (immunoedycja), presja selekcyjna
lekéw przeciwnowotworowych, jak tez wskutek zdarzeh
losowych, takich jak mutacje somatyczne. Zaréwno geno-
typ, jak i fenotyp chorego oraz guza moze wyznaczac wraz-
liwos¢ na leczenie standardowe oraz terapie celowane. Dla
przyktadu tamoksyfen jest przeksztatcany w aktywne
metabolity przez polimorficzny uktad enzymatyczny (P450
2D6). Osoby o wolnym metabolizmie tamoksyfenu, maja-
ce niski poziom aktywnych metabolitéw we krwi, gorzej
reaguja na leczenie i maja krétsze przezycie wolne od
wznowy choroby. Z kolei skutki uboczne chemioterapii
(ryzyko ciezkiej neutropenii) irinotekanem sg zalezne od
polimorfizmu genu UGTIAL Fenotyp guza jest gtéwnym
czynnikiem warunkujacym skutecznosé leczenia przeciw-
ciatami anty-HER2. Z kolei w przebiegu leczenia przeciw-
ciatami monoklonalnymi skierowanymi przeciwko EGFR
obserwuje sie wysypke tradzikopodobna, ktéra nie zalezy
od rodzaju nowotworu (genotypu lub fenotypu guza),
a ktérej nasilenie koreluje ze skutecznoscia leczenia, co
moze wskazywac na kluczowe znaczenie genotypu oraz
fenotypu pacjenta, a nie tylko fenotypu guza (ekspresja
EGFR i status genu kras) w kontekscie skutecznosci tera-
pii. Odpowiedz na leczenie tym samym lekiem moze by¢
warunkowana réznymi cechami fenotypowymi w zalez-
nosci od rodzaju guza, np. status metylacji promotora genu
MGMT ma duze znaczenie predykcyjne w przypadku lecze-
nia glejaka wielopostaciowego temozolomidem, natomiast
takiej korelacji nie wykazano w glejakach o nizszych stop-
niach ztosliwosci. Nie ulega watpliwosci, ze obecnie znaj-
dujemy sie na poczatku dtugiej i kretej drogi prowadzacej
do zidentyfikowania istotnych cech genetycznych i feno-
typowych warunkujach powodzenie badz fiasko stosowa-
nych terapii.

Personalized oncology requires understanding of
patient as well as tumour biology. The tumour’s genotype
differs from the patient’s genotype. Phenotype, which is

a result of sophisticated mechanisms regulating gene
expression, may be considered as an array of features
determining treatment outcome and side effects.
A tumour during its natural history is under constant envi-
ronmental pressure such as immune surveillance, immune
editing, and selective pressure of cytotoxic drugs, but
tumour microevolution is also affected by random somat-
ic mutations. Both genotype and phenotype of the patient
and the tumour may determine the sensitivity to treat-
ment with old cytotoxic drugs and new biologicals. For
example tamoxifen is converted to its active metabolites
by polymorphic enzyme (P450 2D6). Poor metabolizers
with low blood level of active metabolites of tamoxifen
are poor responders and have shorter time to treatment
failure. Side effects of irinotecan chemotherapy (risk of
severe neutropenia) are dependent on UGT1A1 gene poly-
morphism. On the other hand, tumour phenotype (posi-
tive HER2 status) is predictive for anti-HER2 therapy in
breast cancer patients. But in the case of anti-EGFR ther-
apy with monoclonal antibodies, acne-like rash is associ-
ated with good response to treatment irrespectively of
tumour type. This observation suggests that not only
tumour phenotype (EGFR expression and kras gene sta-
tus) but also patient genotype/phenotype is important.
Response to temozolomide in glioblastoma is associated
with methylation of the MGMT promoter, but there is no
such relationship in low grade gliomas. There is no doubt
that we are just starting to explore and understand mech-
anisms of individual sensitivity to old and new therapies
in oncology.

[12]

Transkryptomiczne sygnatury predykcyjne
w doborze chemioterapii neoadiuwantowe;j
u chorych na raka piersi

Michat Jarzqb

Klinika Onkologii Klinicznej i Doswiadczalnej, Zaktad Biologii
Nowotworéw, Centrum Onkologii — Instytut im. Marii Skto-
dowskiej-Curie, Oddziat w Gliwicach

Wstep: Mnogos¢ wielogenowych sygnatur ekspresyj-
nych o prognostycznym znaczeniu w raku piersi zwrocita
uwage na mozliwos¢ zastosowania tego narzedzia
w podejmowaniu decyzji terapeutycznych. Obiecujaca
wydaje sie préba zastosowania technik genomicznych do
poszukiwania markeréw o charakterze predykcyjnym,
przydatnych w doborze optymalnego leczenia.

Cel pracy: Dokonanie bioinformatycznej analizy zbio-
row danych mikromacierzowych dla chorych leczonych
przedoperacyjna chemioterapig, w kontekscie przewidy-
wania odpowiedzi na to leczenie, wybor optymalnych
sygnatur i podjecie wstepnej walidacji na materiale od
chorych prospektywnie obserwowanych.

Materiat i metody: Analize bioinformatyczna dostep-
nych zbioréw danych prowadzono za pomoca algorytmow
nadzorowanej selekcji genéw z uzyciem réznych technik

predykcji klas, w tym maszyn wektoréw podpierajacych.
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Wykorzystano dane z réznych generacji mikromacierzy,
analizy prowadzono w systemie BRB Array Tools. Dane do
walidacji uzyskano dzieki analizie profilu ekspresji prébek
pobranych od 15 chorych poddanych przedoperacyjnej che-
mioterapii w Centrum Onkologii — Instytucie w Gliwicach,
od kazdej chorej podczas biopsji przed rozpoczeciem che-
mioterapii pobierano trzy niezalezne wycinki tkankowe.

Wyniki: W pierwszym etapie podjeto analize stabilno-
Sci profilu ekspresji w biopsji gruboigtowej, poréwnujac
trzy niezalezne prébki pobrane podczas jednego zabiegu.
Globalny profil ekspresji probek wykazuje stosunkowo
dobrg zgodnosé, ale u niektérych chorych obserwowano
istotng heterogennosc. Geny zidentyfikowanych juz sygna-
tur predykcyjnych maja wyrazna zmiennosé, kiedy anali-
zuje sie je w réznych prébkach pobieranych od tego same-
go chorego. Celem dalszych analiz bedzie wybdr zbioru
gendw o potencjale predykcyjnym, ale wzglednie stabil-
nego w guzie i jego podscielisku.

Predictive transcriptomic signatures
in selection of neoadjuvant chemotherapy
in breast cancer pateints

Background: Multiple multi-gene signatures identified
in breast cancer showed prognostic significance. Thus,
they focused the attention on the potential use of this
tool in the clinic. At the moment the most important
aspect is to apply this technique to search for predictive
markers, able to guide therapeutic decisions.

Aim of the study is to carry on the bioinformatic ana-
lysis of available microarray datasets for patients treated
with pre-operative chemotherapy, in the context of pre-
diction of chemotherapy response, to choose the optimal
signature and perform the preliminary validation in the
group of prospectively recruited patients.

Material and methods: The bioinformatic analysis of
publicly available datasets was carried out by supervised
gene selection algorithms, by different class prediction
methods, including support vector machines technique.
Different microarray generations were used, analysis was
carried out by BRB Array Tools software. Validation data
were obtained by microarray analysis of samples obta-
ined from 15 patients, who were treated by preoperative
chemotherapy in MSC Memorial Cancer Center in Gliwi-
ce. From every patient three independent tissue samples
(cores) were obtained.

Results: In the first step, the stability of gene expres-
sion in the core needle-biopsy specimens was assessed,
by comparison of three samples from every patient. Glo-
bal gene expression profile analyzed by unsupervised
methods show relatively good concordance, but in mino-
rity of patients demonstrated significant heterogeneity.
Some of the genes of previously identified predictive signa-
tures show clear intra-patient heterogeneity. The aim of
further analysis will be to select the optimal predictive
genes, stable in the tumour and its microenviroment.

(13]
Cytochromy P450 jako czynniki wptywajace
na podatnos¢ oraz terapie nowotworéw

Przemystaw M. Mrozikiewicz

Pracownia Farmakogenetyki Doswiadczalnej,
Katedra i Zaktad Farmacji Klinicznej i Biofarmacji,
Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

Cytochromy P450 (CYP) sa duza grupa enzymow
uczestniczacych w utlenianiu szeregu ksenobiotykdw,
w tym lekéw onkologicznych i prokancerogenéw. Gene-
tyczne réznice w aktywnosci CYP moga by¢ istotnym czyn-
nikiem zwiekszajacym podatnosé na wystapienie choro-
by nowotworowej, zwtaszcza w przypadku takich
cytochromow, jak CYP1AL, CYP2A1, CYP2D6 i CYP3A4, kt6-
re odgrywaja kluczowa role w metabolizmie prokancero-
genow. Ponadto, polimorfizm enzyméw CYP moze miec
potencjalny wptyw na skutecznosé i bezpieczefnstwo
wspotczesnej chemioterapii onkologicznej (CYP2D6
i CYP3A4). Z drugiej strony aktywnos¢ enzymdw CYP moze
by¢ réwniez modulowana poprzez szereg ksenobiotykow,
w tym substancji leczniczych, substancji pochodzenia
naturalnego czy samych substancji kancerogennych, kt6-
re moga by¢ przyczyna niepowodzen terapeutycznych lub
nieoczekiwanych interakcji.

Szereg badan, w tym badania witasne, w petni potwier-
dzito role polimorficznych wariantéw CYP na modulacje
ryzyka wystapienia choroby nowotworowej. Natomiast
kwestia wptywu substancji naturalnych, czesto obecnych
w codziennej diecie, na aktywnosé CYP nie jest w petni
wyjasniona. W naszych badaniach ocenilismy wptyw sub-
stancji naturalnych na aktywnosé szczurzych CYP i wyka-
zalismy znamienny spadek poziomu ekspresji CYP3A1
(homolog ludzkiego CYP3A4) po stosowaniu ekstraktow
z Echinacea purpurea, Hypericum perforatum, Camellia
sinensis, Glycine max, Allium sativum, Valeriana officina-
lis oraz Panax ginseng. W przypadku CYP2D2 (homolog
CYP2D6) aktywnos¢ tego genu byta hamowana przez
Panax ginseng, natomiast wzrost poziomu ekspresji mRNA
dla CYP1A2 obserwowano po podaniu Hypericum perfo-
ratum i Panax ginseng. Uzyskane wyniki wskazuja, ze pre-
paraty roslinne moga istotnie zmienia¢ poziom ekspresji
enzymow CYPR

Petne okreslenie polimorfizmu i aktywnosci CYP moze
by¢ pomocne w okresleniu ryzyka rozwoju kancerogene-
zy i indywidualizacji profilaktyki przeciwnowotworowe;j

oraz by¢ elementem optymalizacji terapii onkologicznej.

Cytochromes P450 as factors influencing
cancer susceptibility and therapy

Cytochromes P450 (CYP) are a large group of enzymes
involved in the oxidation of various xenobiotics including
antineoplastic drugs and procarcinogens. Genetic differ-
ences in CYP activity can be crucial factors in defining can-
cer disease susceptibility, especially in the case of
cytochromes, such as CYP1Al, CYP2Al1, CYP2D6 and
CYP3A4, that play an important role in the metabolism of
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procarcinogens. Moreover, polymorphism of CYP enzymes
can lead to inter-individual differences in metabolic activ-
ity and can have a potential influence on the efficacy and
safety of modern chemotherapy (CYP2D6 and CYP3A4).
On the other hand, the activities of CYP enzymes can also
be modulated by a large number of xenobiotics including
herbal drugs, natural substances or carcinogenic sub-
stances that may be a cause of therapeutic inefficacy and
unexpected interactions.

Several studies including our own have confirmed the
role of CYP polymorphic variants in modulation of the risk
of cancer disease occurring. However, the issue regarding
the influence of natural substances that are often present
in every diet is still unexplained. In our study we deter-
mined the potential influence of natural substances on
CYP activity in rat liver and noted a statistically significant
decrease of CYP3A1 (homologue to human CYP3A4)
expression level after application of Echinacea purpurea,
Hypericum perforatum, Camellia sinensis, Glycine max,
Allium sativum, Valeriana officinalis and Panax ginseng.
In the case of CYP2D2 (human CYP2D6), the activity of
this gene was inhibited by extract of Panax ginseng.
Increased expression of CYP1A2 mRNA after application
of Hypericum perforatum and Panax ginseng was also
observed. These results indicate that herbal preparations
may change the expression level of CYP enzymes.

A complete determination of CYP polymorphism and
activity could be helpful in determining the risk of the
development of carcinogenesis and individualization of
cancer prevention as well as for optimization of anticancer
therapy.

(14]

Selenium supplementation and the risk
of cancer in BRCAL1 carriers

J. Lubinski, T. Huzarsk, T. Byrski', C. Cybulski,
M. Stawicka? A Jakubowskd', J. Gronwald",

B. Gorski', T. Debniak’, W. WasowicZ’, E. Kilar’,
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Part |

Women with a BRCA1 mutation face a lifetime risk of
breast cancer of approximately 70% and a lifetime risk of
ovarian cancer of approximately 20%. It has not been
established whether dietary factors or nutritional supple-
ments impact on the incidence of cancer in high-risk

women. We randomised 1135 women with a BRCAL muta-
tion to 250 micrograms daily of elemental selenium as
sodium selenite, or to placebo, in a double-blind trial. After
a median follow-up period of 35 months (range 6 to 62
months), there were 60 incident cases of cancer diagnosed
in the selenium-supplemented group, versus 45 cases in
the placebo group (hazard ratio 1.4; 95% Cl: 0.9 to 2.0).
Selenium supplementation was not associated with a
reduction in the risk of primary breast cancer (hazard ratio
1.3; 95% Cl: 0.7 to 2.5), of contralateral breast cancer (haz-
ard ratio 1.5; 95% Cl: 0.7 to 3.2) or of ovarian cancer (haz-
ard ratio 1.3; 95% Cl: 0.6 to 2.7).

Part Il

In this part of the studies we asked whether serum
selenium levels were different in women with a BRCA1
mutation who developed breast or ovarian cancer, com-
pared to matched mutation-positive controls who did not
develop cancer. We conducted a nested case-control study
of 60 women with breast cancer and 11 women with ovar-
ian cancer (and 142 controls matched 1 : 2) who were diag-
nosed among a cohort of 747 women in a selenium sup-
plementation trial and for whom a blood sample had been
taken for serum selenium measurement. Cases and con-
trols were matched for age at enrolment, past history of
breast cancer, oophorectomy and whether they received
selenium supplement or placebo during the cancer chemo-
prevention trial. Selenium measurements for this study
were performed one year after the above trial. The mean
serum selenium level was 77.7 pg/l for the 71 cases vs.
76.4 ug/l for controls.

Selenium level was an independent risk factor for breast/
ovarian cancer risk among BRCA1 carriers. The optimal
concentration of selenium in the blood was > 70 — < 85 pg/l.
This sub-group had ~2-fold lower risk of cancer as
compared with lower or higher selenium blood level
(OR=0.52; p =0.03; Cl = 0.28-0.92).

[15]

Neoadjuvant therapy with cisplatin
in BRCAl-positive breast cancer patients

T. Byrski, J. Gronwald', T. Huzarski’, RA Dent’,

D. Zuziak’, R. Wisniowski, E. Marczyk®, P BlecharZz’,
O. Oszurek’, C. Cybulski, T. Debniak’, B. Gérski’,

J. Lubinski, S. Narod®

linternational Hereditary Cancer Center, Pomeranian
Medical University, Szczecin, Poland

2Sunnybrook Odette Cancer Centre, Toronto, ON, Canada
3Regional Oncology Center, Bielsko-Biala, Poland

4Centre of Oncology Maria Sklodowska-Curie, Memorial
Institute Krakow Branch, Poland

5Women'’s College Research Institute, University of Toronto
and Women'’s College Hospital, Toronto, Canada

Background: Neoadjuvant chemotherapy is adminis-
tered to control disease, make surgical resection possible
and increase the possibility of breast tissue conservation.
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A further advantage of neoadjuvant therapy is that it helps
to assess chemo-sensitivity to a particular agent. Induc-
tion of a pathological complete response (pCR) is one of
the primary goals of neoadjuvant therapy in order to
achieve a better disease-free and overall survival. Exper-
imental data suggest that BRCAl-related breast cancer
may have increased sensitivity to platinum-based
chemotherapy, but clinical data are limited.

Aim of the study was to evaluate the frequency of com-
plete pathological response after neo-adjuvant treatment
with cisplatin chemotherapy in women with breast can-
cer and a BRCAL mutation.

Methods: Twenty-five women with breast cancer and
a BRCA1 mutation with stage I, I, and Ill breast cancer
between December 2006 and July 2009 were entered into
this study. Patients were treated with cisplatin 75 mg/m?
intravenously every 3 weeks for 4 cycles. After chemother-
apy, patients underwent surgery and were assessed for
pathological response in both the breast and axillary
lymph nodes. Complete pathological response was defined
as no residual invasive disease in both the breast and axil-
la; however, ductal carcinoma in situ was allowed.

Results: Thirty-eight patients were enrolled in the study.
Twenty-three patients had tumours of greater than 2 cm
(60%) and 11 patients had positive lymph nodes at diag-
nosis (29%). Thirty-five patients completed 4 cycles of cis-
platin (92%) and 3 patients completed 2 cycles (8%). Clin-
ical complete response was observed in 28 patients (74%).
Pathological complete response was observed in 23
(60.5%).

Conclusions: Platinum-based chemotherapy is effec-
tive in a high proportion of patients with BRCAl-associ-
ated breast cancers. Clinical trials are warranted to deter-
mine the optimum treatment for this subgroup of breast
cancer patients.
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Sesja 6.
Postepy w onkologii

[16]

Operacje czeSciowe w leczeniu raka krtani
Wojciech Golusinski*, Piotr Pierikowski'

10ddziat Chirurgii Gtowy i Szyi i Onkologii Laryngologicznej,
Wielkopolskie Centrum Onkologii w Poznaniu

2Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu

Wstep: W ostatniej dekadzie znaczenie operacji z doste-
pu zewnetrznego u chorych na raka krtani zostato moc-
no ograniczone. Rozwo6j endoskopowe;j chirurgii lasero-
wej, a przede wszystkim nowoczesnej radiochemioterapii,
ograniczyt role operacji czesciowych. Mozliwosé radykal-
nego usuniecia guza zlokalizowanego w okolicy spoidta
przedniego laserem nadal jednak pozostaje kontrower-
syjna, a radiochemioterapia wigze sie z p6znymi powaz-
nymi objawami niepozadanymi.

Cel pracy: Znaczenie operacji czesciowych w chirur-
gicznym programie zachowania krtani.

Materiat: Dwudziestu szesciu chorych z rozpoznanym
rakiem krtani operowanych na Oddziale Chirurgii Gtowy
i Szyi Wielkopolskiego Centrum Onkologii w latach 2007-
—2008. Dwudziestu pieciu chorych T2NOMO i jeden cho-
ry T3NIMO. Dwudziestu pieciu chorych byto leczonych
wytacznie operacyjnie. U 14 chorych wykonano laryn-
gektomie czotowo-boczna, u 3 laryngektomie nadpier-
Scienng z CHEP, a u 9 laryngektomie pozioma wedtug
Calearo. Jeden chory otrzymat uzupetniajaca radiotera-
pie z powodu objecia naciekiem nowotworowym chrza-
stek krtani stwierdzonym w pooperacyjnym badaniu
histopatologicznym. Wszyscy chorzy znajduja sie pod sta-
ta kontrolg w Wielkopolskim Centrum Onkologii. S3 wol-
ni od nawrotu choroby i nie podaja zaburzen oddychania
i potykania.

Whioski: Laryngektomia czesSciowa winna by¢ poste-
powaniem z wyboru w stadium zaawansowania narza-
dowego T1i T2. Jest leczeniem radykalnym onkologicznie,
pozwala na zachowanie narzadu i jego funkcji.

Partial open resection in laryngeal cancer

Introduction: The role of open partial surgery for laryn-
geal cancer has been significantly limited during the first
decade of the 215t century. Expansion of the endoscopic
laser approach and especially concomitant chemoradio-
therapy has reduced the importance of open partial resec-
tion of laryngeal tumours. Nevertheless, radical endoscopic
excision of the tumour with anterior commissure involve-
ment is still controversial and concomitant chemoradio-
therapy is responsible for severe late toxicity.

Purpose: This paper emphasizes the value of partial
open resection in organ preservation surgery.

Materials: Twenty-six patients with laryngeal cancer
who underwent partial open laryngectomy in the Depart-

ment of Head and Neck Surgery of the Greater Poland
Cancer Centre from 2007 to 2008. Twenty-five T2ZNOMO
cases and one T3NIMO case. Surgery was the only treat-
ment for 25 patients. Fourteen patients had frontolateral
partial laryngectomy, 3 patients had supracricoid partial
laryngectomy with CHEP, 9 patients had horizontal laryn-
gectomy according to Calearo. One patient had adjuvant
radiotherapy because of cartilage infiltration in the post-
operative report of the pathologist. All patients are recur-
rence free, breathe freely and have no swallowing disor-
ders.

Conclusion: Open partial laryngectomy is the best
choice for selected patients and open partial resection is
an important part of organ preservation surgery. Every
head and neck surgeon should know this procedure in
detail.
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Sesja doniesien ustnych

[17]

Wyniki diagnostyki molekularnej

w zaawansowanych rakach jelita grubego
kwalifikowanych do leczenia terapia
celowang anty-EGFR

Piotr Wéjcik, Agnieszka Klimkowska', Jacek Czopek’,
Piotr Zaporowsk#, Joanna Biaty’, Dariusz Adamek’

IKatedra Patomorfologii, Uniwersytet Jagiellonski,
Collegium Medicum, Krakéw

2Merck Sp. z o.0.

3Amgen Sp. z 0.0.

Wstep: Przeciwciata monoklonalne anty-EGFR — cetuk-
symab i panitumumab — znajduja obecnie zastosowanie
w terapii zaawansowanego raka grubego. Onkogen KRAS
zwigzany jest z brakiem klinicznych korzysci z tego typu
terapii. Analiza mutacji stata sie niezbedna w celu okre-
Slenia odpowiedzi na leczenie. Obecnymi wskazaniami do
leczenia sg ekspresja EGFR i prawidtowa sekwencja pro-
toonkogenu KRAS w nowotworze.

Cel pracy: Ocena liczby pacjentéw spetniajacych mole-
kularne kryteria wigczenia do terapii celowanej anty-EGFR
z uwagi na status EGFR i KRAS.

Materiat i metody: Analiza objeta 463 przypadki raka jeli-
ta grubego. Do badan uzyto wycinki nowotwordw, stan-
dardowo utrwalone i przeprowadzone do kostek parafino-
wych. W celu okreslenia ekspresji EGFR wykonano badanie
immunohistochemiczne z przeciwciatem monoklonalnym
anty-EGFR (EGFR.113; Novocastra). DNA izolowano z odpa-
rafinowanych prébek. Pierwszy kodujacy ekson genu KRAS
byt amplifikowany metodg PCR i analizowany metodg SSCR

Wyniki: Badanie immunohistochemiczne wykonano
w 444 przypadkach. Pozytywny odczyn btonowy wykryto
w 404 (91%) przypadkach w co najmniej 1% komorek.
Mutacje KRAS wykryto w 40,5% analizowanych nowo-
tworéw (174/430). Jednoczesna pozytywna ekspresja EGFR
i prawidtowa sekwencja genu KRAS charakteryzowata
53,8% badanych rakéw (249/463).

Whioski: Kryteria wtaczenia do terapii anty-EGFR spet-
niato 53,8% badanych nowotwordw.

Results of molecular diagnostics
in advanced colorectal carcinoma tested
for eligibility for EGFR-targeted therapy

Background: Cetuximab and panitumumab are anti-EGFR
monoclonal antibodies employed in clinical practice in
advanced colorectal cancer. The KRAS oncogene is associ-
ated with lack of clinical benefits of EGFR-targeted therapy.
Mutation detection has become indispensable to predict
therapy outcome. Only tumours with wild-type KRAS and
positive EGFR staining meet the current eligibility criteria.

Aim of the study: To assess the eligibility of patients
with advanced colorectal cancer for anti-EGFR therapy with
regards to EGFR and KRAS status.

Material and methods: 463 cases of colorectal carcino-
ma were investigated. Tumour samples routinely fixed and
embedded in paraffin blocks were used. Expression of EGFR
was studied immunohistochemically with anti-EGFR mon-
oclonal antibody (EGFR.113; Novocastra). For KRAS muta-
tion detection, DNA was extracted from deparaffinized tis-
sues. The first coding exon of the KRAS gene was amplified
by PCR and analysed using the SSCP method.

Results: Immunochemistry was performed on 444 sam-
ples. Positive membranous staining was detected in 404
(91%) tumours in at least 1% of neoplastic cells. KRAS muta-
tions were detected in 40.5% of analysed tumours
(174/430). 53.8% of analysed tumours (249/463) were char-
acterized by concomitant positive EGFR expression and
wild-type KRAS.

Conclusions: 53.8% of analysed tumours were eligible
for EGFR-targeted therapy.

18]

Personalizacja terapii PBL — przydatnos¢
techniki réznicowej kalorymetrii
skaningowej (DSC) w wyborze optymalnego
sposobu leczenia

Matgorzata Rogaliriska’, Pawet Goralski’,

Jerzy Z. Btorisk?®, Arleta Kazmierczuk', Oxana Komina®,
Jolanta D. Zotnierczyk', Henryk Piekarsk?,

Tadeusz Robak’, J6zefa Wesierska-Gqgdek®,

Zofia M. Kiliariska'

IKatedra Cytobiochemii, Uniwersytet todzki

2Katedra Chemii Fizycznej, Uniwersytet t6dzki

3Katedra Hematologii, Uniwersytet Medyczny w todzi
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Wstep: Przewlekta biataczka limfocytowa (PBL) jest
najczestszym typem biataczki ludzi dorostych w krajach
zachodnich. Etiologia tego nowotworu nie zostata w pet-
ni poznana. Przyjmuje sie, ze jest to bardzo niejednorod-
na choroba, ktéra charakteryzuje sie nagromadzeniem
we krwi spoczynkowych limfocytéw B, z powodu zabu-
rzen ich usuwania na drodze apoptozy. Duze zréznico-
wanie wsrdd pacjentéw pod wzgledem dynamiki rozwo-
ju choroby, odpowiedzi oraz koncowego wyniku leczenia
stanowi nadal duzy problem w terapii tej biataczki. Dla-
tego tez wazny jest dobdr leczenia w przypadku kazde-
go chorego, ktéry umozliwitby jego efektywniejsza tera-
pie oraz wydtuzenie remisji choroby i opracowanie
sposobu oceny jej efektywnosci. W tym kontekscie réz-
nicowa kalorymetria skaningowa (DSC) stanowi techni-
ke umozliwiajaca ocene efektywnosci terapii antynowo-
tworowej.

Materiat i metody: W badaniach wykorzystano: DSC,
cytometrie przeptywowa oraz Western blot. Komérki PBL
wydzielone z krwi nieleczonych chorych inkubowano ex
vivo z analogami puryn w kombinacji z mafosfamidem,
tj. CM (kladrybina + mafosfamid) lub FM (fludarabina +
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mafosfamid), a takze z inhibitorem kinaz cyklinozaleznych
— R-roskowityna.

Wyniki: W profilach termicznych frakcji jadrowe;j
wydzielonej z komérek PBL inkubowanych ze zwigzkami
antynowotworowymi, w poréwnaniu z komaérkami kon-
trolnymi, obserwowano znaczne obnizenie lub nawet
zanik przejscia fazowego w temperaturze 95 +3°C. Nato-
miast, tylko niewielka zmiane profilu lub brak réznic
w przebiegu termogramu otrzymywano w przypadku
komorek PBL opornych na stosowane zwigzki. Nalezy pod-
kresli¢, ze zmianom w profilach termicznych towarzyszyt
takze znaczacy spadek przezywalnosci komérek PBL, frag-
mentacja DNA oraz zmiany w poziomie ekspresji/prote-
olizy biatek zwigzanych z procesem apoptozy (kaspaza 9
kaspaza 3, PARP-1, Mcl-11i Bcl-2).

Whnioski: Réznicowa kalorymetria skaningowa wydaje
sie stanowi¢ technike przydatna w wyborze najbardziej
efektywnego sposobu leczenia pacjentéw z PBL. Techni-
ka ta, uzupetniona innymi metodami, potwierdza wyso-
ka efektywnosé R-roskowityny w leczeniu PBL.

Personalized therapy of CLL — usefulness
of differential scanning calorimetry (DSC)
in the choice of optimal treatment

Background: Chronic lymphocytic leukaemia (CLL) is the
most frequent type of adult leukaemia in the Western world.
The aetiology of this leukaemia is still not known. This het-
erogeneous disease is described as an accumulation of main-
ly resting B lymphocytes in peripheral blood, because of
a defect in programmed cell death. The strong diversity
between patients in the time of progression, response to
anticancer therapy, and outcome is a big problem in treat-
ment of this type of leukaemia. Therefore, it is important to
develop the optimal type of therapy for individual patients
to achieve long-term complete remission of the disease and
to evaluate the method of assessment of treatment effica-
cy. In this context, differential scanning calorimetry (DSC)
seems to be a technique capable of distinguishing the poten-
cy of anticancer agents.

Material and methods: In this study we employed a few
techniques — DSC, flow cytometry and Western blot —to
evaluate induction and the course of apoptosis in CLL cells
treated for 48 hrs with anticancer agents. Leukaemia cell
samples were exposed to purine analogues combined with
mafosfamide, i.e. CM (cladribine + mafosfamide), FM (flu-
darabine + mafosfamide), and the cell cycle inhibitor
R-roscovitine.

Results: We observed a significant decrease or even loss
of transition at 95 +3°C in thermal scans of nuclear fraction
preparations obtained from drug-treated cells. Interesting-
ly, a deficiency or only slight differences were seen in ther-
mal profiles of nuclei originating from CLL cells resistant to
treatment. These changes in scans were accompanied by
a marked decrease of cell viability, DNA fragmentation, as
well as changes in expression/proteolysis of apoptosis-relat-
ed proteins (caspase-9, caspase-3, PARP-1, Mcl-1 and Bcl-2).

Conclusions: DSC seems to be a useful technique in selec-
tion of the most effective drug treatment for CLL patients.
DSC supplemented by other methods confirms high effica-
cy of R-roscovitine against CLL cells.

[19]

Osteopontyna - potencjalny nowy marker
w monitorowaniu skutecznosci
chemioterapii | rzutu u chorych na raka
jajnika
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Wstep: W ocenie skutecznosci leczenia chorych na raka
jajnika powszechnie wykorzystuje sie marker CA 125. Nie
spetnia on jednak oczekiwan klinicystow, poniewaz u wie-
lu chorych stezenie markera pozostaje w zakresie warto-
sci referencyjnych pomimo progresji choroby. Nadzieje na
poprawe monitorowania leczenia stwarzaja oznaczenia
osteopontyny.

Cel pracy: Ocena przydatnosci oznaczen osteopontyny
do przewidywania wznowy u chorych na raka jajnika.

Materiat i metody: Osteopontyne oznaczono metoda
EIA w osoczu 54 chorych operowanych z powodu raka jaj-
nika (IC-IV), u ktérych stosowano standardowa chemio-
terapie. Oznaczenia wykonano przed kazdym kolejnym
cyklem leczenia systemowego. Poréwnano czas przezy-
cia bezobjawowego chorych z wyjsciowo duzym vs matym
stezeniem osteopontyny (metoda Kaplana-Meiera), przyj-
mujac wartos¢ odciecia jako 71 ng/ml.

Wyniki: Nie stwierdzono statystycznie znamiennej r6z-
nicy czasu bezobjawowego przezycia chorych w obydwu
grupach = 0,592), jednakze w grupie chorych ze stwier-
dzona klinicznie progresja choroby (22/54) zaobserwo-
wano trend zwiekszenia stezenia osteopontyny:

— U 9 chorych stezenie osteopontyny utrzymywato sie na
wysokim poziomie podczas catego procesu leczenia;
w tej grupie stwierdzono zgon 5 chorych,

—u 9 chorych zwiekszenie stezenia osteopontyny wyprze-
dzato nawrét choroby,

—u 2 chorych zwiekszenie stezenia osteopontyny zaob-
serwowano pozniej niz progresje kliniczna.

Jedynie u 2 chorych pomimo postepu choroby nie odno-
towano zwiekszenia stezenia osteopontyny.

Whioski: Nie stwierdzono zaleznosci pomiedzy duzym
stezeniem osteopontyny przed leczeniem | rzutu a krotszym
czasem przezycia bezobjawowego chorych na raka jajnika.
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W wiekszosci przypadkéw zwiekszenie stezenia osteo-
pontyny wyprzedzato jednak progresje choroby, a duze
stezenia osteopontyny podczas chemioterapii taczyty sie
z gorszym rokowaniem. By¢ moze dtuzsza obserwacja
chorych wykaze korelacje pomiedzy stezeniem osteo-
pontyny a czasem przezycia bezobjawowego, co jest
przedmiotem aktualnych badan.

Osteopontin — a new potential marker

in monitoring the effectiveness of first-line
chemotherapy in patients with ovarian
carcinoma

Background: CA 125 is commonly used in the
evaluation of treatment effectiveness in patients with
ovarian carcinoma. However, it falls short of clinicians’
expectations since in many cases the level of that marker
stays within the reference values despite progression of
the disease. However, a hope for improvement of
treatment monitoring lies in osteopontin determination.

Aim of the study: To evaluate the usefulness of
osteopontin determination in the prognosis of ovarian
carcinoma recurrence.

Material and methods: Osteopontin was determined
in 54 patients operated on because of ovarian carcinoma
(IC-IV) and treated with standard chemotherapy. The
measurements were performed prior to each cycle of
system treatment. The time of asymptomatic survival of
patients with high vs. low pre-treatment concentration of
osteopontin was compared (the Kaplan—-Meier method).
The assumed cut-off value was 71 ng/ml.

Results: A statistically significant difference between
the time of asymptomatic survival of each group was not
observed (p = 0.592). However, in patients with clinically
confirmed progression of the disease (22/54), a trend for
osteopontin level to increase was observed:

— 9 patients had a high level of osteopontin concentration
during the entire treatment process; 5 patients from this
group died,

—in 9 patients the increase of osteopontin concentration
preceded the relapse of the disease,

—in 2 patients the increase of osteopontin concentration
was observed later than clinical progression.

Only in 2 patients was an increase of osteopontin
concentration not observed regardless of the progression
of the disease.

Conclusions: A relation between a high concentration
of osteopontin before treatment and shorter time of
asymptomatic survival of patients with ovarian carcinoma
was not observed. In most cases, the increase of
osteopontin concentration preceded the progression of
the disease and high concentrations of osteopontin during
chemotherapy coincided with a worse prognosis.

[20]
Wartos¢ diagnostyczna zmian genetycznych
typu LOH/MSI w nowotworach tarczycy
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Wstep: W kancerogenezie tarczycy istotnym czynni-
kiem jest niestabilnosé genetyczna: utrata heterozygo-
tycznosci (LOH) i niestabilnos¢ mikrosatelitarna (MSI).
LOH/MSI wykorzystuje sie do molekularnej diagnostyki
i prognozowania rozwoju nowotworéw u ludzi (m.in. raka
jelita grubego i zotadka). W nowotworach gruczotu tar-
czowego niestabilnosé genetyczng obserwuje sie szcze-
golnie w raku pecherzykowym tarczycy.

Cel pracy: Préba odpowiedzi na pytanie, czy obecnos¢
zmian typu LOH/MSI w nowotworach tarczycy (FA, PTC,
UTC) jest istotnym narzedziem diagnostycznym progno-
zujacym rozwoj guza.

Materiat: Fragmenty tkanek tarczycy (n = 39) pobrane
od pacjentow z tagodnymi (FA) i ztosliwymi nowotwora-
mi (PTC, UTC) oraz z wolem guzkowym tarczycy (NG).

Metody: Reakcje PCR z uzyciem 27 markeréw mikro-
satelitarnych sprzezonych z regionami: 1p31.2, 3p21.3-25.3,
7qg32.2,9p21.3,11p15.5, 12923.2 i 16g22.1. Analiza LOH/MSI
metodami: allelotypowania i dHPLC. Czestos¢ wystepo-
wania niestabilnosci genetycznej oceniano na podstawie
procentowego udziatu LOH/MSI oraz indeksem FAL (frac-
tional allelic loss).

Wyniki: Najwyzsza czestosé niestabilnosci genetycznej
wykazano w PTC w regionach: 9p i 16q, nizsza dla regionéw
1p, 3p, 7q i 12q. Indeks FAL w PTC wynosit 0,33. LOH/MSI
w przypadku UTC stwierdzono w 3p, 9p i 16q, gdzie otrzy-
mano najwyzsza wartos¢ FAL (0,46). W FA wysoka czestos¢
niestabilnosci genetycznej obserwowano w 16q, nizsza w 1p,
3p, 11p i 12q. Nie stwierdzono LOH/MSI w NG.

Whnioski: Zmiany genetyczne typu LOH/MSI wystepuja
w gruczole tarczowym na wczesnym etapie procesu nowo-
tworowego i koreluja z progresja guza. LOH/MSI wyste-
puje czesciej w loci genéw waznych dla regulacji cyklu
komérkowego, proliferacji i adhezji komérkowej (p16INK4A,
CDH]I, RASSFIA). Wydaje sie, ze obecnost zmian LOH/MSI
w regionach wystepowania genéw supresorowych ma
istotne znaczenie prognostyczne. Zwiekszenie czestosci
wystepowania LOH/MSI wigze sie z odréznicowaniem sie
komorek raka tarczycy. Ustalenie uniwersalnego panelu
markeréw analizy LOH/MSI i potwierdzenie wstepnych
wynikéw wymaga jednak dalszych badan.
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Diagnostic value of genetic alterations
of LOH/MSI type in thyroid neoplasms

Background: Genetic instabilities, i.e., loss of hetero-
zygosity (LOH) and microsatellite instability (MSI), play an
important role in thyroid carcinogenesis. LOH/MSI analy-
sis is used for molecular cancer diagnostics and progno-
sis (e.g., in colon and stomach cancers). In thyroid neo-
plasms genetic instability is observed especially in
follicular thyroid carcinoma.

Aim of the study: An attempt to answer the question
of whether the presence of LOH/MSI in thyroid carcino-
mas (FA, PTC, UTC) can be regarded as a significant diag-
nostic tool predicting tumour development.

Material: Thyroid tissue samples (n = 39) obtained from
patients with benign (FA) and malignant thyroid lesions
(PTC, UTC) and nodular goitres (NG).

Methods: PCR reactions using 27 microsatellite mark-
ers linked to the following chromosomal regions: 1p31.2,
3p21.3-25.3,7932.2, 9p21.3, 11p15.5, 12g23.2 and 16q22.1.
LOH/MSI analysis was conducted using allelotyping and
dHPLC methods. Genetic instability Frequency Was
assessed as LOH/MSI percentage and FAL (fractional
allelic loss) Index.

Results: The highest genetic instability frequency in
PTC was found in the regions 9p and 164, lower in 1p, 3p,
7q and 12g. FAL Index in PTC was 0.33. In the case of UTC,
LOH/MSI was observed in 3p, 9p and 169, and the high-
est FAL value was found in UTC (0.46). In FA high genetic
instability frequency was observed in 16q, and lower in
1p, 3p, 11p and 12g. No LOH/MSI was found in NG.

Conclusions: In thyroid, genetic alterations of LOH/MSI
type occur at an early stage of carcinogenesis and correlate
with tumour progression. LOH/MSI is found more frequently
in loci of genes important for cell cycle regulation, prolifera-
tion and adhesion (p16/INK4A, CDH1, RASSFIA). It seems that
LOH/MSI analysis in regions containing tumour suppressor
genes is significant in terms of prognosis. The increase of
LOH/MSI frequency is associated with dedifferentiation of
thyroid cancer cells. The establishment of a universal mark-
er panel for LOH/MSI analysis needs further studies, as well
as confirmation of the obtained preliminary results.

[21]
Ocena stezenia czastek adhezyjnych

SVCAM-1 i sICAM-1 u kobiet chorych na
raka piersi
Anna Thielemann, Zygmunt Kopczyniski,

Adrianna Nowak, Aleksandra Baszczuk,
Sylwia Grodecka-Gazdecka

Katedra i Zaktad Diagnostyki Laboratoryjnej, Uniwersytet
Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

Wstep: Srédbtonek naczyniowy odgrywa wazng role
w fizjologii i patologii wielu chorob. Jego uszkodzenie jest
przyczyna powstawania zakrzepow, miazdzycy oraz zmian
naczyniowych w przebiegu nadcisnienia. Przypuszcza sie,
ze zmiany ilosciowe rozpuszczalnych form czasteczek
adhezyjnych moga takze wigzac sie z zaburzong funkcja
srédbtonka naczyniowego u chorych na raka.

Cel pracy: Ocena stezenia rozpuszczalnych form cza-
steczek adhezji komérkowej naczyn 1 (sVCAM-1) i mie-
dzykomérkowych czasteczek adhezyjnych 1 (sICAM-1)
w surowicy kobiet chorych na pierwotnego raka piersi
z uwzglednieniem uznanych czynnikéw prognostycznych,
takich jak: zaawansowanie kliniczne choroby, stopien zto-
sliwosci histologicznej guza, stan okolicznych weztow
chtonnych pachowych oraz wielkos¢ guza pierwotnego.

Materiat i metody: Oznaczanie stezenia sVCAM-1
i sSICAM-1 wykonano w surowicy 103 kobiet chorych na
raka piersi w wieku 29-89 lat (Srednia wieku 56 lat) przed
zabiegiem chirurgicznym, leczonych w Katedrze i Klinice
Onkologii UM im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.
Grupe kontrolng stanowity surowice 40 kobiet zdrowych
w wieku 24-75 lat (Srednia wieku 47 lat). Stezenie roz-
puszczalnych form czasteczek sVCAM-1 i sICAM-1 ozna-
czano w surowicy metodg immunoenzymatyczng ELISA
w oparciu o testy firmy R&D Systems Abingdon, UK.

Wyniki: Badania wykazaty istotnie wieksze stezenia
SICAM-1i sVCAM-1 w surowicy kobiet chorych na pier-
wotnego raka piersi w poréwnaniu z wartosciami u kobiet
zdrowych. Im wyzszy byt stopien zaawansowania klinicz-
nego choroby, tym obserwowano istotnie wyzszy poziom
badanych czastek. Podobng zaleznos¢ stwierdzono, ana-
lizujac stopien ztosliwosci histologicznej nowotworu i wiel-
kos¢ guza pierwotnego. R6znice istotnie statystycznie uzy-
skano takze, kiedy oznaczano stezenia sSICAM-1i sVCAM-1
w grupie kobiet z przerzutami i bez przerzutéw do weztow
chtonnych.

Whioski: Zaobserwowane zmiany stezen rozpuszczal-
nych form czasteczek adhezyjnych (sVCAM-1i sICAM-1)
moga wigzac sie z zaburzong funkcjg srédbtonka naczy-
niowego u kobiet chorych na raka piersi.
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Determination of concentration of sVCAM-1
and sICAM-1 in women with

primary breast cancer

Anna Thielemann, Zygmunt Kopczyriski,

Adrianna Nowak, Aleksandra Baszczuk,
Sylwia Grodecka-Gazdecka

Katedra i Zaktad Diagnostyki Laboratoryjnej, Uniwersytet
Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

Background: The endothelium plays an important role
in physiology and pathology of many diseases. Dysfunc-
tion of the endothelium is a cause of thrombus, sclerosis
and changes of blood vessels in hypertension. It has been
assumed that changes of quantitative forms of soluble
adhesion molecules may be connected with dysfunction
of the endothelium in the tumour process.

Aim of the study: The aim of the study was to ascer-
tain the value of assessment of the vascular endothelial
adhesion molecule sVCAM-1 and soluble form of inter-
cellular adhesion molecule sICAM-1 levels in serum of
women with primary breast cancer and its correlations
with age, clinical status of the disease, histological mali-
gnancy, status of axillary lymph nodes, size of the prima-
ry tumour and histological type of cancer.

Material and methods: A group of 103 patients with
primary breast cancer who did not undergo surgery was
selected. Patients’ age ranged from 29 to 89 years (mean
56). All patients were treated at the Department of Onco-
logy, University of Medical Sciences in Poznan. Forty heal-
thy women aged from 24 to 75 years (mean 47) formed
a control group. The assessment of concentration of
sVCAM-1 and sICAM-1 was performed in serum by an
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (Quantiki-
ne test of R&D Systems, Abingdon, UK).

Results: The results of the study suggested that the
level of SICAM-1 and sVCAM-1 in serum of women with
breast cancer was significantly higher than in serum of
healthy women. A relation between the levels of sICAM-
1 and sVCAM-1 and the stage of clinical disease advance-
ment was discovered. There was a correlation between
increasing values of sSICAM-1 and sVCAM-1 levels and the
aggressiveness of the disease. A similar correlation was
found between sICAM-1 and sVCAM-1 levels and the size
of the primary tumour. Significant differences were also
found between the group of women with metastases to
the axillary lymph nodes and women with no metasta-
ses.

Conclusions: The changes observed in the concentra-
tion of soluble form of the vascular endothelial growth
factors sICAM-1 and sVCAM-1 may be involved in the
disturbance of endothelial function in women with bre-
ast cancer.

[22]

Korelacja ekspresji EGFR oraz poziomu
cytokin wydzielanych przez limfocyty T
krwi obwodowej w raku
ptaskonabtonkowym krtani*

Katarzyna Starska’, Olga Stasikowska’,
Iwona Lewy-Trenda?, Ewa Glowacka®

1| Katedra i Klinika Otolaryngologii, Uniwersytet Medyczny
w todzi

2Katedra Patomorfologii, Uniwersytet Medyczny w todzi
3Zaktad Immunologii, Instytut Centrum Zdrowia Matki Polki
w todzi

Wstep: W odpowiedzi immunologicznej skierowane;j
przeciwko komérkom nowotworowym istotna role petnig
mechanizmy zwigzane z aktywnosciag limfocytéw T oraz
wydzielaniem cytokin prozapalnych i immunoregulatoro-
wych. Udziat receptora naskérkowego czynnika wzrostu
(EGFR), kluczowego mediatora w procesie kancerogene-
zy, zwigzany jest z aktywacja szlaku wewnatrzkomarko-
wych biatek nalezacych do przekaznikéw sygnatu i akty-
watoréw transkrypcji (STATs), ktore rowniez moga by¢
aktywowane po pobudzeniu receptoréw dla cytokin.

Cel pracy: Oznaczenie poziomu prozapalnych i immu-
noregulatorowych cytokin wydzielanych przez limfocyty T
krwi obwodowe] oraz okreslenie korelacji z immunoek-
spresja EGFR w utkaniu nowotworowym.

Materiat i metody: W przeprowadzonych badaniach
oznaczono stezenie wybranych cytokin (IL-6, IL-8, IL-10,
TNF, IFN-y) we krwi obwodowej oraz okreslono poziom
immunoekspresji receptora naskérkowego czynnika wzro-
stu (EGFR) w utkaniu nowotworowym u 45 chorych
z rakiem ptaskonabtonkowym krtani. Ekspresje antyge-
néw EGFR (uwzgledniajac odczyn btonowy i cytoplazma-
tyczny) wykonano z zastosowaniem metody immunohi-
stochemicznej IHC. Poziom wydzielanych cytokin oznaczono
metoda ELISA.

Wyniki: W wykonanej analizie potwierdzono korelacje
odczynéw IHC EGFR-m oraz EGFR-c w raku ptaskona-
btonkowym krtani z poziomem wydzielanych cytokin IL-8
oraz IFN-y, oznaczonych we krwi obwodowe;.

Whioski: Poziom prozapalnych i proangiogennych cyto-
kin wydzielanych przez limfocyty T krwi obwodowej oraz
immunoekspresji odczynéw btonowych i cytoplazma-
tycznych EGFR moze by¢ uzytecznym biomarkerem u cho-
rych na raka ptaskonabtonkowego krtani.

*Praca finansowana z funduszy projektu naukowo-badaw-
czego KBN/ MINISW nr N403 04332/2326
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Expression of EGFR and production

of cytokines by peripheral blood

T lymphocytes in squamous cell carcinoma
of the larynx*

Background: In the antitumour response the most
important mechanism of host humoral immunity is T lym-
phocyte activity and production of immunoregulatory and
proinflammatory cytokines. The involvement of epidermal
growth factor receptor (EGFR), a mediator critical for tumo-
ur aggressiveness, is connected with activation of the signal
transducer and activator of transcription pathway family
(STATs), which can be activated by cytokine receptors.

Aim of the study: The aims of this study were to esti-
mate whole blood cytokine concentrations and to analy-
se the directed influence of cytokines on the EGFR profi-
le.

Material and methods: In the study the whole blood
cytokine concentrations and EGFR (cytoplasmic and mem-
branous) antigens expression in 45 patients treated sur-
gically due to advanced squamous cell laryngeal carcino-
ma were determined. The concentration of secreted IL-6,
IL-8, IL-10, TNF, and IFN-y was estimated by ELISA. The
EGFR-c and EGFR-m stainings in tumour tissues were
assessed by immunohistochemistry.

Results: The authors reported that EGFR IHC staining
analysed in laryngeal squamous carcinoma cells is con-
nected with whole blood cells’ activity. The whole blood
concentrations of cytokines IL-8 and IFN-y were found to
be correlated with EGFR-m and EGFR-c immunostaining
in primary tumour tissues, respectively.

Conclusions: We conclude that pro-inflammatory and
pro-angiogenic cytokines produced by whole blood cells
and expression of EGFR may be useful as biomarkers in
patients with advanced-stage laryngeal cancer.

*This work was supported by grants from the National
Science Council (KBN N403 04332/2326)

(23]

Hipermetylacja promotora genu E-kadheryny
w rodzinnych i sporadycznych rakach
zotadka w polskiej populacji

Monika Zazula, Magdalena Biatas,
Agnieszka Klimkowska, Piotr Wéjcik, Dariusz Adamek

Uniwersytet Jagiellofski, Collegium Medicum, Krakéw

CDH1I jest genem supresorowym, ktéry koduje E-kadhe-
ryne — biatko odgrywajace kluczowa role w réznicowaniu
i adhezji komorek nabtonkowych. Hipermetylacja pro-
motora CDHI moze by¢ spowodowana m.in. wiekiem,
zakazeniem EBV czy Helicobacter pylori i jest najczest-
szym mechanizmem epigenetycznym wyciszania ekspre-
sji E-kadheryny w komérkach raka zotadka. Gen ten jest
dobrym markerem globalnej hipermetylacji genéw
w nabtonku zotadka.

W ramach badania autoréw hipermetylacja CDHI zosta-
ta zaobserwowana w 53% (82/152) analizowanych spora-
dycznych rakéw zotadka w polskiej populacji. Ten wynik
jest szczegolnie interesujgcy w kontekscie supresji hiper-
metylacji genéw w nabtonku Zzotadka przez niesteroidowe
leki przeciwzapalne (w tym kwas acetylosalicylowy).

Hipermetylacje promotora genu CDHI wykryto u 100%
(6/6) analizowanych rodzin (u 18/18 badanych cztonkdw)
z rodzinnym rakiem zotadka. Dodatkowo, wszystkie przy-
padki (20/20) wykazujace fenotyp MSI-high pod wzgle-
dem niestabilnosci mikrosatelitarnego DNA charaktery-
zowaty sie zmetylowanym regionem promotora
E-kadheryny. W przypadku rakéw z fenotypem niskiej nie-
stabilnosci oraz rakow mikrosatelitarnie stabilnych odse-
tek ten byt nizszy i wynosit odpowiednio 71 i 41%.

Zaobserwowano réwniez trend, ze ,zmetylowane” guzy
zotadka byty nieco wieksze niz ,,niezmetylowane”, a gru-
pa pacjentéw niewykazujacych hipermetylacji CDHI
w guzach charakteryzowata sie wyzszym prawdopodo-
bienstwem dtuzszego przezycia. Wyniki te moga sugero-
wac, ze obnizenie ekspresji E-kadheryny spowodowane
metylacja jej promotora moze by¢ zwigzane z gorsza pro-
gnoza i specyficznym fenotypem guza.

Ze wzgledu na to, ze hipermetylacja promotora CDH1
moze mie¢ zwigzek z inaktywacja drugiego allelu w cza-
sie kancerogenezy w nabtonku zotadka, badania tego typu
sg szczegblnie wazne w kontekscie pojawiajgcych sie
nowych mozliwosci epigenetycznych terapii celowanych.

E-cadherin gene promoter
hypermethylation in familial and sporadic
gastric cancers in the Polish population

CDHI is a tumour suppressor gene and it encodes
E-cadherin —a protein which plays a crucial role in epithe-
lial cells” adhesion and differentiation. Hypermethylation
of the CDHI promoter region may be caused among oth-
er things by age, viruses or Helicobacter pylori and seems
to be the most common epigenetic mechanism in this
gene silencing in gastric cancer. The studied gene is a log-
ical model of gastric cancer epigenetic changes as CDHI
is a marker of global hypermethylation in gastric epithe-
lial cells.

In this study, CDHI promoter hypermethylation was
observed in 53% (82/152) of the analysed sporadic gastric
carcinomas from the Polish population. This result is espe-
cially interesting as non-steroidal anti-inflammatory drugs
including acetylsalicylic acid are potent suppressors of
global hypermethylation in gastric epithelial cells.

We also report CDHI promoter hypermethylation in
100% (6 of 6) of families (18/18 family members) with
familial gastric cancer. Additionally, all cases (20/20) with
the MSI-high phenotype revealed CDHI promoter hyper-
methylation. In MSI-low and MSS gastric cancers, this per-
centage was lower, 71% and 41%, respectively.

We observed that “methylated” tumours were slight-
ly larger than “nonmethylated”, whereas the second group
revealed a higher probability of longer patient survival,
though these relationships were not statistically signifi-
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cant. These results suggest that downregulation of E-cad-
herin, caused by promoter hypermethylation, in sporadic
gastric carcinomas may be associated with a worse prog-
nosis and specific tumour phenotype.

As CDH1 promoter hypermethylation may be linked
with second allele inactivation during carcinogenesis of
gastric cancer cells — such a study is of special interest as
hypermethylated cancers may be targets for new epige-
netic treatment strategies.

24]

Wstepny raport oceny czestosci metylacji
promotora genu MGMT w ztosliwych
glejakach operowanych w Klinice
Neurochirurgii CM UJ w roku 2009

i diagnozowanych neuropatologicznie

w Zaktadzie Neuropatologii CM U)J

w Krakowie

Dariusz Adamek’, Monika Zazula', Edyta Radwariska’,
Ewelina Grzywna’, Marek Moskata’

IKatedra Patomorfologii, Uniwersytet Jagiellonski,
Collegium Medicum, Krakéw

2Klinika Neurochirurgii, Uniwersytet Jagiellonski,
Collegium Medicum, Krakéw

Wstep: Metylacja promotora MGMT (O®-methylguani-
ne-DNA-methyltransferase) w komdrkach gabczaka wie-
lopostaciowego (glioblastoma multiforme) jest uwazana
za wskaznik podatnosci nowotworu na leczenie lekami
alkilujgcymi (temozolomidem), jakkolwiek zdaniem nie-
ktorych autoréw konieczne sg dalsze badania nad wali-
dacja i standaryzacjg protokotéw badawczych.

Cel pracy: Ocena czestosci wystepowania metylacji pro-
motora MGMT w ztosliwych glejakach u pacjentéw dia-
gnozowanych i operowanych w osrodku krakowskim.

Materiat i metody: Dwadziescia trzy kolejne przypadki
glioblastoma multiforme (K —11, M — 12, Srednia wieku 56
lat). Metylacje promotora MGMT okreslono za pomocg MS-
PCR (methylation-specific PCR). Przed MS-PCR DNA zosta-
to poddane dziataniu wodorosiarczynu sodu, oczyszczone,
zdenaturowane, sprecypitowane i odzyskane za pomoca
elucji. Reakcja MS-PCR zostata wykonana dla dwéch par
starteréw — amplifikujacych zmetylowane DNA oraz pri-
meréw specyficznych dla niezmetylowanej matrycy.

Wyniki: Wsr6d zbadanych 23 przypadkoéw glejakow
metylacje promotora MGMT stwierdzono w 10 (7 u kobiet,
3 umezczyzn), co stanowi 43,5% badanego zbioru. Przy-
padki z metylacja MGMT nie réznity sie od tych bez mety-
lacji pod wzgledem ekspresji Ki67 i GFAP, natomiast wsrod
guzdw bez metylacji stwierdzono znacznie rozleglejsze
obszary martwic.

Whioski: Wstepne wyniki badania metylacji promoto-
ra MGMT wskazuja na relatywnie znaczny odsetek (blisko
potowa) nowotworéw wykazujacych ta ceche w materia-
le autoréw i co za tym idzie majacych szanse na pozy-
tywna odpowiedz na leczenie temozolomidem. Badanie

to wedtug oceny autorow moze by¢ wstepem do ,,sper-
sonalizowanego” (zindywidualizowanego) leczenia cho-
rych z glioblastoma w oparciu o racjonalne przestanki.

Praca sfinansowana z programu K/ZDS/001044,
Uniwersytet Jagiellonski

Background: Methylation of MGMT (O%-methylguani-
ne-DNA-methyltransferase) gene promoter in glioblasto-
ma multiforme is regarded as an indicator of susceptibi-
lity of the tumour to alkylating agents (temozolomide).
However, according to some authors further investiga-
tions on validation and standardization of protocols is
necessary.

Aim of the study: To assess the frequency of MGMT
promoter methylation in malignant gliomas in patients
diagnosed and treated in the Medical College in Krakéw.

Material and methods: Twenty-three consecutive cases
of glioblastoma multiforme (W —11, M — 12, average age
56y). The methylation status of the MGMT promoter was
determined by methylation-specific PCR (MS-PCR). Befo-
re MS-PCR, genomic DNA was treated with sodium bisul-
phite, purified, denatured, precipitated and eluted. MS-
PCR was performed with two pairs of primers — dedicated
for methylated and non-methylated templates.

Results: Methylation of the MGMT promoter was found
in 10 of 23 cases of glioblastoma multiforme (in 7 women,
and 3 men), which makes 43.5% of the investigated set.
No differences in Ki67 LI and expression of GFAP betwe-
en tumours with and without MGMT methylation were
found, though tumours without methylation featured
significantly more extensive necroses.

Conclusions: These preliminary results of investiga-
tions of MGMT promoter methylation indicate a relative-
ly high ratio (almost a half) of tumours with that feature
in our region, which entails their potential susceptibility
to temozolomide. In our opinion the study of MGMT
methylation status may be a first step to “personalized”
treatment of patients with glioblastoma based on ratio-
nal premises.

Financial support by Grant No K/ZDS/001044 Jagiellonian
University




114

wspétczesna onkologia

Sesja 7.

MikroSrodowisko guza i nowe
cele terapii

[25]
Interleukin-6 in the host-tumour interaction
Pravin B. Sehgal

Depts. of Cell Biology & Anatomy, and of Medicine, New York
Medical College, Valhalla, USA

Already in 1988-1989 we discovered, using immuno-
histochemistry, that interleukin-6 (IL-6) was an almost
invariant presence at the host-tumour interface in a vari-
ety of human solid tumours (including primary squamous
cell carcinomas, adenocarcinomas of mammary, colonic,
ovarian and endometrial origin, and adenocarcinomatous
metastases to lymph nodes) with both the tumour cells
and stroma showing strong-to-moderate IL-6 immunore-
activity. The early studies also showed that oestradiol-
17B inhibited the IL-6 promoter and circulating IL-6 was
commonly increased in cancer patients. Today, the con-
tribution of IL-6, and thus STAT3, in the interplay between
infection and cancer and in promoting cancer metastasis
(breast, colon, liver) and explaining gender bias or obesi-
ty-related bias in cancer incidence (e.g. of hepatocellular
carcinoma) has become evident. Our data showing that
transforming mutants of p53 upregulated the IL-6 pro-
moter but that wt p53 and wt Rb inhibited the IL-6 pro-
moter suggested one possible mechanism for dysregu-
lated autocrine production of IL-6 by cancer cells in an
individual tumour-specific manner. Moreover, wt p53 and
its mutants exhibited differential effects on the ability of
IL-6 to activate the C/EBP and STAT3 signaling pathways
in hepatoma cells. In the context of breast cancer, Tamm
and colleagues showed that IL-6 increased motility, cell-
cell and cell-substrate dyshesion and epithelial-to-
mesenchymal transformation in tumour cells. This change
likely underlies the ability of IL-6 (produced either by stro-
mal cells, macrophages or tumour cells) to enhance the
invasiveness and metastasic ability of tumour cells, which
is now clearly established. Finally, the recent observation
that exposure of p53-free hepatocellular carcinoma cells
(Hep3B) to IL-6 leads to the sequestration of activated PY-
STAT3 in cytoplasmic endosomal structures points to nov-
el IL-6-activated functions of STAT3 in the cytoplasm of
cancer cells. The regulation of microtubule dynamics, mito-
chondrial respiration and ras-mediated cell transforma-
tion by non-phosphorylated STAT3 provide a further focus
on the functions of the STAT pathways in the cytoplasm.
Overall, the effects of IL-6 on the “social behaviour” of
tumour cells, first suspected 20 years ago, are now firm-
ly established at the host-tumour interface in vivo.

[26]
Tumour microenvironment
as a new therapeutic target

Pere Gascon

Hospital Clinic, Barcelona, Spain

Cancer can be considered as an independent organ
composed of specific cells: cancer cells and the so-called
tumour microenvironment composed of supportive cells:
fibroblasts; immune cells: macrophages, dendritic cells,
lymphocytes; blood vessels made by endothelial cells and
pericytes during tumoural angiogenesis and elements of
the extracellular matrix (ECM). Interestingy, recently a new
role for fibroblasts and macrophages has been found.
Fibroblasts can help tumour growth by inducing prolifer-
ation (Cancer Associated Fibroblasts — CAF). Polarization of
resident macrophages (M1) induces phenotype and func-
tional changes to a point where the so-called TAM (tumour
associated macrophages — M2) develop a synergistic cross-
talk with tumoural cells, expressing and producing EGF,
SDF-1, M-CSF, PDGF and TGF-f among other factors. EGF
induces tumour cell proliferation and cancer cells produce
SDF-1 to induce macrophage proliferation. CAF and MAC
can be then considered, in a way, co-conspirator cells. Cells
that have switched roles in favour of the tumour. It has
been shown in pre-clinical models that CAF are associat-
ed with tumour progression and invasion. It is also well
known that the number of macrophages infiltrating
a tumour is associated with a patient’s poor prognosis.
Anti-angiogenic therapies target endothelial cells and pro-
angiogenic factors. Targeting CAF and TAM is being pur-
sued already by several laboratories, as well as against
certain ECM elements.

Traditionally, cancer treatments have focused on
tumour cells. However, since the different components of
the tumour microenvironment participate in tumour
growth, invasion and metastasis, new treatment strate-
gies contemplate targeting many of these same elements.
In the future we will target cancer cells together with ele-
ments of their microenvironment. In fact, we are already
doing so with the anti-angiogenic therapies, a pioneering
strategy using this dual targeting strategy: the cancer cell
and elements of its surroundings.
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The endothelium in the tumour

microenvironment: its normalization
and use to target therapeutic genes

Claudine Kieda

Centre de Biophysique Moléculaire, UPR CNRS 4301,
Rue Charles Sadron, 45071 Orléans, France

Most tumours develop their blood supply via
angiogenesis because hypoxia is a critical regulator of
tumour growth and invasion. Angiogenesis leads in the
tumour to a network of leaky, disorganized vessels that
are facilitating metastatic spreading. The status of the
endothelial cells developing in a tumour site differs from
the normal vessels. Angiogenesis results from both the
vicinal vessels sprouting and developing toward the
tumour site and from the recruitment of bone marrow
derived endothelial precursors that are able to reach the
hypoxic tumour site in a very specific homing manner.
This is highly regulated by hypoxia-dependent locally
secreted factors such as VEGFs and chemokines as well
as chemokine presenting glycosaminoglycans, which all
contribute to the tumour microenvironment.

Antiangiogenic strategies are now known to be
deleterious to the anticancer therapeutic approaches by
increasing the resistance and tumour cell aggressivity [1].

The new attempts are aimed at vessel normalization [2]
in order to increase the conventional therapies’ efficacy.

Here we shall develop the recent advancements of
these normalization attempts by changing the tumour
microenvironmental conditions. This is exemplified by
counteracting hypoxia towards normoxia using a new
allosteric effector of haemoglobin, that enhances oxygen
release, once taken up by red blood cells, counteracts the
effects of hypoxia and inhibits angiogenesis in vitro [3].

Such a strategy in a mouse model contributes to reduced
lung artificial metastasis induced by intravenous injection
of mouse melanoma cells. In the case of subcutaneously
implanted tumours in Matrigel™ to favour angiogenesis
and metastatic spreading, this treatment, associated with
chemotherapeutic agents, inhibited primary melanoma
growth and lung metastases. The induced reoxygenation
reduced tumour neoangiogenesis and resulted in

reorganisation of tumour vasculature, causing a switch
from anarchic to well-organized, non-leaky, mature vessels.
This contributes to better chemotherapeutic effects in the
primary tumours and spread metastases. Vasculature
normalization correlates with increased tumour
oxygenation and suppressed hypoxia-inducible factor
HIF-1lo. and the subsequent gene cascade. We show that
this effect prevents the selection of high multidrug
resistance-expressing cells by a hostile hypoxic/acidic
microenvironment.

The elevated level of oxygen was also able to contribute
efficiently to the radiotherapeutic efficacy.

Normalization can be improved at the level of
recruitment of precursor cells that can be treated for site-
directed delivery of selected genes the expression of which
is hypoxia/normoxia restricted. Such treatment opens
new ways to increase anticancer therapy efficiency.
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Angiogenesis and tumours: new mechanisms
and therapeutic targets, significance for
personalized oncology

Jozef Dulak

Department of Medical Biotechnology, Faculty of Biochemistry,
Biophysics and Biotechnology, Jagiellonian University

Chemotherapies can be combined with substances
inhibiting the growth of blood vessels. Accordingly, the
survival of patients with breast, lung, intestine and kid-
ney cancer was recently improved by introduction of Ava-
stin, an antibody specifically binding the vascular endo-
thelial growth factor. Underway are clinical studies on the
small molecular weight tyrosine kinase inhibitors. Impro-
vement in the efficacy of such therapies may require the
pharmacogenomic approach, taking into account the
dependence of tumour growth on specific subsets of
angiogenic mediators and personal genetic traits of the
patients.

Meanwhile, of importance for the development of effi-
cient treatments are further studies on the mechanisms
of tumour growth and angiogenesis. Of particular inte-
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rest may be the role of the Nr2/haem oxygenase-1 path-
way, which can influence tumour growth, angiogenesis,
metastasis and resistance to chemotherapy. Interestin-
gly, the effect of HO-1 can be tumour dependent: in mela-
noma it accelerates tumour cell proliferation, increases
their angiogenic potential and promotes metastasis. In
contrast, in experimental human non-small cell lung can-
cer HO-1 overexpression prevents tumour growth, angio-
genesis, inflammation and metastasis. The data indicate
the role of microRNA in mediating the effect of HO-1.
Therefore, the role of HO-1 in tumours may vary in dif-
ferent types. The significance of the cell-specific and
potentially patient-specific role of HO-1 will be discussed.
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Sesja 8.

Podstawy molekularne terapii
celowanych

[29]

Szlaki sygnatowe regulujace interakcje
glejak-makrofagi i ich udziat w rozwoju
nowotworu

Bozena Kaminiska

Instytut Biologii Doswiadczalnej PAN, Instytut im. Nenckiego,
Warszawa

Makrofagi zwigzane z guzem nowotworowym (obec-
ne w glejakach) wydzielajg liczne cytokiny o dziataniu
immunomodulatorowym, promujacym proliferacje komo-
rek nowotworowych, angiogeneze i inwazyjnosc. Analiza
ekspresji gendw i sciezek sygnatowych w makrofagach
mozgowych wspdthodowanych z glejakiem ujawnita, ze
glejaki wydzielaja substancje indukujace przeciwzapalny
fenotyp M2 makrofagéw oraz stymulujace inwazyjnosc.
Analiza globalnej ekspresji gendw w ludzkich glejakach
o niskiej i wysokiej ztosliwosci ujawniata zahamowanie
odpowiedzi odpornosci wrodzonej zaleznej od receptoréw
TLR w guzach ztosliwych. Analiza proteomiczna substan-
cji wydzielanych przez glejaka doprowadzita do identyfi-
kacji 2 biatek zawierajacych motyw RGD i oddziatujacych
receptory integrynowe. Blokowanie interakgji z integry-
nami blokowato transformacje makrofagéw in vitro. Aku-
mulacje aktywnych makrofagéw mézgowych stwierdzo-
no tez w guzach po implantacji komoérek EGFP-GL261 do
myszy C57BL/6. Po izolacji populacji komérek CD11b*
z mbzgu i analizie cytometrycznej z przeciwciatami stwier-
dzono ~2,6-krotne zwiekszenie rezydentnych makrofa-
géw (mikrogleju) i ~30-krotne zwiekszenie liczby napty-
wajacych makrofagéw. Wykazano zwiekszone stezenie
cytokin IL-10 i GM-CSF w modzgach myszy z guzem,
a w wysortowanych komoérkach populacji CD11b+ ziden-
tyfikowano zmiany w ekspresji arg-1, cxcll4, ifn- 1, cox-2
i mtI-mmp potwierdzajace przeciwzapalny fenotyp M2
makrofagdw zwigzanych z guzem nowotworowym. Reduk-
cja infiltracji guza przez makrofagi i zahamowanie akty-
wagcji fenotypu M2 poprzez iniekcje cyclosporyny A (CsA)
zmniejszaty wielko$¢ guza, obnizajgc poziom IL-10 i GM-
CSFw mozgach myszy z guzem i podwyzszajac ekspresje
ifn-B1 w komorkach CD11b". Wyniki naszych badan wska-
zuja na wspierajaca rozwoéj nowotworu role naciekajacych
guzy ztosliwe makrofagéw oraz pokazuja, ze blokowanie
interakcji glejak—-makrofagi moze by¢ nowa, efektywna
strategia w terapii ztosliwych glejakow.

Badania finansowane przez grant P-N/024/2006 z Mini-
sterstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.

Innate immunity and tumour cross-talk:
signaling pathways controlling
macrophage function in tumour progression

Tumour-associated macrophages (TAMs) are abundant
in the stromal compartment of many malignant tumours
(including gliomas) and release a variety of molecules that
support tumour growth, angiogenesis and invasion. Glob-
al gene expression profiling and analysis of signaling path-
ways in cultured brain macrophages challenged with
glioma cells demonstrate that glioma-derived factors
induce anti-inflammatory M2 phenotype and metallo-
proteinase activities. Bioinformatic analysis of gene
expression in low versus high grade gliomas revealed
blockade of innate immunity signaling pathways in malig-
nant gliomas. Proteomic analysis of glioma conditioned
medium led to identification of factors stimulating
macrophages. Two activating proteins with RGD motifs
known to interact with integrins were discovered and
interference with integrin binding abolished transforma-
tion of macrophages and downstream signaling. We found
accumulation of amoeboid microglia/macrophages with-
in tumours developing after implantation of EGFP-GL261
glioma cells to C57BL/6 mice. After magnetic separation
of CD11b-positive cells and identification of microglia or
macrophages, we found ~2.6-fold increase in a number
of microglia and ~30-fold in macrophage number after
tumour implantation. Elevated levels of IL-10 and GM-CSF
found in tumour-bearing brain and significantly altered
expression of arg-1, cxcll4, ifn- 1, cox-2, mtI-mmp in sort-
ed CD11b-positive cells confirmed anti-inflammatory M2
phenotype of glioma-associated macrophages. Reduction
of infiltration/activation of these cells in experimental
gliomas by a systemic injection of cyclosporin A (CsA)
greatly reduced tumour volume, IL-10 and GM-CSF levels
in brains of tumour-bearing mice, and significantly ele-
vated of ifn-B1 expression in sorted CD11b-positive cells.
Our findings demonstrate that counteracting interactions
microglia/macrophages with glioma cells could be an nov-
el, effective strategy to reduce glioma growth and inva-
sion.

Supported by grant P-N/024/2006 from the Ministry of
Science and Higher Education.
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(30]

Hijacking cell survival pathways and
redirecting them to induction of cell death
— apoptin as an example

Marek Los’, Saeid Ghavami?, Thomas Klonisch’,
Andrew J. Halayko**, Joerg Stetefeld®, Frank Schweizer’,
Klaus Schulze-Osthoff*

linterfaculty Institute of Biochemistry, Univ. Tiibingen, 72076
Tubingen, Germany

2Department of Physiology, National Training Program

in Allergy and Asthma, Univ. Manitoba, and Biology

of Breathing Group, Manitoba Institute of Child Health,
Winnipeg, MB, Canada

3Department of Human Anatomy and Cell Science,
University of Manitoba, Winnipeg, MB, Canada
4Department of Internal Medicine, University of Manitoba,
Winnipeg, MB, Canada

SDepartments of Chemistry & Med. Microbiolog,

Univ. Manitoba, Winnipeg, MB, Canada

The discovery of cancer stem cells and their prelimi-
nary characterization, in recent years, opens new ways for
their selective targeting. Using apoptin, a viral protein that
selectively kills cancer cells, we have investigated path-
ways changed in breast-, prostate-, and haemathological
malignancies. We have employed a variety of molecular
tools such as shRNA-gene silencing, gene-knock-out mod-
el cell lines, dominant-negative and dominant active forms
of studied proteins, adenoviral transduction, specific
inhibitors, synthetic peptides mimicking active domains,
and other tools. In our model, cancer cells were killed by
apoptin through cooperation of various pathways: (i) inter-
action of apoptin with PI3-K and Akt led to nuclear translo-
cation of Akt and phosphorylation of numerous nuclear
substrates (Maddika et al., Cell Prolif,, 2007; Maddika et
al,, Oncogene, 2008, Maddika et al,, J. Cell Sci., 2008), (ii)
activation of the Akt->Nur77 led to cytoplasmic translo-
cation of the latter one, with subsequent activation of the
mitochondrial death pathway (Maddika et al., Oncogene,
2005), (iii) apoptin triggered activation of CDK2 via Akt-
mediated phosphorylation and Akt mediated inhibition
of its inhibitor p27KiP (Maddika et al., Mol. Cell. Biol., 2008).
These cellular changes together lead to deregulation of
mitosis, and activation of the mitochondrial apoptotic
pathway, selectively in cancer cells. Thus, in our experi-
mental model, the pro-survival PI3-K/Akt signaling path-
way that is upregulated in the majority of cancers, could
efficiently be “hijacked” and redirected towards selective
induction of cell death in cancer cells. Various, potential
experimental treatment strategies will be discussed.

(31]
Co-signalling molecules in cancer

Daniel Olive

Marsilia

We have addressed the functions of the ligand BTLA in
cancer patients and during viral infection. BTLA is found
on naive CD8+ T cells and is progressively downregulat-
ed in memory and differentiated effector-type cells. Dur-
ing primary CMV infection, BTLA was highly induced on
CMV-specific CD8+ T cells immediately following their dif-
ferentiation from naive cells. After control of CMV infec-
tion, BTLA expression went down on memory CD8+ cells.
Engagement of BTLA by monoclonal antibodies blocked
CD3/CD28-mediated T cell proliferation and Thl and Th2
cytokine secretion. Finally, in vitro blockade of the BTLA
pathway augmented, as efficiently as anti-PD-1 mAbs,
CMV-specific CD8+ T cell proliferation. Thus, our results
suggest that like PD-1, BTLA provides a potential target
for enhancing the functional capacity of CTLs in viral infec-
tions (Serriari et al., submitted). In melanoma patients, in
marked contrast, tumour antigen-specific differentiated
effector CD8 T-cells persistently expressed high levels of
BTLA in vivo and remained susceptible to functional inhi-
bition by its ligand HVEM (Herpes Virus Entry Mediator).
Such persistence of BTLA expression was also found in
tumour antigen-specific CD8 T-cells from melanoma
patients with spontaneous immune responses and after
conventional peptide vaccination. Remarkably, the addi-
tion of CpG (PF-3512676) to the vaccine formulation led
to progressive downregulation of BTLA in vivo in those
cells, and consequent resistance to BTLA-HVEM mediat-
ed inhibition. Thus, BTLA inhibits human cancer-specific
T-cells, and appropriate immunotherapy may partially over-
come this barrier (Derre et al., J of Clin. Inv,, 2010).

(32]

Intracellular metabolic pathways as novel
therapeutic targets

Piotr J. Wysocki

Zaktad Immunologii Nowotwordw, Katedra Biotechnologii
Medycznej, Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu

The relation between obesity, metabolic syndrome, dia-
betes and cancer has been recognized for many years.
Multiple studies conducted in the last two decades have
identified molecular mechanisms responsible for this phe-
nomenon. Elucidation of the important role of insulin,
IGFR, mTOR and AMPK in breast cancer biology has led to
development and subsequent clinical evaluation of nov-
el targeted therapies including IGFIR-specific antibodies
tyrosine kinase inhibitors and inhibitors of mTOR. There
is also a growing interest in the use of metformin, which
has been shown to possess antitumour activity resulting
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from activation of AMPK and subsequent inhibiton of
mTOR, as well as from decreased circulating insulin lev-
els. Metformin has been shown to inhibit proliferation,
invasion and angiogenesis of neoplastic cells and to over-
come resistance of breast cancer to chemotherapy, hor-
monal therapy and HER2 inhibition. Recently, metformin
has been demonstrated to inhibit breast cancer stem cell
growth and to synergize with chemotherapy in suppres-
sion of tumour growth and prolongation of survival of
breast tumour-bearing animals. Several currently ongo-
ing phase Il and Il clinical studies are evaluating the ther-
apeutic efficacy of metformin in treatment of early and
advanced breast cancer patients.

(33]
Metabolic dysfunction and resistance
to tyrosine kinase inhibitors

Pierre Formstecher
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Sesja 10.

Postepy rozwoju klinicznego
terapii spersonalizowanych

(34]
Biologically individualized radiotherapy
— where do we stand?

Michael Baumann

Dept. of Radiation Oncology and OncoRay Center for Radia-
tion Research in Oncology, Medical Faculty and University
Hospital Carl Gustav Carus, Technische Universitat Dresden,
Germany

The last decades have seen unpredecented progress
in molecular biology and technological developments
important for radiation oncology. Several broad avenues
with important potential for biologically individualized
radiotherapy are currently under intense preclinical and
clinical investigation. Three examples, which all relate to
tumour response, will briefly be reviewed in this lecture.

Molecular imaging for prediction of radiation respon-
se, for modifying total dose and dose distribution in indi-
vidual patients, and for treatment monitoring in indivi-
dual patients is a promising concept under investigation.
For determination of the target volume molecular ima-
ging using the PET tracer FGD has become a clinical stan-
dard in many department. More specific tracers such as
the hypoxia marker FMISO, as well as other biomarkers
of hypoxia, have shown considerable promise in preclini-
cal studies and in observational clinical trials and are now
on the verge of prospective clinical intervention trials.

Sensitization of tumour by molecular targeted drugs
is another important field of research to individualize radio-
therapy. First successful examples of molecular targeting
in radiotherapy, most importantly inhibition of the EGFR
by antibodies, have been translated into clinical practice.
However the results of preclinical and clinical studies indi-
cate vast interindividual heterogeneity of such approaches,
calling for predictive tests, which currently are not ava-
ilable for combined treatment approaches.

Recent experiments support that cancer stem cells are
a specific subpopulation of all cancer cells, while the vast
majority of cancer cells are non-tumourigenic. The
question whether cancer stem cells may respond diffe-
rently to radiotherapy or combined modality treatment
compared to the bulk of non-stem tumour cells is of high
importance for the field. Recurrent tumours after radio-
therapy originate by definition from at least one surviving
cancer stem cell while permanent local tumour control
requires inactivation of all cancer stem cells. Local tumo-
ur control assays therefore functionally measure survival
of the subpopulation of cancer stem cells, and can be con-
sidered as a gold standard in this respect. In contrast chan-
ges in tumour volume after therapy, i.e. tumour respon-
se, are governed by the changes in the mass of tumour
cells, i.e. primarily by the non-stem cells. Today the vast
majority of preclinical studies in cancer research use volu-

me dependent parameters such as tumour regression or
tumour growth delay as experimental endpoints. This car-
ries the risk that new treatments may be optimized for
their effect on the bulk of non-stem cancer cells, with no
improvement in the curative potential. Experimental and
clinical data provide evidence for the importance of can-
cer stem cell number and density for local tumour control
after radiotherapy. Experiments suggest that the respon-
se of cancer stem cells and non-tumourigenic cells to
radiation and combined treatment may dissociate. It is
currently not clear whether this is caused by differences
in the intrinsic radiation sensitivity between cancer stem
cells and non-tumourigenic cells or whether other factors
cause this effect.

[35]
Wspétczesne wyzwania odkry¢ lekéw
onkologicznych i rozwoju klinicznego

Giulio Draetta

Boston

The Cancer Genome Atlas (TCGA) and similar large-
scale efforts will generate a complete compendium of all
cancer-associated genomic alterations with the goal of
identifying the most promising therapeutic targets. How-
ever, these efforts are uncovering a staggering level of
genome complexity, making it clear that the effective
translation of our new-found genomic knowledge into
cancer therapeutics and diagnostics will require sophisti-
cated computational analyses and, more importantly,
experimental systems that inform about the functional
activity of targets in the relevant biological context. The
challenge goes beyond culling “bystander” from “driver”
alterations —the key issue is “target biology and context”.
Our experience in cancer gene discovery and drug devel-
opment has taught us that an annotation of functionali-
ty alone is not sufficient to make informed decisions in
cancer drug development. Rather, a productive drug devel-
opment effort requires mechanistic understanding of
a target’s cancer-relevant activity, the specific biological
and genotypic context in which it operates, and the clin-
ical context in which to test the ultimate hypothesis.
Therefore, a new paradigm in cancer target discovery and
drug development is needed that takes into account not
only comprehensive genomic knowledge, but also the bio-
logical context and the clinical picture of specific tumours.

The Belfer Institute for Applied Cancer Science at Dana
Farber Cancer Institute is a novel academic construct
which integrates the best attributes of academic science
and industry execution and thus effectively bridges the
gap between academic and pharmaceutical research in
order to accelerate and improve the discovery and devel-
opment of efficacious therapeutics for human cancer. It
is designed to reduce the high rate of failure in cancer
drug development (~95% overall; 56% failure in Phase 1)
by addressing the lack of operational and organizational
integration between cancer biology and drug develop-
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ment. Established in 2004 with philanthropic support, this
strategic centre brings together a robust industry-like goal-
oriented pipeline from target identification to drug dis-
covery with compelling target biology and cancer genet-
ics of academic research. The presentation will focus on
describing examples of activities conducted at the Belfer
Institute.

[36]

Design of clinical trials to evaluate
personalized treatment for cancer

lan Tannock

Princess Margaret Hospital and University of Toronto,
Toronto, Canada

Systemic treatment for cancer differs fundamentally
from treatment of infectious disease. For a patient with
an infection, a culture is taken to identify the responsible
bacterium or other infectious agent and to evaluate its
sensitivity to available antibiotics. A treatment is then
selected that has a high chance of eradicating the disease.
In contrast, chemotherapy drugs to treat cancer have been
selected for group effects, i.e. from knowledge that a par-
ticular drug or combination has activity against some
patients with a particular type of cancer. Drug develop-
ment depends on large randomized controlled trials (RCTs)
which compare new versus standard treatment; this is
expensive and inefficient since many of the patients par-
ticipating in such trials have little or no chance of bene-
fit. The potential advantage of a predictive assay for drug
sensitivity has long been recognized. However, RCTs
designed to compare standard treatment with a drug
selected by such an assay have not shown improved out-
come, although that has not inhibited attempts to mar-
ket chemosensitivity assays.

Molecular targeted agents are used increasingly in
oncology, and for a few drugs (e.g. hormonal agents and
anti-HER2 drugs for breast cancer) there is evidence that
these agents will only benefit the subgroup of patients
that express their target. This has led to more efficient tri-
als directed at defined subgroups of patients: for exam-
ple trastuzumab has led to important improvements in
outcome for women with HER2-positive breast cancer
(about 20% of the total), but would have undetectable
effects against an unselected population. Two trials are in
progress (TAILORx and MINDACT) which ask whether mol-
ecular profiling of breast cancer will assist in selecting
adjuvant therapy. While these trials will give useful infor-
mation, they are evaluating a prognostic assay (i.e. how
bad is the disease and should we use aggressive therapy
or not?) rather than a predictive assay (i.e. which are the
best drugs to use for this patient?).

Most studies that have evaluated the influence of mol-
ecular properties of a cancer on outcome from different
treatments have been applied retrospectively to results
of completed trials. For example, it has been shown that
the presence of an EGFR mutation in non-small cell lung

cancer (NSCLC) may increase responsiveness to erlotinib
or gefitinib by post-hoc analysis of RCTs for unselected
patients with this disease; and that the absence of Kras
mutation in colorectal cancer is associated with benefit
from cetuximab. In one recent trial of chemotherapy ver-
sus gefitinib for NSCLC, the survival curves crossed over,
consistent with there being two populations with and
without EGFR mutation who benefited from different treat-
ments. Although an important result, the trial was
analysed inappropriately using a Hazard Ratio for the
entire population, despite obvious violation of the assump-
tion of proportional hazards.

Future RCTs to evaluate treatments that are likely to
benefit subgroups of patients should be designed differ-
ently. Initial rigorous evaluation of these treatments still
requires comparison to an unselected group receiving the
current standard treatment, but the experimental arm
should evaluate different potential treatments (A, B, C,
etc.) where each treatment is selected by a predictive
assay, depending on molecular characterization of each
tumour.

(37]

Recent Results of Approved Personalized
Targeted Therapies: Monoclonal Antibodies

Christoph C. Zielinski

Clinical Division of Oncology and Chairman, Department
of Medicine I, Medical University of Vienna, Austria

Background: Targeted therapy in malignant diseases
aims at influencing pathways which are decisive for the
proliferation or uncontrolled spread of the underlying
malignancy. An alternative approach lies in the influence
on neoangiogenesis which plays a decisive role in the
development of malignant tumours of a meaningful size.

When considering targeted treatment with antibodies,
we currently continue to have three widely accepted tar-
gets which include:

* erB receptor family,

* VEGF, and

e antibodies directed against various antigens on the
tumour cell surface.

Efficacy and limitations: As has been presented by a mul-
titude of clinical trials, antibodies directed against the vari-
ous targets can be of solid or even impressive efficacy: Thus,
adjuvant treatment with the anti-erB -2 antibody trastuzum-
ab in the adjuvant setting of erB-2 overexpressing early
breast cancer has reduced recurrence consistently and across
trials by env. 50% and significantly reduced mortality when
administered for one year. Shorter durations of antibody
administration have been of only limited efficacy when
patients were observed for a prolonged period.

Conversely, the use of bevacizumab directed against
VEGF, has been shown to be unsuccessful in the adjuvant
setting in the treatment of patients with colon cancer.
Thus, the efficacy obtained by the use of certain antibod-
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ies in the metastatic setting cannot always be translated
into a benefit in the treatment of early disease.

Metastatic disease has been shown to be an ideal
ground for the assessment of the efficacy of various anti-
bodies mainly directed against the erB family of receptors
as well as angiogenesis-inducing molecules: Thus, cetux-
imab, panitumumab (both directed against erB-1),
trastuzumab (directed against erB-2) and bevacizumab
(directed against VEGF) have been shown to almost
unequivocally prolong progression-free survival and in the
majority of clinical models also overall survival. Limita-
tions are the necessity of combination of these antibod-
ies with chemotherapies, but also limited duration of treat-
ment efficacy obviously due to the emergence of
resistance mechanisms including molecular escape path-
ways and alternative intracellular routes of signal trans-
duction. Thus, the major endeavours in the laboratory and
the clinic are currently directed against the discovery and
subsequent clinical application of drugs which would block
either or both of these escape mechanisms.

Summary: Monoclonal antibodies directed against var-
ious structures on the tumour cell or within the stroma
have led to significant advances in a multitude of malig-
nant diseases, but are limited in their continuing efficacy
by a series of biological escape mechanisms. Thus, the
attempt to target certain molecules associated with the
development and spread of tumour cells continues
through the attempt to appropriately block escape mech-
anisms associated with the limitation of continuing
efficacy of this very promising treatment approach.

(38]
Personalized medicine for BRCA1 carriers:
lessons from Poland

Steven Narod

39]
Personalized Health Care in Oncology:
A Pharmaceutical Perspective

Christian Meisel

Penzberg

It is still a clinical reality that patients who have been
diagnosed with the same type of cancer and who receive
the same kind of chemotherapy can respond very
differently. Whereas some patients experience cure or
considerable improvement under therapy, others may
benefit only briefly and progress, or do not even respond
at all. Although apparently diagnosed with the same
disease, patients can today be characterized further by
individual traits which are linked to the underlying disease
or to individual patient characteristics.

The goal of personalized medicine is to identify and
define these individual differences in order to be able to

optimize therapy, to make healthcare better, safer and
more cost-effective. In essence, personalized healthcare
(PHC) can be viewed as an attempt to target the right
treatment to the right patient in the right manner.

Despite today’s molecular insights and technologies
to better adjust treatment to patients, fitting a particular
treatment to patients is still an ambitious goal, and
discovering and developing novel medicines and
diagnostic markers (biomarkers) is still a very complex
and time-consuming undertaking.

In this respect Roche is uniquely positioned as
a combined pharmaco-diagnostic company to deliver
clinically differentiated medicines. Consequently, the
concept of personalized medicine has been adopted to
become an integral part of Roche’s pharma-diagnostic
strategy and has been named Personalized Health Care.

To effectively accomplish PHC it is necessary that the
clinical development of new drug candidates be carried
out in a way which leverages our molecular understanding
of the cancer, as compared to classical development which
simply directed therapy to general cancer types. PHC is
a core element of the drug development strategy at Roche
and is being implemented across the whole portfolio from
early to late stage. A PHC and biomarker strategy,
integrated in the clinical development plan, is the
foundation of successful PHC implementation. To fully
realize PHC, close disease monitoring of cancer patients
before and during treatment needs to be consistently
applied through the non-invasive (functional imaging) as
well as invasive (e.g. blood, biopsies) evaluation of the
patient, using a vast array of technologies.

PHC and companion diagnostics examples from the
Roche Oncology pipeline, as well as lessons learnt, will be
shared in the presentation.
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Sesja 12.

Niedrobnokomorkowy rak ptuca
— model zindywidualizowanego
leczenia w praktyce klinicznej

[40]
Non-small-cell lung cancer — a model for

personalised treatment in clinical practice
Introduction

Maciej Krzakowski

The Maria Sklodowska-Curie Institute of Oncology, Warsaw,
Poland

Lung cancer is one of the most frequent malignancies
and represents the leading cause of cancer-related deaths.
Non-small-cell lung cancer (NSCLC) accounts for 80-85%
of all primary lung neoplasms. Although surgery remains
the mainstay of treatment for early disease, systemic
treatment (chemotherapy and molecular-oriented thera-
py) constitutes essential elements of a multimodality
approach in NSCLC — it includes postoperative use of adju-
vant chemotherapy in patients with stage Il and Il dis-
ease after complete resection. Chemotherapy should be
used either sequentially or simultaneously in combina-
tion with thoracic irradiation in locally advanced disease.
Unfortunately, about 50% of patients present with
metastatic disease and relapse is common after primary
treatment of early NSCLC — palliative administration of
cytotoxic and/or targeted agents is well established man-
agement in patients with stage IV disease. The progress
in systemic treatment of NSCLC is directed at developing
and incorporating into practice more potent anticancer
agents, but it should be accompanied by or even preced-
ed by a search for prognostic and predictive factors. The
development of biomarkers for several newly-approved
therapies in NSCLC has been encouraging, but still few
are accepted in clinical practice (e.g. EGFR gene mutation
for prediction of benefit from tyrosine kinase inhibitors).
Ongoing and future prospectively planned studies are
needed to explore and validate the predictive and prog-
nostic performances of biomarkers in NSCLC. Patients
should be encouraged to participate in clinical trials with
mandatory tissue collection for further analyses.

[41]
Anti-EGFR in non-small cell lung cancer

Federico Cappuzzo

Ospedale Civile di Livorno, Livorno-Italy

cancer mortality. Most patients with lung cancer are not
cured and the overall 5-year survival rate is approxi-
mately 15%. Recent advances in the knowledge of cancer
biology have led to the identification of several potential
molecular targets that play a key role in cancer develop-
ment and progression. The Epidermal Growth Factor
Receptors (EGFRs) stand at the origin of a major signal-
ing pathway involved in the growth of lung cancer.
Erlotinib and gefitinib are selective EGFR Tyrosine Kinase
Inhibitors (EGFR-TKIs) with demonstrated activity in pre-
treated NSCLC in early phase | and Il trials. Several stud-
ies have investigated the activity of gefitinib and erlotinib
in patients with advanced NSCLC. In those trials, EGFR-
TKIs were given to patients unselected for any clinical or
biological characteristic. When given in a first-line setting,
both drugs produced a response rate exceeding 10% only
in studies including or enriched for patients with particu-
lar clinical characteristics, such as Asian origin or never
smokers. Similar activity emerged in studies conducted
in a second or third-line setting. Overall, all studies showed
that the activity of both agents was marginally influenced
by previous therapies, with high activity in specific sub-
groups, including Asian ethnicity, adenocarcinoma his-
tology, female gender and never smoking status. Large
phase Il and Ill trials evaluated the activity of EGFR-TKIs
as a single agent or in combination with chemotherapy
versus chemotherapy alone. Those trials demonstrated
three relevant conclusions: (1) the addition of EGFR-TKI to
standard chemotherapy is not more effective than
chemotherapy alone, (2) EGFR-TKIs are equally effective
as single agent chemotherapy in both first and second-
line settings, and (3) gefitinib and erlotinib treatments are
inferior to standard first-line platinum-based chemothe-
rapy in unselected NSCLC. Recent data have demonstrated
that testing patients for EGFR mutation is critical for pro-
per selection when choosing a first-line therapy. Four large
phase Il trials compared the EGFR-TKI gefitinib versus
standard platinum-based chemotherapy in first-line
metastatic NSCLC. All trials demonstrated that in NSCLC
patients with EGFR mutation gefitinib produces a higher
response rate and longer PFS than standard chemothe-
rapy, further supporting the use of EGFR-TKI in a first-line
setting in selected patients. A similar approach is currently
being explored in Europe by investigators of the EURTAC
trial, a randomized phase Il study of erlotinib versus
chemotherapy in chemonaive patients with EGFR-mutant
NSCLC. Two additional large phase Ill trials using erlotinib
in the maintenance setting (the SATURN and ATLAS trials)
recently demonstrated that the drug is particularly effec-
tive in patients with EGFR mutations. Importantly, at pre-
sent there is no phase Ill study demonstrating a survival
benefit for EGFR mutated NSCLC patients treated with
erlotinib or gefitinib, and in trials with erlotinib a consis-
tent survival benefit was observed also in the EGFR wild
type population. These data indicate that other predictors
play a role in EGFR-TKI sensitivity, with consistent data sup-
porting a role for EGFR gene copy number.

Worldwide, lung cancer is responsible for more than
one million deaths per annum and is the leading cause of
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[42]
VEGF ihibition in NSCLC terapy
Natasha Leighl

Toronto

VEGF remains an important prognostic factor in NSCLC,
and VEGF inhibition has led to advances in treatment out-
come for advanced NSCLC patients. The initial phase Il
studies of bevacizumab plus first-line platinum-based
chemotherapy, in patients with predominantly non-squa-
mous histology without significant haemoptysis, demon-
strated significant improvements in response rates, pro-
gression-free survival, and overall survival in the E4599
trial, with a median survival improvement of 2 months
over chemotherapy alone [1, 2]. More recently, a pre-
planned subgroup analysis of patients with adenocarci-
noma in the E4599 trial demonstrated that patients who
received bevacizumab had a median survival of 14.2
months, compared to 10.3 months for those who received
chemotherapy (HR 0.69, 95% Cl 0.67-0.92) [3]. The safe-
ty profile of bevacizumab with chemotherapy is well char-
acterized in NSCLC as well as other solid tumours, with
low rates of bleeding, hypertension and proteinuria, with
rates approaching 1% or less in large registry cohorts (SAIL,
ARIES) [4, 5]. Pulmonary haemorrhage has been reported
with decreasing frequency as investigators gain experi-
ence with clinical selection, and currently the risk of severe
haemoptysis is estimated at 1% or less. Expanded indi-
cations in NSCLC include patients with treated CNS metas-
tases, where an intracranial response may be seen, and
the risk of spontaneous CNS bleeding is low (1.17%) [6].

Other compounds are currently in clinical development
first-line, including aflibercept (soluble VEGF receptor),
and multiple VEGF receptor tyrosine kinases. Recently the
ESCAPE trial, a first-line trial of sorafenib with chemother-
apy, demonstrated no improvement with the addition of
the VEGFR TKI to first-line chemotherapy, and a potential
adverse outcome in those with squamous histology [7].
Cediranib has shown promise in a small randomized
phase Il trial in combination with first-line chemothera-
py, and has been expanded to a phase Il trial (NCIC CTG
BR.29) [8].

There are multiple trials of these agents ongoing in the
second- and third-line setting, and as maintenance ther-
apy. Recent studies of bevacizumab with erlotinib, com-
bining VEGF and EGFR inhibition, have demonstrated bet-
ter PFS but not OS in studies of second-line therapy (BETA
Lung) [9], and maintenance therapy (ATLAS) [10].

Our understanding about NSCLC patient selection for
safe VEGF inhibitor therapy has improved significantly.
However, we have not yet identified a reliable biomarker
to predict enhanced efficacy of benefit from VEGF inhibi-
tion, with the potential exception of adenocarcinoma his-
tology and bevacizumab/chemotherapy first-line. Candi-
date biomarkers under exploration include the early
development of hypertension during therapy, which has
been associated with better survival in a landmark analy-
sis of the E4599 study with bevacizumab, and also seen
in studies of cediranib and axitinib [11]. Exploration of VEGF

levels may predict better response with bevacizumab
(E4599) [12], and those with high bFGF levels may have
better PFS with bevacizumab (AVAIL) [13]. Similar to find-
ings in breast cancer studies with bevacizumab, VEGF
genotypic variants or single nucleotide polymorphisms
(SNPs) may be associated with differential benefit from
VEGF inhibitors such as bevacizumab. Investigators from
the E4599 trial have identified a 3 SNP profile associated
with response and better progression-free and overall
survival in bevacizumab-treated patients, which appears
to be predictive, not prognostic [14]. Further validation of
this and other potential biomarkers is required, in stud-
ies such as ABIGAIL.

Additional studies with VEGF inhibitors are combining
advances in chemotherapy, for example pemetrexed/plat-
inum/bevacizumab (JMHD), and even chemotherapy with
bevacizumab and cetuximab, including maintenance ther-
apy with both monoclonal antibodies (SWOG 0819).

With advances in molecular profiling and emerging
novel agents in NSCLC therapy, it will be important to
define the value of VEGF inhibition in different molecular
subtypes of NSCLC.
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Personalized chemotherapy for non-small
cell lung cancer (NSCLC)

Rafat Dziadziuszko

Deptartment of Oncology and Radiotherapy, Medical University
of Gdansk, Poland

The benefit of chemotherapy in patients with early or
advanced NSCLC is relatively modest at the expense of
significant toxicity. Numerous preclinical and clinical stud-
ies have focused on identification of molecular features
of the tumour associated with activity of agents com-
monly used in NSCLC. Sensitivity to chemotherapy inverse-
ly correlates with the activity of several enzymes respon-
sible for DNA damage repair and nucleotide metabolism.
Low level of excision repair cross-complementing-1
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(ERCC1), a rate-limiting enzyme of the nucleotide excision
repair pathway, is associated with sensitivity to alkylat-
ing agents in vitro and in samples from patients treated
with platinum-based chemotherapy. Low level of human
MutS homologue 2 (MSH2), a mismatch repair enzyme,
was linked with sensitivity to cisplatin. Low expression of
regulatory subunit of ribonucleotide reductase (RRM1) was
associated with sensitivity to gemcitabine in cell lines as
well as in clinical studies. Low expression of BRCA1 appears
to predict sensitivity to cisplatin, whereas high expression
may be associated with sensitivity to antimicrotubule
drugs such as taxanes and vinorelbine. Low level of
thymidylate synthase (TS) appears to associate with sen-
sitivity to pemetrexed.

Many of the studies with predictive markers for
chemotherapy were done with quantitative immunohis-
tochemistry, whereas other studies evaluated gene expres-
sion with quantitative RT-PCR in fresh-frozen or paraffin-
embedded tumour samples. Tests based on both
platforms are being explored in prospective clinical stud-
ies aiming at individualizing chemotherapy according to
the sensitivity profiles of the tumours. Several of the cur-
rently ongoing trials with prospective marker assessment
will be discussed during the conference. The endpoints of
these trials are feasibility of molecular marker testing
(phase Il studies) or superiority of customized versus non-
customized chemotherapy (phase Il studies). It is hoped
that the results of these trials will provide further evidence
for more efficient use of chemotherapy in NSCLC.
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Sesja 14.
Postepy w radioterapii

[44]

Radioterapia Srodoperacyjna stosowana
jako boost w leczeniu oszczedzajacym raka
gruczotu piersiowego

Dawid Murawa, Andrzej Roszak,
Aldona Karczewska-Dzionk, Marcin Litoborski,
Sebastian Adamczyk, Pawet Murawa

Wielkopolskie Centrum Onkologii w Poznaniu

Wstep: Liczne prospektywne badania naukowe udo-
wodnity brak réznic w przezyciach catkowitych u chorych
na wczesnego raka piersi poddanych leczeniu oszczedza-
jacemu (BCT) czy mastektomii. Analiza histopatologiczna
udowodnita, ze najwieksze subkliniczne natezenie komo-
rek nowotworowych wystepuje w rejonie do 4 cm od
makroskopowej granicy guza. Dlatego loza po usunietym
nowotworze stanowi miejsce najwiekszego ryzyka wzno-
wy miejscowej — 65-80% zdarzen. Nieodzowna czescia
leczenia oszczedzajacego jest zatem pooperacyjna radio-
terapia z dodatkowa dawka 1016 Gy na loze.

Cel pracy: Przedstawienie metody i wstepnych wyni-
kow srédoperacyjnej radioterapii w postaci boostu w lecze-
niu oszczedzajacym raka gruczotu piersiowego.

Materiat i metody: Od maja 2008 r. do marca 2010 r.
u 148 kobiet z rakiem gruczotu piersiowego przeprowa-
dzono leczenie oszczedzajace, ze Srédoperacyjng radio-
terapig w postaci boostu na loze po wycietym guzie
w dawce 10 Gy. Do tego celu wykorzystano akcelerator
linfowy Mobetron (Intraop. Medical Corporation, Sunny-
vale, CA). Do procedury kwalifikowano chore w stopniu
zaawansowania T1 (guz do 2 cm). Sredni wiek pacjentek
wyniést 55,7 roku (3573 lat). Po wygojeniu rany poope-
racyjnej pacjentki zostaty poddane radioterapii zewnetrz-
nej na cata piers w ciggu 5 tyg. Zaleznie od indywidual-
nych wskazanh stosowano uzupetniajaca chemio- i/lub
hormonoterapie.

Wyniki: Sama procedura $rédoperacyjnego naswietla-
nia jest stosunkowo prosta. Srednio wptyneta na wydtu-
zenie zabiegu chirurgicznego o zaledwie 30 min. W krot-
kim okresie obserwacji u chorych nie stwierdzono istotnej
klinicznie skoérnej toksycznosci. Pacjentki nie zgtaszaty
szczegoblnych dolegliwosci bolowych, a efekt kosmetycz-
ny oceniono jako dobry. U 4 chorych obserwowano prze-
dtuzone gojenie rany spowodowane zakazeniem.

Whioski: Przeprowadzone badanie pokazuje, ze zasto-
sowanie srodoperacyjnej radioterapii elektronami na loze
po guzie moze stanowi¢ dobrga alternatywe dla standar-
dowej radioterapii pooperacyjnej. Takie postepowanie ma
kilka zasadniczych korzysci. Bezposrednia wizualizacja lozy
umozliwia doktadniejsze naswietlenie pojedynczg efek-
tywna dawka miejsca zwigzanego z najwiekszym ryzykiem
wznowy miejscowej. Oszczedzenie w trakcie naswietlania
skory pozwala na unikniecie toksycznosci i poprawe efek-
tu kosmetycznego. Poza tym dzieki technice srédopera-

cyjnej radioterapii skraca sie okres pooperacyjnych naswie-
tlan 0 1-2 tyg. Analiza chorych w dalszym okresie pozwo-
li na ocene ewentualnych wznéw miejscowych.

Intraoperative radiotherapy applied
as a boost in breast conserving therapy
in breast cancer

Background: Numerous prospective scientific studies
have proved the absence of differences in overall survivals
between patients suffering from early breast cancer sub-
jected to breast conserving therapy (BCT) or mastectomy.
The histopathological analysis has proved that the biggest
subclinical concentration of neoplastic cells takes place in
the area ranging up to 4 cm away from the macroscopic
border of the tumour. Therefore the site of the resected
tumour is the place of the highest risk of local relapse —
65-80% of cases. Thus, postoperative radiotherapy with
an additional dose of 10-16 Gy applied to the site is a nec-
essary part of breast conservative therapy.

Aim of the study: To present the method and initial
results of intraoperative radiotherapy as a boost in breast
conserving therapy in breast cancer.

Material and methods: From May 2008 to March 2010
148 women with breast cancer underwent breast conserv-
ing therapy with intraoperative radiotherapy in the dose of
10 Gy applied as a boost to the site after the resected tumour.
A Mobetron linear accelerator was used for the purpose
(Intraop. Medical Corporation, Sunnyvale, CA). Patients with
T1 progression (tumour not larger than 2 cm) were qualified
for the procedure. Patients’ average age was 55.7 years
(35-73). After healing of the postoperative wound the
patients underwent external radiotherapy applied to the
whole breast during a period of 5 weeks. According to indi-
vidual recommendations they were subjected to supple-
mentary chemotherapy and/or hormone therapy.

Results: The procedure of intraoperative radiotherapy is
relatively simple. On average it extended the time of surgery
only by 30 minutes. During the short period of observation
no clinically significant dermal toxicity was diagnosed. The
patients did not complain much about pain and the cosmetic
effect was evaluated as good. In 4 patients prolonged wound
healing was observed due to infection.

Conclusions: The research shows that the application
of intraoperative electron radiotherapy to the post-tumour
site may be an alternative treatment to the standard post-
operative radiotherapy. This procedure has several fun-
damental advantages. The direct visualisation of the site
enables more precise radiation with a single effective dose
applied to the place related to the highest risk of local
relapse. The conservation of skin during radiation gives
a possibility to avoid toxicity and improves the cosmetic
effect. Besides, due to the technology of intraoperative
radiotherapy the postoperative radiation time is reduced
by 1-2 weeks. An analysis of patients over a further peri-
od will enable evaluation of possible local relapses.
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[45]
Tomoterapia — nowe mozliwosci radioterapii
Joanna Kazmierska

Zaktad Radioterapii Il, Wielkopolskie Centrum Onkologii
w Poznaniu

Wspodtczesna radioterapia koncentruje sie na zapew-
nieniu maksymalnych korzysci terapeutycznych przy jed-
noczesnym zminimalizowaniu mozliwych dziatah niepo-
zadanych. Zaplanowanie i optymalna realizacja leczenia
stanowia wyzwanie szczegdlnie w trudnych sytuacjach
klinicznych, takich jak napromienianie kilku zmian jed-
noczesnie, bliskie sgsiedztwo struktur krytycznych czy
powtdrne napromienianie. Nowoczesne systemy radiote-
rapii, takie jak tomoterapia, tacza mozliwosé napromie-
niania oraz obrazowania przy uzyciu jednego urzadzenia,
w oparciu o platforme tomografu komputerowego. Ska-
ny MVCT wykonane przed kazda frakcja napromieniania
i ich fuzja z podstawowymi obrazami CT uzyskanymi
w czasie planowania leczenia pozwalaja na bardzo doktad-
ne pozycjonowanie pacjenta, a co za tym idzie, precyzyj-
na realizacje skomplikowanych planéw leczenia. Dodat-
kowo, unikalna koncepcja planowania i realizacji leczenia
pozwala na uzyskanie optymalnych rozktadow dawki m.in.
w wyzej wymienionych trudnych sytuacjach klinicznych.
Planowanie i realizacja planu leczenia z tak wysoka
doktadnosciag wymagaja jednoczesnie statej kontroli
warunkéw anatomicznych narzadéw zdrowych i morfo-
logii zmiany nowotoworowej, poniewaz nawet stosunko-
wo niewielkie ich zmiany moga powodowac nieakcepto-
walne zmiany w pierwotnie zaplanowanym rozktadzie
dawki. Duza liczba i charakter danych gromadzonych
w trakcie leczenia za pomoca tomoterapii przyczyniaja sie
takze do poszerzenia wiedzy na temat m.in. regresji nowo-
twordw, a takze zmian geometrycznych i objetosciowych
narzadoéw zdrowych podczas radioterapii. Pozwoli to usta-
li¢ rzeczywisty btad podczas radioterapii i podjac prébe
ustalenia optymalnego PTV dla r6znych nowotwordw oraz
PRV dla narzgdow zdrowych.

Tomotherapy — new opportunities
in modern radiotherapy

Modern radiotherapy focuses on maximizing thera-
peutic benefits while minimizing treatment-related side
effects. Treatment planning and delivery poses a special
challenge in difficult clinical cases such as simultaneous
irradiation of more than one target, close vicinity of organ
at risk or re-irradiation. Modern radiotherapy systems such
as tomotherapy combine irradiation and imaging capabi-
lities in one compact device based on a a CT platform.
Matching MVCT scans performed before every fraction of
radiotherapy with basic CT images taken during treatment
planning allow one to achieve accurate positioning and
very precise treatment delivery, even for very complex tre-
atment plans. Additionally, the unique idea of treatment
planning and irradiation makes it possible to obtain an
optimal dose distribution in the difficult clinical cases men-

tioned above. Planning and treatment delivery with such
high accuracy require constant control of anatomical chan-
ges of healthy tissues surrounding the tumour and chan-
ges in tumour morphology, as even small alterations may
influence the basic dose distribution and make the pri-
mary treatment plan unacceptable. The large amount and
character of data collected during tomotherapy treatment
will also help to get better insight into tumour regression
patterns and geometric and volumetric changes of organs
at risk. These measurements may have a significant
impact on estimation of daily error in radiotherapy as well
as setting up optimal PTV for different tumour sites and
establishing PRV for healthy organs.

[46]

Paliatywna radioterapia chorych
na niedrobnokomérkowego raka ptuc

Marta Rogowska, Marian Reinfuss

Zaktad Radioterapii, Centrum Onkologii — Instytut
im. Marii Sktodowskiej-Curie w Krakowie

[47]

Brachyterapia 3D z zastosowaniem nowych
technik obrazowania — wyzwanie

dla przysztosci

Janusz Skowronek

Zaktad Brachyterapii, Wielkopolskie Centrum Onkologii
w Poznaniu

Dwuwymiarowe planowanie leczenia nowotwordw zto-
Sliwych oparte na 2 zdjeciach RTG nie umozliwia oceny
przestrzennej obszaru planowania (planning target volu-
me — PTV) oraz narzadow ryzyka (organs at risk — OARs).
Ponadto, tradycyjna dozymetria dostarcza danych do
raportowania dawek na bazie geometrii implantu, a nie
objetosci targetu (PTV). Planowanie leczenia oraz ocena
planu leczenia w nowoczesnej brachyterapii powinny
uwzgledniac rzeczywiste objetosci PTV i OARs.

Wykorzystanie obrazowania tréjwymiarowego (3D)
w brachyterapii (BRT) réznych nowotworéw umozliwia kli-
nicznie istotne podwyzszenie dawki w PTV przy skutecz-
nej ochronie zdrowych tkanek. Rozwazajac obrazowanie
oparte na obrazach 3D, uwaza sie, ze badanie rezonansu
magnetycznego (RM) ma kilka zalet w poréwnaniu z inny-
mi metodami. Zalety RM sa dwojakie: (1) optymalna oce-
na potozenia aplikatoréw wewnatrz targetu oraz (2) opty-
malna jakos¢ oceny targetu i OARs. Nawigacja za pomocg
obrazéw RM utatwiajaca zatoZenie aplikatoréw moze by¢
wykonana przed zabiegiem lub w jego trakcie. Planowa-
nie przedoperacyjne opiera sie na integracji obrazéw RM
oraz danych klinicznych lub obrazéw USG/TK. W wielu
przypadkach RM moze byé zastosowany jedynie po
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implantacji aplikatoréw, co ogranicza mozliwos¢ korekty
zatozenia. Wykonanie RM przed zabiegiem aplikacji moze
utatwi¢ prawidtowe zatozenie aplikatoréw. Najczestsze
wskazanie do BRT z nawigacja RM srédoperacyjna pole-
ga na weryfikacji utozenia i kierowaniu przy aplikacji.

Obrazowanie przy uzyciu USG w brachyterapii jest tatwo
dostepne i nie wymaga ochronnosci radiologicznej, jest
tanie i moze by¢ stosowane na sali zabiegowej. Otrzymu-
jemy obrazy wysokiej jakosci w czasie rzeczywistym w trak-
cie aplikacji i kontroli potoZenia aplikatoréw. Brachytera-
pie z nawigacja USG stosuje sie przede wszystkim
w leczeniu raka gruczotu krokowego oraz narzadéw gine-
kologicznych. Ultrasonografia transrektalna (TRUS) w zabie-
gach BRT raka gruczotu krokowego jest dzisiaj standardem
zaréwno w technice implantéw statych, jak i HDR. Bada-
nie TRUS dostarcza doktadnych informacji o wielkosci
i ksztatcie gruczotu w trzech przekrojach, utatwia wtasci-
we utozenie ziaren lub igiet do HDR. Brachyterapia
wewnatrzmaciczna wymaga dodatkowo USG przezskér-
nego w celu oceny jamy macicy.

W nowotworach ginekologicznych BRT konformalna
z nawigacja 3D za pomoca RM jest uznawana za najbar-
dziej doktadng metode obrazowania PTV oraz OARs. Nie-
mniej jednak, z powodu matej dostepnosci RM te zalece-
nia sg czesto niewykonalne. W takich przypadkach stosuje
sie przekroje tomografii komputerowej (TK) (do oceny
dawek w OARs, np. odbytnicy, esicy czy pecherza). Tomo-
grafia komputerowa ma jednak pewne ograniczenia
w przypadku oceny PTV.

Istnieje niewiele klinicznych doniesien opisujacych ruty-
nowe wykorzystanie TK lub RM w planowaniu leczenia
nowotwordw gtowy i szyi (np. jamy ustnej i podstawy jezy-
ka). Zmiana potozenia narzagdow (guza) podczas implan-
tacji ogranicza mozliwe korzysci z przedimplantacyjnego
obrazowania, zwtaszcza oceny PTV. Badanie kliniczne (pal-
pacyjne) pozostaje czesto podstawowym badaniem oce-
niajacym wielkos¢ i potozenie targetu w tej grupie. Obra-
zowanie TK ma istotne znaczenie w przygotowaniu planu
leczenia i ocenie rozktadu dawek, np. w celu zmniejsze-
nia ryzyka wystapienia martwicy zuchwy.

Implantacja aplikatoréw pod kontrolg przezodbytni-
czego USG jest standardem w leczeniu raka gruczotu kro-
kowego. W dozymetrii po implantacji ziaren promienio-
tworczych na state i BRT czasowe]j (HDR) wykorzystuje sie
jednak obrazowanie TK (lub RM). Umozliwia to doktadna
ocene rozktadu dawek.

W brachyterapii raka piersi wykorzystuje sie obrazo-
wanie TK po implantacji aplikatoréw do lozy guza w celu
weryfikacji rozktadu dawki, zwtaszcza w PTV, oceny homo-
gennosci i konformalnosci dawki. To samo dotyczy narza-
dow ryzyka (OARs), np. ptuc, skory, i serca w lokalizacji
guza po lewej stronie. Wyniki dozymetrii potwierdzaja, ze
planowanie brachyterapii sterowanej obrazowo poprawia
rozktad oraz homogennos¢ dawki w targecie, co przekla-
da sie na lepsze wyniki kliniczne.

Duze nadzieje budza mozliwosci zastosowania czyn-
nosciowych badan obrazowych w planowaniu terapii.
W tym procesie guz jest oceniany metodami fizykalnymi
za pomoca najlepszego zestawienia badan (RTG, USG, TK,
RM), a nastepnie metodami biologicznymi za pomoca:
magnetic resonance spectroscopy (MRS), positron emis-

sion tomography (PET), technik radioimmunofluoroscen-
cyjnych. Zastosowanie tych technologii powinno umozli-
wic realizacje koncepcji biologicznego obszaru leczonego
(biologic treatment volume) niezaleznie od obecnego ana-
tomicznego (PTV). Prowadzone sa badania nad mozliwo-
Scig molekularnego obrazowania guza. Przyktadem jest
identyfikacja molekut powierzchniowych i stosowanie
ligandéw potaczonych z ferromagnetyczna czastka w celu
stworzenia biologicznego obrazu RM. Inne techniki bada
sie pod katem obrazowania efektow terapii genowe;j.
Szczegbtowym przyktadem w brachyterapii jest uzycie
powierzchniowych lub wewnatrzjamowych cewek (coils)
o wysokiej rozdzielczosci w celu poprawienia jakosci i roz-
dzielczosci obrazu.

3D image-guided brachytherapy with new
imaging methods - a challenge for the
future

A two-film typical localization technique does not allow
the definition of the three-dimensional (3D) extensions of
the planning target volume (PTV) and organs at risk
(OARs). Furthermore, using traditional dosimetry systems
the dose report is related to the geometry of the implant
and not to the target volume. In modern BT both treat-
ment planning and plan evaluation have to be based on
real 3D volume of the PTV and OARs.

Use of 3D sectional imaging in brachytherapy (BT) plan-
ning of different tumour sites allows for a clinically mean-
ingful dose escalation in the target, while respecting nor-
mal tissue tolerance. As far as the method of sectional
imaging is concerned, there are some important advan-
tages afforded by MRI compared to other imaging modal-
ities. The rationale behind MRI guidance in BT is twofold:
(1) to assure an optimal position of BT catheters within
the target volume by controlling their insertion and (2) to
assist the process of detection and contouring of the tar-
get volume and organs at risk (OAR). MRI guidance of
insertion can be accomplished preoperatively or during
an intraoperative procedure. The standard preoperative
strategy is based on integration of initial MRI findings and
clinical and/or ultrasound findings at BT. Planning MRI is
in this case most commonly performed only after the pro-
cedure, limiting the ability to correct an eventually sub-
optimal implantation. Obtaining an additional pre-plan-
ning MRI just a few days before the application can
facilitate the ability for an accurate insertion. The most
common approach to intraoperative MRI guided BT still
consists of temporal interruptions of the application pro-
cedure to acquire MRI for verification and guidance. An
overview of the current approaches in MRI guided BT is
presented.

Ultrasound imaging in brachytherapy provides a sim-
ple non-ionising modality which is readily available, can
be used in the operating theatre and is relatively cheap.
It provides high quality real time images for insertion and
verification of source or afterloading catheter placement
and verification. The main applications of ultrasound in
image guided brachytherapy are in prostate implantation
and gynaecological brachytherapy. Transrectal ultrasound
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(TRUS) guided transperineal implant techniques are now
standard and widespread for prostate brachytherapy
whether using low dose rate seeds or high dose rate after-
loading catheters. TRUS provides accurate information on
the size and shape of the prostate gland to be implanted in
the volume study and using both transverse and sagittal
images accurate placement of seeds or afterloading
catheters is achieved.Intrauterine brachytherapy is aided by
transabdominal ultrasound to identify the uterine cavity.

In gynaecological tumours image-guided 3D conformal
BT planning MRI has been suggested as the most appro-
priate method for imaging both the PTV and OARs. How-
ever, due to the limited availability of MRl equipments in
BT departments, there is an existing barrier to the wide-
spread implementation of MRI-guided GYN BT. In such
cases postimplant CT images are useful to control and
report the dose to OARs (e.g. for rectum, sigmoid, and
bladder). However, CT has an obvious limitation for the
exact 3D delineation of the PTV.

There is limited clinical evidence supporting the rou-
tine use of CT (or MR) image guidance for BT planning of
interstitial implants in the H&N region (e.g. oral cavity and
base of tongue). Organ (and tumour) motion during
implantation limits the possible advantages of preimplant
cross-sectional imaging in PTV definition. Thus, clinical
examination (palpation) remains the basic element for
definition of the target volume for H&N implants. How-
ever, CT images are useful to control the dose to OARs for
example to avoid radionecrosis of the mandible.

Real-time rectal US guidance has been accepted as
a standard technique for prostate BT. However, post-
implant CT (and MR) imaging has also been implemented
for 3D treatment planning for temporary HDR implants
and for the verification of postimplant dose distribution
of permanent seed implants.

In breast BT, CT-based PTV definition and implant sim-
ulation can be effectively used to obtain improved dose
distribution regarding PTV coverage, dose homogeneity
and conformality, and dose to OARs (e.g. skin, lung, and
heart for left sided tumours). Much better PTV coverage
can be achieved with a CT image-based implant technique
than with a conventional one. These dosimetric results
reinforce that image-guided BT planning for breast
implants can be effectively used to improve dose delivery
regarding both target coverage and dose homogeneity,
which may turn into improved clinical results.

[48]

Indywidualizacja postepowania
terapeutycznego w raku stercza o bardzo
matym/duzym ryzyku progresji

Piotr Milecki

Oddziat Radioterapii Onkologicznej I, Wielkopolskie Centrum
Onkologii w Poznaniu

Rak stercza (RS) jest jednym z najczesciej diagnozo-
wanych nowotwordw ztosliwych u mezczyzn w krajach
wysoko rozwinietych. Rozpoznanie oraz leczenie RS pod-
legaja ciagtej ewolucji. Obecnie rozpoznanie RS jest usta-
lane czesciej dzieki oznaczeniu stezenia PSA lub wykryciu
odchylen w badaniu przezodbytniczym, anizeli na pod-
stawie obecnosci objawdw klinicznych. Chirurgia i radio-
terapia sa podstawowymi metodami radykalnego lecze-
nia, ale z powodu wykrywania RS w bardzo wczesnym
stopniu zaawansowania klinicznego oraz szczegélnej natu-
ralnej historii tego nowotworu, inne podejscie terapeu-
tyczne do RS, takie jak aktywny nadzér (watchful waiting
—WW, active survillance — AS) zyskuje coraz wieksza popu-
larnos¢ w praktyce klinicznej. Wedtug najlepszych mode-
li opisujacych naturalng historie RS 23-42% sposréd
wszystkich rakéw wykrytych podczas badan skriningo-
wych jest niepotrzebnie leczonych (overtreatment). Zna-
czaca liczba pacjentow, u ktorych doszto do overtreat-
ment, zwieksza koszty opieki medycznej, narazeni sg oni
takze na wystgpienie powiktan. Gtéwna zaletg AS jest
unikniecie objawéw ubocznych zwigzanych z leczeniem
chirurgicznym i napromienianiem. Historia naturalna raka
stercza pozostaje nadal wzglednie nieznana, a wiele
aspektow progresji RS niewiadomych. Obecnie zaden
z dostepnych modeli prognostycznych nie pozwala na pre-
cyzyjne prognozowanie miejscowego niepowodzenia, a tyl-
ko niektére oceniaja ryzyko wystapienia przerzutéw czy
zgonow z powodu raka. Dlatego poszukiwanie nowych
czynnikow prognostycznych opierajacych sie na biologii
molekularnej staje sie niezwykle istotnym kierunkiem
badan nad RS, ktéry moze doprowadzi¢ do ich wdrozenia
do praktyki klinicznej po ich walidacji.

Stowa kluczowe: rak stercza, czynniki prognostyczne.

Individualization of therapeutic approach
to low/high risk of prostate cancer
progression

Prostate cancer (PC) is one of the most common non-
cutaneous cancers among males in developed countries.
The clinical stage of diagnosed PC and treatment approach
to PC continue to evolve. Nowadays one of the main
reasons for this is that most patients are diagnosed
because of abnormality in PSA level or the digital recital
examination rather than because of symptoms. This
situation, according to the best models of PC detection
and progression, is associated with a high percent (23-
42% of all screen-detected cancers) of over-treatment.
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The significant level of over-treatment leads to increase
of economic costs of medical care and patient morbidity.
Surgery and radiotherapy are the main radical methods
of treatment, but because of the particular biology of PC
another approach, watchful waiting (WW), also referred
to as active surveillance (AS), is becoming more popular.
The main advantage of AS is avoiding the side effects of
surgery and radiotherapy. However, this strategy is
associated with the risk of delaying radical treatment. The
natural history of PC even for very low-risk PC patients is
still relatively unknown and many aspects related to
prediction of clinical progression of disease should be
resolved. Prostate cancer is characterized by considerable
heterogeneity in its aggressiveness and natural history.
To date none of the current models predict risk of local
failure and only some predict distant metastases or
cancer-related death. Thus, other independent prognostic
factors for PC progression based on molecular markers
should be developed and validated.

Key words: prostate cancer, prognostic factors,
low/high risk of progression.
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Sesja 15.

Postepowanie z chorym
na raka przewodu pokarmowego

[49]

Strategia leczenia chorych z przerzutami
raka jelita grubego do watroby

- rekomendacje eksperta

Marek Wojtukiewicz

Biatostockie Centrum Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie

[50]

Chirurgiczne leczenie chorych

z przerzutami raka jelita grubego

do watroby - rekomendacje eksperta

Pawet Nyckowski

Katedra i Klinika Chirurgii Ogélnej Transplantacyjnej i Watroby,
Warszawski Uniwersytet Medyczny

[51]

Rola terapii anty-EGFR w potencjalnie
resekcyjnych przerzutach raka jelita
grubego do watroby

Marzena Wetnicka-Jaskiewicz

Oddziat Onkologii Klinicznej i Radioterapii, Klinika Onkologii
i Radioterapii, Gdanhski Uniwersytet Medyczny

(52]

Rola terapii antyangiogenne;j

w potencjalnie resekcyjnych przerzutach
raka jelita grubego do watroby

Andrzej Deptata

Centralny Szpital Kliniczny MSWIA w Warszawie, Warszawski
Uniwersytet Medyczny

Przerzuty do watroby sg najczestsza manifestacja kli-
niczna rozsiewu raka jelita grubego (RJG), a wiec moga
stanowi¢ gtéwny powdéd zgonu w przebiegu tej choroby.
Wspbtczesna praktyka kliniczna zaleca wykonanie ope-
racji w przypadku przerzutéw resekcyjnych i podawanie
chemioterapii chorym, u ktérych przerzuty do watroby sa
pierwotnie nieresekcyjne. Celem takiego postepowania

jest umozliwienie usuniecia (pierwotna resekcja lub wtér-
na resekcja po wyindukowaniu za pomoca chemioterapii)
wszystkich przerzutéw, a zwtaszcza wykonanie resekgcji
RO, poniewaz takie postepowanie wydtuza zycie chorym.
W ciggu ostatniego dziesieciolecia odkrycie substancji,
ktérych celem stata sie ingerencja w angiogeneze nowo-
tworowa, znacznie powiekszyto mozliwosci terapii cho-
rych na rozsianego RJG. Dodanie do chemioterapii pierw-
szej i drugiej linii bewacyzumabu, rekombinowanego,
humanizowanego przeciwciata monoklonalnego hamu-
jacego szlak przekazywania sygnatow poprzez naczynio-
wo-$rodbtonkowy czynnik wzrostu (vascular endothelial
growth factor — VEGF), spowodowato u chorych na roz-
sianego RJG wydtuzenie przezycia catkowitego (0S) i prze-
zycia wolnego od progresji (PFS). Zastosowanie bewacy-
zumabu z chemioterapiag (FOLFOX, XELOX, FOLFIRI,
FOLFOXIRI) czesciej niz sama chemioterapia powodowa-
to uzyskanie resekcji RO przerzutéw z watroby u chorych
na rozsianego RJG, niezaleznie od obecnosci mutacji
K-RAS i B-RAF. Najwieksze prospektywne, badanie bez ran-
domizacji — First BEAT, ktére objeto 1965 chorych na roz-
sianego RJG z pierwotnie nieoperacyjng chorobg przerzu-
towa, wykazato, Zze w podgrupie 102 pacjentéw
z przerzutami wytacznie w watrobie, leczonych wg sche-
matéw zawierajacych bewacyzumab, resekcje RO osiggnieto
u 81 0s6b (79%). Dodatkowym argumentem za stosowa-
niem bewacyzumabu z chemioterapia w celu indukgji resek-
qji przerzutéw z watroby jest zmniejszenie czestosci wyste-
powania i ciezkosci uszkodzenia watroby po oksaliplatynie.

The role of antiangiogenic therapy
of potentially resectable liver metastases
in metastatic colorectal cancer (mCRC)

Liver metastases are the most prevalent representa-
tion of CRC dissemination, and therefore can be the main
cause of death in the course of the disease. Current treat-
ment practice recommends surgery for resectable liver
metastases and palliative chemotherapy for those
patients with initially unresectable disease. The aim of the
strategy is to remove surgically (primary resection or sec-
ondary resection after induction chemotherapy) all metas-
tases, especially to perform RO resection, because such
an approach prolongs survival of the patients. In the last
decade, the development of agents that target cancer
angiogenesis has greatly expanded treatment options for
patients with mCRC. Bevacizumab, a recombinant,
humanized monoclonal antibody that inhibits the vascu-
lar endothelial growth factor (VEGF) pathway, has
improved overall survival (OS) and progression-free sur-
vival (PFS) in patients with mCRC when it is added to first-
and second-line chemotherapy regimens. Bevacizumab
plus chemotherapy (e.g. FOLFOX, XELOX, FOLFIRI, FOL-
FOXIRI) renders initially unresectable metastases
resectable in patients with mCRC more frequently than
combination chemotherapy alone, irrespective of K-RAS
and B-RAF mutational status. The largest prospective non-
randomized trial First BEAT, which included 1965 patients
with mCRC with primarily inoperable metastatic disease
revealed that in a subgroup of 102 patients with liver
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metastases only, treated with bevacizumab-based regi-
mens, RO resection was achieved in 81 patients (79%).
An additional objective for adding bevacizumab to
chemotherapy in induction of resectability of liver metas-
tases is to lower the incidence and severity of oxaliplatin-
dependent hepatic injury.

(53]

Trastuzumab — nowy lek w terapii
zaawansowanego raka zotadka
Piotr J. Wysocki

Zaktad Immunologii Nowotwordw, Uniwersytet Medyczny im.
Karola Marcinkowskiego w Poznaniu; Wielkopolskie Centrum
Onkologii w Poznaniu

W latach 90. standardowym postepowaniem
w zaawansowanym raku zotadka byt schemat chemiote-
rapii wielolekowej ELF oparty na kombinacji etopozydu
5-fluorouracylu (5FU) i leukoworyny. Pod koniec lat 90.
wykazano, ze skojarzenie cisplatyny, epirubicyny i 5FU
istotnie wydtuza czas przezycia chorych i zwieksza odse-
tek odpowiedzi klinicznych. W ostatniej dekadzie w lecze-
niu paliatywnym zaawansowanego raka zotadka nawet
pomimo wprowadzenia do arsenatu substancji czynnych
docetakselu nie udato sie istotnie poprawic¢ skutecznosci
terapii systemowych. Rozwéj biologii molekularnej i bio-
technologii umozliwit jednak zidentyfikowanie kluczowych
receptoréw i szlakéw transdukcji sygnatu warunkujacych
ztosliwy fenotyp komarek raka zotadka oraz zapropono-
wanie strategii leczenia celowanego. Uwaza sie, Ze recep-
tor HER2 nalezacy do rodziny receptoréw ErbB ulega nad-
ekspresji w okoto 20% przypadkéw raka zotadka.
W przypadku raka piersi zastosowanie przeciwciata mono-
klonalnego (trastuzumabu) u chorych z nadekspresja HER2
umozliwito istotne wydtuzenie czasu przezycia catkowi-
tego zarowno w leczeniu paliatywnym, jak i radykalnym.
W 2009 r. wykazano istotng skutecznos¢ trastuzumabu
w leczeniu paliatywnym zaawansowanego raka zotadka.
W badaniu lll fazy (ToGA) oceniano skutecznos¢ trastu-
zumabu dodanego do chemioterapii (5FU/kapecytabina
+ cisplatyna). W badaniu tym wykazano, ze dodanie tra-
stuzumabu istotnie wydtuzyto czas catkowitego przezy-
cia 0 2,4 miesigca (13,5 vs 11,1 miesigca, p = 0,0048; HR
0,74; 95% (1 0,60-0,91) oraz odsetek obiektywnych odpo-
wiedzi klinicznych —47,3% w ramieniu H + CHT w poréw-
naniu z 34,5% w ramieniu CHT (p = 0,0017). W grudniu
2009 r. trastuzumab uzyskat akceptacje EMEA i zostat
zarejestrowany w Unii Europejskej jako pierwszy lek celo-
wany w raku zotgdka.
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Obecnie stosowane strategie
terapii celowanej w praktyce
klinicznej

[54]
Leczenie celowane raka

nerkowokomérkowego jako postepowanie
standardowe i dalszy rozwoj

Cezary Szczylik

Klinika Onkologii, Wojskowy Instytut Medyczny w Warszawie

[55]

Immunoterapia nowotworéw i perspektywy
jej rozwoju

Jacek Mackiewicz', Andrzej Mackiewicz*>’

1Zaktad Immunologii Nowotworéw, Katedra Biotechnologii
Medycznej, Uniwersytetu Medyczny im. Karola Marcikowiego
w Poznaniu

2Wielkopolskie Centrum Onkologii w Poznaniu
3BioContract Sp. z 0.0.

Istnieja coraz liczniejsze dowody potwierdzajace waz-
na role uktadu odpornosciowego w powstawaniu i roz-
woju nowotworéw. Coraz lepsze zrozumienie molekular-
nych i komérkowych mechanizméw funkcjonowania
uktadu immunologicznego stworzyto podstawy dla roz-
woju wielu innowacyjnych i obiecujacych strategii tera-
peutycznych polegajacych na modulacji nieswoistej i swo-
istej immunologicznej odpowiedzi przeciwnowotworowe;j.
Najwiekszym osiaggnieciem immunoterapii nowotworéw
ostatniego 20-lecia jest opracowanie technologii oraz
wprowadzenie szeregu swoistych przeciwciat monoklo-
nalnych do praktyki klinicznej. Pierwszg zarejestrowang
cytoking do leczenia nowotworéw byt interferon a,
nastepnie liczne badania kliniczne nad interleuking 2
doprowadzity do jej rejestracji w leczeniu raku nerki. Prez-
nie rozwijajaca sie gatezig biernej swoistej immunotera-
pii jest terapia adoptywna, w ktérej wykorzystuje sie auto-
logiczne komorki naciekajace guzy lub autologiczne
limfocyty izolowane z krwi obwodowej. Nieswoiste immu-
nostymulatory i immunomodulatory nie znalazty trwate-
go miejsca w rutynowej praktyce klinicznej, jednak zawie-
sina usmierconych Mycobacterium vaccae okazata sie
skuteczna w badaniu Ill fazy w leczeniu niedrobnoko-
morkowego raka ptuc (gruczolakoraka) w poréwnaniu
z chemioterapia. W licznych badaniach klinicznych anali-
zuje sie skutecznosé terapeutyczna réznych typow
tzw. terapeutycznych szczepionek rakowych, m.in. pepty-
dowych, wirusowych, DNA, szczepionek opartych na biat-
kach szoku cieplnego (HSP) oraz komérkach, w tym gene-

tycznie modyfikowanych komérkach dendrytycznych (DC)
czy komarkach guza (GMTV). Wyniki dotychczas przepro-
wadzonych badan sa nadal niesatysfakcjonujace. Dotad
w Kanadzie i w Rosji zarejestrowano po jednej szczepionce
rakowej. Lekiem bliskim zatwierdzenia przez FDA (Food
and Drug Administration) w USA, oczekiwanego w maju
2010 r. w leczeniu hormonoopornego raka stercza, jest
Sipeleucel-T, sktadajacy sie z autologicznych DC, inkubo-
wanych ex vivo z biatkiem fuzyjnym sktadajacym sie PAP
(prostatic acid phosphatase — antygen obecny na komor-
kach gruczotu krokowego) potaczonego z GM-CSF.

Bioimmunoterapeutyki, przeznaczone szczegélnie dla
celow aktywnej immunoterapii nowotworéw, stanowia
unikalna grupe produktéw medycznych. Wykazuja one
zupetnie inng farmakodynamike oraz mechanizm dziata-
nia niz chemioterapeutyki czy tzw. mate czasteczki (small
molecules) w niszczeniu komorek nowotworowych. Nadal
jednak agencje regulatorowe aprobuja tylko standardo-
we metody oceny efektywnosci tych preparatéw (prze-
znaczone dla chemioterapeutykdw), w tym dobér chorych,
planowanie protokotoéw badan klinicznych, cele (end
points) czy systemy oceny efektywnosci terapii. W koncu,
podobnie jak w przypadku innych rodzajéw terapii nowo-
tworéw, konieczna jest personalizacja leczenia z wyko-
rzystaniem biomarkeréw, ktérych nadal sie poszukuje.
Obecnie na Swiecie toczy sie burzliwa dyskusja na temat
istotnych zmian w zakresie planowania i realizacji badan
klinicznych aktywnej immunoterapii. Bez tych zmian
mozemy przeoczy¢ produkty medyczne, ktére potencjal-
nie moga przyniesc zysk terapeutyczny chorym.

Immunotherapy of cancer and perspectives
of its development

There is increasing evidence supporting the important
role of the immune system in growth and progression of
cancer. A better understanding of molecular and cellular
mechanisms governing the immune system formed the
basis for development of a number of innovative and
promising cancer therapies modulating non-specific and
specific anti-cancer immune responses. In the last 20 years
the most impressive achievement in tumour immunother-
apy has been the development of technology for produc-
tion of various specific monoclonal antibodies for human
use and their approval for clinical practice.

Interferon-a. was the first approved cytokine for the
treatment of cancer. Subsequently many clinical trials eval-
uating interleukin-2 led to its approval for treatment of
kidney cancer. Adoptive immunotherapy is a dynamically
developing field of passive specificimmunotherapy, where
autologous tumour infiltrating or autologous peripheral
blood lymphocytes are used. Non-specific immunostimu-
lators and immunomodulators have not found wide
approval in routine clinical practice; however, a suspen-
sion of heat-killed Mycobacterium vaccae seemed to be
effective in a phase Il study in the treatment of non-small
cell lung cancer (adenocarcinoma), when compared to
chemotherapy. In a number of clinical trials the efficacy
of various types of so-called therapeutic cancer vaccines
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have been tested. They included peptide vaccines, virus-
es, DNA, heat-shock protein vaccine and cellular vaccines
including genetically modified dendritic cells (DC) or
tumour cells (GMTV). So far only in Canada and Russia
have cancer vaccines been registered. A drug which is near
FDA (Food & Drug Administration) approval in the USA,
expected in May 2010, is Sipuleucel-T, which consists of
autologous DC, incubated ex vivo with a fusion protein
consisting of PAP (prostatic acid phosphate) conjugated
with GM-CSF.

Bioimmunotherapeutics particularly designated for
active specific cancer immunotherapy form a unigue group
of medicinal products of advanced technology. They dis-
play completely different pharmacodynamics and mode
of action than chemotherapeutic agents or so-called small
molecules in destruction of cancer cells. However, regu-
latory authorities approve only methods adopted from
clinical trials of chemical agents for assessment of the
effectiveness of these drugs, including design of clinical
trials, patient selection, end points and assessment of
tumour clinical responses. Finally, similarly to other can-
cer treatment strategies, personalization of specific active
immunotherapy with employment of new biomarkers is
necessary. Currently an intensive discussion is in process
regarding the needs of immunotherapy clinical trial design
and execution modification. Without these changes we
may overlook medicinal products which could bring
a therapeutic benefit for patients.

[56]

Indywidualizacja leczenia w czerniakach
skory

Zbigniew I. Nowecki

Klinika Nowotworéw Tkanek Miekkich i Kosci, Centrum
Onkologii — Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie w Warszawie
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Leczenie ukierunkowane miesakow

Piotr Rutkowski, Zbigniew I. Nowecki

Klinika Nowotworéw Tkanek Miekkich i Kosci, Centrum
Onkologii — Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie w Warszawie

Pierwotne ztosliwe nowotwory tkanek miekkich i kosci,
czyli migsaki, to heterogenna grupa rzadkich, ztosliwych
nowotworéw pochodzenia mezenchymalnego. W kazdym
przypadku chorego na miesaka obowiagzuje zasada wie-
lospecjalistycznego zaplanowania leczenia z uwzgled-
nieniem ewentualnego leczenia uzupetniajacego (przed-
lub pooperacyjnego napromienianiem i/lub chemiotera-
pia), co stanowi o koniecznosci leczenia chorych w wyspe-
cjalizowanych osrodkach przez zespoty diagnostyczno-

-terapeutyczne, ktérych minimalny sktad stanowia: pato-
log, radiolog, chirurg onkolog, radioterapeuta, onkolog kli-
niczny i rehabilitant. Najwiekszy obecnie postep w lecze-
niu systemowym miesakéw wigze sie z pracami nad
tzw. leczeniem celowanym molekularnie, czyli opracowa-
niem nowych lekow nakierowanych na specyficzne uszko-
dzone w komérkach migsakéw szlaki przemian moleku-
larnych, ktére w Swietle badan stanowig podstawowe
etiopatogenetyczne przyczyny powstawania i progresji
danego nowotworu. Ten sposéb terapii jest szczegdlnie
istotny w przypadku miesakéw, gdyz — jak obecnie wia-
domo — poszczegodlne typy miesakow sg zwigzane z wyste-
powaniem specyficznych zaburzeh molekularnych, czes¢
z nich dotyczy specyficznych dla danych typéw nowo-
tworéw translokacji chromosomalnych [np. EWSRI1-FLIL;
t(11;22)(g24;912) w miesaku Ewinga czy t(X;18) w sarco-
ma synoviale; cho¢ czynniki transkrypcyjne stanowia
z reguty stabe cele terapeutyczne, z wyjatkiem — dotych-
czas — genu fuzyjnego COLIAI-PDGFB w dermatofibro-
sarcoma protuberans (DFSP) powodujacego nadekspresje
PDGF, co z kolei stanowi cel dziatania imatynibu o wyso-
kiej skutecznosci w warunkach klinicznych] czy mutacji
prowadzacych do aktywacji specyficznych receptoréw
czynnikéw wzrostu (np. KIT w nowotworach podscieli-
skowych przewodu pokarmowego — GIST) lub tez muta-
cji w obrebie szlakéw sygnatowych. Najbardziej znanym
przyktadem jest zastosowanie imatynibu, bedacego inhi-
bitorem BCR-ABL, KIT i PDGFR, w leczeniu zaawansowa-
nych GIST. Obecnie metanosulfonian imatynibu jest zare-
jestrowany do leczenia dwéch miesakow tkanek miekkich:
nieoperacyjnego i/lub rozsianego GIST oraz nieoperacyj-
nego/rozsianego DFSP Liczne badania kliniczne okreslity
jego duza i dtugotrwata skutecznosc terapeutyczng; co
wiecej, dla tego pierwszego, skutecznego w leczeniu
nowotworéw litych inhibitora kinaz tyrozynowych,
potwierdzono zaleznos¢ miedzy obecnoscig specyficznych
zaburzen molekularnych a odpowiedzig na leczenie i dobo-
rem dawki. U chorych na GIST z obecnoscia mutacji w eks-
onie 11 genu KIT (stanowigcych ok. 70% przypadkéw)
odsetek odpowiedzi na leczenie imatynibem wynosi oko-
to 85%, a w przypadkach nowotworéw zwigzanych
w obecnoscia innych zaburze molekularnych imatynib
jest mniej skuteczny (z kolei w przypadku obecnosci muta-
cji w eksonie 9 KIT dawka imatynibu powinna by¢ podwo-
jona do 800 mg dziennie). Sugerowana jest rowniez
potencjalna aktywnos¢ imatynibu w leczeniu fibromato-
sis agressiva, pigmented villonodular synovitis/tenosyno-
vial giant cell tumour (PVNS/TGCT, gdzie wystepuje gen
fuzyjny COL6A3-CSFI), struniakéw (chordoma). W przy-
padku GIST opornych na imatynib wprowadzono juz réw-
niez do leczenia lek drugiego rzutu — sunitynib, ktéry jest
multiinhibitorem kinaz tyrozynowych, dziatajacym m.in.
na kinazy tyrozynowe receptora K/T, PDGFR, naczyniowo-
srodbtonkowego czynnika wzrostu (VRGFR) i FLT3. Dostep-
ne dane wskazuja na mozliwos¢ uzyskania dtugotrwatych
odpowiedzi u ok. 40% chorych na GIST opornych na ima-
tynib, zwtaszcza w obecnosci mutacji w eksonie 9 lub przy
braku mutacji w genie KIT. Obecnie w badaniach klinicz-
nych znajduje sie kilka lekéw, ktorych skutecznosé jest
testowana w przypadkach GIST opornych na leczenie ima-
tynibem/sunitynibem, m.in.: AMN 107 — nilotinib, AMG706,
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RADOO1, PKC412, PTK787, sorafenib, dasatynib. GIST jako
model terapii celowanej molekularnie w nowotworach
litych pozwolit na okreslenie, ze ten rodzaj leczenia cechu-
je odmienna ocena odpowiedzi i przewlekte stosowanie,
a sam efekt terapeutyczny moze wynikac nie ze zmniej-
szenia guza nowotworowego, ale zahamowania jego pro-
gresji.

Trwaja zaawansowane prace nad wprowadzeniem
nowych lekéw celowanych molekularnie réwniez w innych
typach miesakéw. Najistotniejsze jest okreslenie poten-
cjalnego celu molekularnego w danym podtypie miesaka,
ktéry ma znaczenie biologiczne. Najbardziej zaawanso-
wane prace dotycza substancji o dziataniu antyangiogen-
nym (np. bewacyzumabu, sunitynibu, sorafenibu w mie-
saku Kaposiego czy hemagioendothelioma/angiosarcoma
czy alveolar soft-part sarcoma), trabektedyny w myxo-
id/round-cell liposarcoma, lekéw nakierowanych na szlak
PI3K/AKT, MET (np. w alveolar soft part sarcoma czy clear
cell sarcoma), Mek, mdm2/CDK, kinaze Raf (np. sorafenib),
inhibitorow mTOR (np. szczegoélnie w miesniakomiesaku
prazkowanokomérkowym lub PEC-oma), inhibitoréw
receptora 1 insulinopodnego czynnika wzrostu (IGFRIR;
w szczegblnosci w miesaku Ewinga i miesniakomiesaku
prazkowanokomaérkowym), przeciwciat anty-RANKL (deno-
sumab w guzie olbrzymiokomaérkowym kosci) inhibitoréw
wielokinazowych, inhibitoréw metaloproteinaz macierzy
komarkowej (MMP), lekéw dziatajacych na szlak apopto-
zy, na biatko szoku termicznego 70 lub 90 (hsp70; hsp90)
czy inhibitoréw deacetylazy histonowe;j.

Targeted therapy of sarcomas

Primary malignant tumours of soft tissues and bone
(sarcomas) constitute a rare heterogeneous group of
mesenchymal neoplasms. Multidisciplinary therapy in
centres with high expertise is the crucial point in
sarcomas’ management. A recent development in
sarcoma treatment is introducing molecular targeted
therapy. It is well known that several sarcoma types are
characterized by specific molecular abnormalities [such
as chromosomal aberrations in Ewing’s sarcoma —
(11;22)(q24;412); or synovial sarcoma — t(X;18)], and
although transcriptional factors are weak therapeutic
targets we have a fine example of dermatofibrosarcoma
protuberans (DFSP) characterized by the presence of
fusion gene COLIAI-PDGFB, where dramatic clinical
activity of imatinib targeting PDGF was confirmed. The
most striking example of targeted therapy of sarcomas is
activity of imatinib mesylate (targeting BCR-ABL, KIT and
PDGFR) in inoperable and/or metastatic GIST
(gastrointestinal stromal tumour). Imatinib is currently
approved for therapy of 2 soft tissue sarcomas: advanced
GIST and DFSP Several clinical trials have been conducted
that confirmed high efficacy of imatinib in the treat-
ment of GIST for the majority of patients with
inoperable/metastatic disease. The association between
mutational status and the response to imatinib is well
documented — tumours containing the most common
exon 11 KIT mutation have the highest response rate
(>80%). Moreover, the response of patients with GIST with

exon 9 KIT is dependent on the dose of the drug and these
patients have been identified as needing higher dosages
of imatinib (800 mg/d). The activity of imatinib has also
been observed in treatment of aggressive fibromatosis,
pigmented villonodular synovitis/tenosynovial giant cell
tumour (PVNS/TGCT, with presence of fusion gene
COL6A3-CSF1) and chordoma. In the case of GIST resistant
to imatinib, second line therapy with sunitinib malate is
registered. Sunitinib malate is an oral multi-targeted
tyrosine kinase inhibitor of KIT and PDGFRs, as well as
vascular endothelial growth factor receptors (VEGFRSs),
FMS-like tyrosine kinase-3 (FLT3), colony-stimulating factor
1 receptor (CSF-1R), and glial cell-line-derived neurotrophic
factor receptor (REarranged during Transfection; RET).
Sunitinib has demonstrated clinical activity with durable
responses/stabilizations in approximately 40% of imatinib-
resistant GIST cases (especially in exon 9 KIT mutants or
wild-type GISTs). If sunitinib therapy fails, clinical trials
with novel agents (e.g. AMN107 - nilotinib, AMG706,
RADOQO1, PKC412, sorafenib, dasatinib) are ongoing.

There are also investigations on molecular targeted
therapy in other sarcoma subtypes, e.g.: antiangiogenic
therapy (bevacizumab, sunitinib, sorafenib in Kaposi
sarcoma, haemangioendothelioma/angiosarcoma and
alveolar soft-part sarcoma), trabectedin in myxoid/round-
cell liposarcoma, agents targeting PI3K/AKT, MET (e.g. in
alveolar soft part sarcoma or clear cell sarcoma), Mek,
mdm2/CDK, RAf kinase pathways, mTOR inhibitors
(especially in rhabdomyosarcoma or PEComa), insulin-like
growth factor receptor 1 inhibitors (IGFRIR; especially in
Ewing’s sarcoma and rhabdomyosarcoma), anti-RANKL
antibodies (denosumab in giant-cell tumour of bone),
multi-kinase inhibitors, metalloproteinase inhibitors
(MMP), proapoptotic drugs, heat shock protein inhibitors
and histone deacetylase inhibitors.

[58]

Terapie celowane w leczeniu raka
watrobowokomarkowego

Piotr J. Wysocki

Zaktad Immunologii Nowotworéw, Uniwersytet Medyczny im.
Karola Marcinkowskiego w Poznaniu; Wielkopolskie Centrum
Onkologii w Poznaniu

Rak watrobowokomarkowy (hepatocellular carcinoma
— HCC) to piaty w kolejnosci najczesciej wystepujacy
nowotwor ztosliwy na Swiecie, stanowiacy trzecia przy-
czyne zgonéw z powodu nowotwordw. Jest oporny na dzia-
tanie standardowych terapii systemowych, a rokowanie
dla chorych na HCC jest zte. Identyfikacja szlakéw
transdukcji sygnatu odpowiedzialnych za wzrost i pro-
gresje HCC, takich jak RAS/RAF/MEK/ERK, czy tez
PI3K/AKT/mTOR wyznaczyta cele molekularne, ktérych
zahamowanie przez nowoczesne terapie moze poprawic
rezultaty leczenia. W 2007 r. w oparciu o wyniki badania
klinicznego Il fazy, sorafenib zostat zarejestrowany do
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leczenia chorych na zaawansowanego HCC. Inne leki mole-
kularnie ukierunkowane: przeciwciata monoklonalne
(bewacizumab, cetuksymab), inhibitory kinazy tyrozyno-
wej (sunitinib, erlotinib, briwanib) i inhibitory kinazy sery-
nowo-treoninowej (temsirolimus, ewerolimus) zostaty prze-
badane w badaniach klinicznych Il fazy u chorych na HCC.
Obecnie trwaja badania Il fazy oceniajace skutecznosé
tych preparatéw. Celem niniejszego artykutu jest przeglad
mechanizméw molekularnych odpowiedzialnych za roz-
woj i progresje HCC, a takze roli i skutecznosci nowych
terapii celowanych w leczeniu tego nowotworu.

[59]
Hormonoterapia w raku piersi
z nadekspresja HER2

Piotr Potemski

[60]
Powiktania sercowo-naczyniowe po terapii
celowanej w onkologii

Sebastian Szmit

| Katedra i Klinika Kardiologii, Warszawski Uniwersytet
Medyczny
Klinika Onkologii, Wojskowy Instytut Medyczny w Warszawie

Patomechanizm uszkodzenia serca i naczyn podczas
terapii celowanej nie jest w petni zdefiniowany, ale moz-
na okresli¢ czynniki ryzyka takich zdarzen. Problemem jest
rowniez jednoznaczna definicja rozpoznania tzw. kardio-
toksycznosci. Nadal kryteria kardiologiczne r6znig sie od
algorytmoéw onkologicznych postepowania w powikta-
niach sercowo-naczyniowych u chorych na nowotwory.

Terapia anty-HER2 moze prowadzi¢ do rozwoju nie-
wydolnosci serca, ale stopien dysfunkcji skurczowej/roz-
kurczowej serca oraz pojawianie sie objawow klinicznych
cechuja sie bardzo duza réznorodnoscia i wydaja sie cat-
kowicie niezalezne od dawki lekdw anty-HER2. Czy moz-
na dysfunkcje serca zalezng od terapii anty-HER2 trakto-
wac jako ogtuszenie badZ zamrozenie miesnia sercowego?
Jaka terapie kardiologiczng stosowac? Jaki jest rzeczywisty
stopien odwracalnosci tego zdarzenia? Podczas wyktadu
bedzie prezentowane stanowisko ekspertéw kardiologicz-
nych towarzystw naukowych dotyczacych rozpoznawania
i leczenia niewydolnosci serca indukowanej anty-HER.
Omoéwiona zostanie kwestia przerywania terapii anty-
HER?2 z przyczyn kardiologicznych.

Leczenie inhibitorami szlaku VEGF-VEGFR wigze sie
z ryzykiem wystapienia takich powiktan, jak nadcisnienie
tetnicze, biatkomocz, epizody zakrzepowo-zatorowe oraz
niewydolnos¢ serca. Oméwiona zostanie kwestia poste-
powania w nadcisnieniu tetniczym indukowanym terapia
anty-VEGF oraz inhibitorami kinaz tyrozynowych. Ktére
leki hipotensyjne powinny by¢ stosowane i dlaczego, a kt6-
re sa przeciwwskazane? Do jakich wartosci cisnienia

powinnismy dazyc¢, aby dalsza terapia inhibitorami angio-
genezy byta bezpieczna. Przyblizona bedzie problematy-
ka bezpieczenstwa kardiologicznego terapii anty-mTOR.

Hormonalne leczenie raka piersi oraz raka stercza jest
rowniez obarczone pewnym ryzykiem wystapienia zda-
rzef sercowo-naczyniowych. Wyktad bedzie préba odpo-
wiedzi, czy sg one rzeczywistym problemem w praktyce
onkologa.

Wyktad bedzie réwniez préba podsumowania, jaka role
powinny odgrywac w onkologii takie badania, jak EKG,
echokardiografia, scyntygrafia serca, koronarografia, oraz
markery biochemiczne (troponiny, BNP/NTproBNP).

Cardiovascular complications induced by
targeted therapy in oncology

Pathophysiology of cardiovascular damage induced by
targeted therapy is not fully defined, but we can identify
the specific risk factors for such events. The problem is
the lack of so clear definition of diagnosis of cardiotoxic-
ity in oncology. Cardiac criteria still differ from the onco-
logic algorithms of cardiovascular complications in
patients with cancer.

Anti-HER2 therapies may lead to the development of
heart failure, but the degree of systolic/diastolic dys-
function and the appearance of clinical symptoms are
characterized by very high diversity and seem to be com-
pletely independent of the dose of anti-HER2. Heart fail-
ure related to anti-HER2 therapy don’t seem to be analo-
gous to stunning or hibernation and don’t recovers
without specific cardiac treatment. Which cardiac thera-
py to use? What is the actual degree of reversibility of this
event? Opinions of Experts of international cardiology soci-
eties will be presented: how to recognize and treat heart
failure induced by anti-HER2 therapy. The question of
interrupting anti-HER?2 therapy due to cardiac events will
be discussed.

The management with inhibitors of VEGF-VEGFR path-
way is associated with real risk of cardiovascular compli-
cations such as hypertension, proteinuria, thromboem-
bolic events and heart failure. The discussion will be
focused on the problem of hypertension-induced by anti-
VEGF antibody or tyrosine kinase inhibitors. Which anti-
hypertensive drugs should be used and which are con-
traindicated? Which blood pressure level is safe for
patients treated with angiogenesis inhibitor. Cardiac safe-
ty of anti-mTOR therapy will be presented.

Hormonal treatment of breast cancer and prostate can-
cer also involve the risk of cardiovascular events. The lec-
ture will attempt to answer whether they are a real prob-
lem in the daily practice of oncology.

The presentation will try to summarize the role in oncol-
ogy for ECG, echocardiography, cardiac scintigraphy, angiog-
raphy, and biochemical markers (troponin, BNP / NTproBNP).
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Francusko-polski wspolny projekt
w dziedzinie badan nad rakiem

[61]
Translational in vivo imaging strategies

to boost therapy innovation in cancer
research

Alain Le Pape

INSERM U618, Medical University, Tours-France
Centre for Small Animal Imaging, CNRS, CIPA-TAAM,
UPS n 44, Orléans, France

Together with the increasing availability of transgenic
mice models for a variety of tumours and cell lines express-
ing bioluminescence or fluorescence reporter genes, non-
invasive in vivo imaging modalities prove to be extremely
valuable tools for biomedical research, discovery and devel-
opment of new therapy strategies in oncology.

Among these, biophotonic and nuclear imaging are like-
ly the most powerful resources to quantitatively assess
gene expression, specific functions, in vivo molecular tar-
geting, efficacy and actual delivery of a labelled drug to
the target. This process can be extended to document the
structure/activity relationship for any therapy including
drugs, radiation, microwaves, plasmas etc...

Bioluminescence is based on the non-invasive detec-
tion of photons emitted by luciferase expressing cells in
the living animal. This modality is a unique tool for exper-
imental oncology and is routinely used for a variety of
tumour cells to achieve screening or efficacy assessment
of new treatments. In addition to tumour burden deter-
mination with the usual luciferin, specific pro-substrates
sensitive to in vivo processing by caspases allows conve-
nient and early quantitative imaging of apoptosis even
for deep foci.

Near-infrared fluorescence with a variety of fusion pro-
teins for gene expression imaging and fluorochromes for
labelling molecules or cells is quite operational for 2D
imaging but still under development to achieve reliable
quantitative 3D functional or molecular explorations with
great perspectives for enzymatically activatable probes
such as MMPs and cathepsines. Examples of applications
on orthotopically implanted or disseminated tumours will
be presented as well as short-term perspectives for in situ
examinations in humans by fibroscopy and per-operative
imaging.

Nuclear imaging with Scintigraphy and Positron Emis-
sion Tomography is a clinical molecular imaging modali-
ty with satisfactory sensitivity and quantization, even for
deep sites thanks to its 3D capabilities. It offers the most
reliable strategy to determine the pharmacokinetic pro-
file of drugs, to assess the in situ expression of a given
receptor or to explore specific biomarkers such as apop-
tosis, angiogenesis and hypoxia. The availability of a vari-
ety of radiotracers with complementary chemistry and

half-lives makes these nuclear modalities of great value
for translational research on peptides and monoclonal
antibody based therapies.

Due to recent technological improvements, 3 other
major modalities from medical imaging, MRI, CT X and
Echography, are now of use to explore mice models with
the same accuracy as the corresponding examinations in
humans.

Depending on the problematics, all these technologies
can be combined as multimodality explorations with
superimposition of images to provide complementary
information such as anatomical location or physiological,
biochemical or molecular process at a given time of
examination. Some recent significant contributions of in
vivo imaging to the development of an inhaled vaccine
against papillomavirus, a loco-regional chemotherapy for
lung cancer or pharmacodynamic-pharmacokinetic explo-
rations in anti-CD20 MADb treatment of lymphoma will be
presented to illustrate how translational in vivo imaging
can be used as a strategy to boost therapy innovation in
cancer research according to the 3B concept: from Bench
to Bedside and Back.

[62]

Microenvironmental control of the reactive
oxygen species (ROS) level in leukaemic
cells

O. Herault

Faculty of Medicine and University Hospital of Tours, France

Genes and pathways that determine the self-renewal
of leukaemic stem cells remain poorly characterized. With
the laboratory of Molecular Genetics of Heamatopoietic
Stem Cells of the Institute for Research in Immunology
and Cancer of Montreal (Guy Sauvageau), we described
a series of Hoxa9+Meis1 overexpressing acute leukaemias
which display a wide range of leukaemic stem cell (L-HSC)
frequencies, from ~1in 50 to ~1 in 1.4. Expression profil-
ing revealed that the reactive oxygen species scavenging
enzyme GPX3 is amongst the few differently expressed
genes detected between these leukaemias. Consistent
with this observation, Gpx3 is hypomethylated in high fre-
quency leukaemia and hypermethylated in low frequen-
cy ones. L-HSC engineered to express decreased Gpx3 lev-
els are much less competitive in vivo than control cells,
however, they are not altered in their survival, differenti-
ation capacity or ability to home to the bone marrow sug-
gesting that this enzyme may regulate the process of self-
renewal itself. Interestingly, a good inverse correlation was
observed between the frequency of leukaemic stem cells
and the level of reactive oxygen species and p38 MAPK
activation, all these studies suggesting that the
GPX3/R0OS/p38 MAPK axis is a potent regulator of self-
renewal of leukaemic stem cells. L-HSC located in the bone
marrow interact with a specific microenvironment referred
to as the leukaemic niche. Data derived from ex vivo cocul-
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ture systems using mesenchymal stromal cells (MSCs) as
a feeder cell layer suggest that cell-to-cell contact has
a significant impact on hematopoietic stem cells expan-
sion, migratory potential and stemness. Therefore, we
investigated the effects of MSCs on the GPX3/ROS/p38
MAPK axis in leukaemic cells using an in vitro co-culture
system. Human leukaemic cells (KG1a) adhering to the
surface of human primary bone marrow MSCs presented
an overexpression of GPX3 and a concomitant decrease
in ROS level and p38 MAPK activation. Altogether, these
results suggest that the GPX3/R0S/p38 MAPK axis in
leukaemic cells is under microenvironmental control.

[63]

Mechanism of anti-melanoma action
of lumican

Yanusz Wegrowski

UMR CNRS 6237, Medical Faculty, URCA, Rims, France

In its vertical growth, metastatic melanoma crosses
the dermo-epidermal basement membrane and starts to
grow in the extracellular matrix environment, which is
normally inaccessible to melanocytes. Matrix and its
degraded products, the matrikines, influence the trans-
formed cells to inhibit tumour progression, a phenome-
non called 'stromal reaction'. Small proteoglycans con-
taining leucine-rich repeats (SLRP), including decorin and
lumican, are ubiquitous components of extracellular matri-
ces. There is a body of epidemiological information sug-
gesting that they may control tumour progression. We
previously showed that lumican inhibits the subcutaneous
growth of experimental melanoma and melanoma metas-
tasis. Presently, we have elucidated the mechanism of its
action. Lumican inhibits cell migration and increases cell
adhesion to the substratum. Melanoma cells expressing
lumican formed smaller metastatic nodules in the lungs,
less vascularised, and showed apoptosis induction. The
migration inhibition of melanoma cells is mediated by
integrins among which a2B1 is the most important. The
inhibition is accompanied by a rearrangement of actin
network and a decrease of 125FAK phosphorylation. The
anti-migratory properties of lumican are conserved in
leucine-rich repeat 9 fragment lumcorin. This matrikine is
as efficient as the whole molecule. Lumcorin may consti-
tute a non-immunological pharmacological approach for
inhibition of melanoma progression and metastasis.

[64]

Studies on the molecular mechanisms
of rituximab-mediated cytotoxicity

in non-Hodgkin lymphoma cells

Jakub Gotgb

Medical University of Warsaw

[65]
TP53 as a confounding factor in biomarker
discovery

Jolanta Kupryjariczyk

Maria Sklodowska-Curie Memorial Institute of Oncology,
Warsaw

[66]
Molecular prognostic and predictive factors
in lung cancer

Jacek Jassem, Rafat Dziadziuszko, Marcin Skrzypski

Medical University of Gdansk

[67]

Repair of lipid peroxidation induced DNA
damage: new proteins and therapeutic
targets

Barbara Tudek

Institute of Biochemistry and Biophysic, PAS, Warsaw

[68]
Combining high throughput experimental

methods to elucidate molecular aspects
of cancer development

Michat Mikula

Maria Sklodowska-Curie Memorial Institute of Oncology,
Warsaw
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(1]

Wptyw zréznicowania raka i stezenia PSA
na doktadnosc diagnostyki dynamicznego
badania rezonansu magnetycznego

w ocenie zaawansowania raka stercza

Ewelina Btaszczyk', Piotr Btaszczyk’,
Gabriela Karczewska’, Krzysztof Roszkowski

1Zaktad Radiologii, Centrum Onkologii im. F. tukaszczyka

w Bydgoszczy

20ddziat Radioterapii Il, Centrum Onkologii im. F. tukaszczyka
w Bydgoszczy

Wstep: Rezonans magnetyczny (MR) z dynamiczna apli-
kacja srodkéw kontrastowych jest badaniem diagno-
stycznym umozliwiajacym doktadne okreslenie stopnia
zaawansowania raka gruczotu krokowego. Doktadnosc¢ tej
metody wg réznych zrédet wynosi od 60 do ponad 90%.
Prezentowana praca analizuje wptyw zréznicowania raka
ocenianego wg skali Gleasona oraz wartosci stezenia swo-
istego antygenu sterczowego (PSA) w surowicy na doktad-
nos¢ wynikéw badania dynamicznego MR gruczotu kro-
kowego w zakresie diagnostyki przekraczania torebki
stercza i naciekania pecherzykéw nasiennych.

Materiat i metody: Materiat obejmuje 64 chorych na
raka stercza przed kwalifikacja do leczenia operacyjnego.
Z badania wytaczono chorych, u ktérych badanie MR
wykonano po radioterapii lub w trakcie hormonoterapii
raka stercza. Badania MR przeprowadzono od stycznia
2006 r. do konca grudnia 2009 r. wtacznie. Do badania
wiaczono 64 chorych w wieku 49-87 lat (mediana 67 lat).

Badania prowadzono aparatem firmy Simens, typ Sym-
phony o indukcji 1,5 T. Wykorzystano cewki powierzch-
niowe stosowane podczas obrazowania narzadéw mied-
nicy. Nie analizowano badan z uzyciem cewki
doodbytnicze]. Obszar objety badaniem z kontrastem byt
ograniczony do gruczotu krokowego, pecherzykéw nasien-
nych i narzadéw sasiadujacych. Badanie MR zostato wyko-
nane przed kwalifikacja do leczenia operacyjnego. Wyni-
ki badania MR zweryfikowano na podstawie badania
histopatologicznego wykonanego po radykalnej prosta-
tektomii.

Wyniki: Stopien zréznicowania raka stercza oceniano
na podstawie wynikéw opisu obrazu mikroskopowego
preparatéw pochodzacych z badania histopatologiczne-
go preparatéw gruczotu krokowego, uzyskanych po ope-
racyjnym wycieciu stercza. W grupie chorych, u ktérych
badanie dynamiczne nie wykazato ognisk raka w gruczo-
le krokowym lub pokazato nizszy niz rzeczywisty obraz
zaawansowania nowotworu, stopien zréznicowania raka
wynosit od 4 do 6. Stopien ztosliwosci raka, okreslony
w skali Gleasona, nie miat istotnego wptywu na zgodnosé
wynikéw badania dynamicznego z rozpoznaniem histo-
patologicznym. W grupie chorych, u ktérych maksymal-
ne stezenie PSA w surowicy byto mniejsze od 10 nmol/|,

wyniki btednie oceniajace zaawansowanie raka gruczotu
krokowego uzyskano u 26,3% chorych, a wsréd chorych
z maksymalnym stezeniem PSA wiekszym od 10 nmol/!
réznice pomiedzy rozpoznaniem histopatologicznym
i badaniem dynamicznym dotyczyty jedynie 6,3% bada-
nych. Doktadnos¢ badania dynamicznego w identyfikacji
zajecia torebki stercza wynosita dla chorych o stezeniu
PSA w surowicy 10 ng/ml lub mniej 83,7%, a dla stezenia
PSA wiekszego od 10 ng/ml 94,4% (p = 0,04). Dla doktad-
nosci badania MR w ocenie nacieku pecherzykéw nasien-
nych nie wykazano istotnej zaleznosci od stezenia PSA.

Whioski: Dynamiczne badanie MR pozwala na doktad-
ng ocene stopnia zaawansowania raka stercza. Stopien
ztosliwosci raka oceniany w skali Gleasona pozostaje bez
wptywu na doktadnos¢ diagnostyki stopnia zaawanso-
wania raka stercza w badaniach MR. Rozpoznanie prze-
kraczania torebki stercza w badaniu MR jest bardziej pre-
cyzyjne u chorych z duzym stezeniem PSA.

Impact of the differentiation of cancer and
concentration of PSA on the accuracy of
dynamic MR in the diagnosis of prostate
cancer staging

Background: Magnetic resonance (MR) with the
dynamic application of contrast is a diagnostic test that
is able to determine the precise stage of prostate cancer.
The accuracy of the method according to various sources
ranges from 60% to over 90%. The presented work
examines the impact of the degree of differentiation of
cancer in Gleason grading and concentration of prostate
specific antigen (PSA) in serum on the accuracy of the
results of the dynamic MR test of the prostate in the
diagnosis of prostate extra-capsular extension and
seminal vesicles infiltration.

Material and methods: The material included
64 patients with prostate cancer prior to qualification for
surgical treatment. The study excluded patients in whom
MR examination was performed after radiotherapy or
during hormonal therapy of prostate cancer. MR
examination was conducted from January 2006 to the end
of December 2009. The study included patients aged from
49 to 87 years (median 67 years).

The study was conducted using a scanner (Siemens
Symphony) of induction 1.5 T. We used surface coils during
pelvic imaging. No studies were analysed using a rectal
coil. The examination area with contrast media was
limited to the prostate, seminal vesicles and adjacent
organs. MR imaging results were verified on the basis of
histopathological examination performed after radical
prostatectomy.

Results: Degree of diversity of prostate cancer was
evaluated on the basis of the description of the microscopic
image from the preparation of the histopathological
examination of the prostate, obtained after operative
resection of the prostate. In the group of patients with a
dynamic test that showed no outbreaks of cancer in the
prostate gland or showed less than a true picture of
tumour progress, degree of differentiation of cancer ranged
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from 4 to 6. Grade of malignancy of cancer, in Gleason
grading, had no significant effect on the compliance of
dynamic test results with the histopathological diagnosis.
In the group of patients whose maximum serum PSA was
less than 10 nmol/|, results incorrectly assessing advanced
prostate cancer were achieved in 26.3% of patients, and
among patients with a maximum concentration of PSA
above 10 nmol/|, a difference between histopathological
diagnosis and the dynamic test concerned only 6.3% of
patients. The accuracy of the dynamic test in the
identification of infiltration of the prostate capsule for
patients with serum PSA concentrations of 10 ng/ml or
less was 83.7% and for PSA above 10 ng/ml was 94.4% (p
= 0.04). For the accuracy of MR examination of seminal
vesicles there was not found a statistically significant
dependence on PSA level.

Conclusions: Dynamic MR test allows for accurate
assessment of the progress of prostate cancer. The degree
of malignancy of cancer in Gleason grading does not affect
the accuracy of the diagnosis of prostate cancer stage in the
clinical MR test. Concentrations of PSA above 10 nmol/ml
suggest a major possibility of identification of infiltration of
the extra-capsular extension in dynamic MR imaging.

(2]

Duze stezenie TGF-f w surowicy
zwigzane jest z wiekszym ryzykiem
wystapienia anemii w trakcie choroby
nowotworowe;j

Dawid Lipski, Ewa Leporowska, Andrzej Mackiewicz,
Dariusz W. Kowalczyk

Zaktad Diagnostyki i Immunologii Nowotwordw,
Wielkopolskie Centrum Onkologii w Poznaniu
Katedra Biotechnologii Medycznej,

Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu

Wstep: Anemia jest czesto wystepujacym powiktaniem
choroby nowotworowej, dotykajacym ok. 50% chorych.
Moze ona by¢ nastepstwem obecnosci nowotworu (tzw.
anemia towarzyszaca nowotworom) i/lub rozwija¢ sie pod
wptywem stosowanych metod terapeutycznych. Jednym
z czynnikdéw silnie hamujacych erytropoeze jest TGF-§,
ktéry produkowany jest przez wszystkie komaérki nowo-
tworowe.

Cel pracy: Analiza zaleznosci miedzy stezeniem TGF-
w surowicy a ryzykiem wystapienia anemii w trakcie cho-
roby nowotworowej.

Materiat i metody: Badaniem objeto 43 chorych
w momencie rozpoznania choroby nowotworowej. Steze-
nie hemoglobiny oceniono, uzywajac analizatora hema-
tologicznego Cell Dyn 3700 (Abbott), a stezenie TGF-B
w surowicy metoda ELISA (R & D Systems). Wartosci referen-
cyjne hemoglobiny: M: 7-10,20 mmol/l; K: 7,45-9,30 mmol/l.
W zaleznosci od stezenia TGF-B chorych podzielono na
trzy grupy, po czym w kazdej z grup oceniono czestos¢
wystepowania anemii (zob. tabela).

Grupa TGFp1 Chorzy Srednie

[pg/ml] z anemig stezenie Hb

u chorych
z anemig [mmol/1]

A 42,270-65,100 60% 5,85
n=10 n=6 (4,79-7,26)
B 24,060-41,400 35% 6,98
n=23 n=8 (6,14-7,57)
C 14,250-23,790 20% 7,01
n=10 n=2 (6,95-7,07)

Whiosek: Chorzy z duzym stezeniem TGF3 s3 obarczeni
wiekszym ryzykiem pojawienia sig anemii. Co wiecej, poziom
anemii skorelowany jest ze stezeniem TGF-B w surowicy.

High TGF-B level in serum correlates with
increased risk of anemia during neoplastic
disease

Background: Anaemia is a serious problem in cancer
patients. It is very important to find mechanisms underly-
ing it and new potential strategies to overcome it. We show
that elevated concentrations of TGF-B1 correlate with the
occurrence of anaemia. TGF-B inhibition could help cure
the anaemia, if the causative nature (not only the correla-
tion) of TGFB1 was proved. As many researchers hold that
TGF-B inhibition can be advantageous to the treatment of
cancer, antagonists of TGF-B can potentially help fight the
cancer and anaemia together.

Material and methods: 43 patients with a variety of can-
cers were investigated. Blood samples were collected from
the patients before any treatment. Haemoglobin concen-
tration in blood was assessed by the haematological analyser
Cell Dyn 3700 (Abbott, USA). Reference values of haemo-
globin were for males 7.60-10.20 mmol/|, females 7.45-9.30
mmol/l. TGF1 concentration in blood serum was analysed
using Human TGFB1 ELISA Kit (R & D Systems, USA).

Results: Patients were subdivided into three groups
depending on the TGF-B1 concentration. Thresholds were
42,000 pg/ml and 24,000 pg/ml. The percentage of
patients with anaemia in each group was established and
mean value of Hb concentration was calculated. Results
are shown in the table below.

Group TGF1 Patients Mean Hb
[pg/ml] with valuein patients
anemia with anemia
[mmol/L]

A 42.270-65.100 60% 5.85

n=10 n==6 (4.79-7.26)
B 24.060-41.400 35% 6.98

n=23 n=8 (6.14-7.57)
C 14.250-23.790 20% 7.01

n=10 n=2 (6.95-7.07)

Conclusion: Cancer patients with elevated TGF1 con-
centrations show higher risk of developing anaemia. Fur-
thermore, the degree of anaemia is correlated with the
level of TGFB1in serum.
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Rola poszerzonego badania histologicznego
W ocenie wznowy miejscowej nowotworéw
dna jamy ustnej i jezyka

Bartosz Szybiak', Magdalena Kordylewska’,

Jakub Pazdrowski, Piotr Pierikowski, Anna Wegner’,
Wojciech Golusinski

10ddziat Chirurgii Gtowy i Szyi i Onkologii Laryngologicznej,
Wielkopolskie Centrum Onkologii w Poznaniu
2Wielkopolskie Centrum Onkologii w Poznaniu

Wstep: Sposrod nowotworéw jamy ustnej nowotwory
jezyka stanowig 40%. Zachorowalnos¢ na nowotwory zto-
Sliwe jezyka i dna jamy ustnej wzrasta i wg National Can-
cer Institute w 2006 r. wyniosta odpowiednio dla jezyka
2,9 idla dnajamy ustnej 0,5 na 100 tys. Wéréd mezczyzn
raki jezyka wystepuja czesciej (4,2 na 100 tys.) niz wsrod
kobiet (1,7 na 100 tys.). Zwigzane jest to ze stylem zycia,
naduzywaniem alkoholu i tytoniu oraz infekcja HPV.

Cel pracy: Odpowiedz na pytanie, dlaczego pomimo
radykalnosci leczenia chirurgicznego skojarzonego
z leczeniem radiochemioterapeutycznym w tak duzym
odsetku przypadkéw wystepuja wznowy miejscowe raka
jezyka i dna jamy ustnej.

Materiat i metody: Badaniem objeto grupe 56 chorych
na raka jezyka i dna jamy ustnej leczonych chirurgicznie
na Oddziale Chirurgii Gtowy i Szyi i Onkologii Laryngolo-
gicznej Wielkopolskiego Centrum Onkologii w Poznaniu
w latach 2007-2009. W okreSleniu stopnia zaawansowa-
nia klinicznego nowotworu postuzono sie, obok badania
przedmiotowego, badaniem obrazowym: USG przezskor-
nym i endooralnym, tomografig komputerowa oraz rezo-
nansem magnetycznym. U 9 chorych, u ktérych wystapi-
ta wznowa miejscowa, wykonano poszerzone badanie
histologiczne, na podstawie materiatu pooperacyjnego
zgromadzonego w Zaktadzie Patologii Wielkopolskiego
Centrum Onkologii w postaci bloczkéw parafinowych oraz
preparatow rutynowo barwionych (H + E). Histologicznie
preparaty oceniano na podstawie wytycznych konsensu-
su patologéw brytyjskich. Zwracano uwage gtéwnie na
naciekanie naczyn, nerwéw i miesni.

Wyniki: W grupie 9 chorych, u ktérych wystapita wzno-
wa miejscowa, przewazali mezczyzni (78%). W 5 przy-
padkach rozpoznano raka ptaskonabonkowego rogowa-
ciejacego G2, a w 3 G3. Raka ptaskonabonkowego
nierogowaciejacego G3 stwierdzono natomiast w 1 przy-
padku. U 5 chorych (56%) w guzach pierwotnych zazna-
czata sie histologiczna agresywnos¢ wyrazona nacieka-
niem naczyn, nerwow i miesni. W 2 przypadkach (22%)
rak naciekat zaréwno naczynia, jak i nerwy i miesnie,
aw 2 przypadkach (22%) tylko jedna z ocenianych struk-
tur. Klasyfikacje TNM zastosowano zaréwno w celu oceny
zaawansowania zmiany pierwotnej, jak i wznowy. Stopien
zaawansowania nowotworowego guza pierwotnego
w 7 przypadkach oceniano jako T2. Patologiczne powiek-
szenie weztow chtonnych towarzyszace zmianie pier-
wotnej stwierdzono u 8 pacjentéw. Badanie histologicz-
ne potwierdzito przerzuty do weztéw chtonnych szyi
w 5 przypadkach (N1 w 3, a N2 w 2 przypadkach). Stopien

zaawansowania nowotworowego wznowy guza — T4
stwierdzono w 6 przypadkach. Tak wysokie zaawanso-
wanie wznowy miejscowej w przypadku niektérych
pacjentéw wynikato z braku regularnych wizyt kontrol-
nych. W 7 przypadkach wznowie miejscowej towarzyszy-
ty zmienione przerzutowo wezty chtonne na szyi. Zaawan-
sowanie N1 odnotowano w 1, N2 w 2, N3 w 1, a Nx
w 3 przypadkach. Przerzuty do narzadow odlegtych (ptu-
ca, kosci) wspétistniejace z wznowa miejscowa wystapi-
ty w 2 przypadkach. Sredni czas, po jakim obserwowano
wznowe miejscowa, wynosit 8 miesiecy (od 2 do 14 mie-
siecy). W badaniu histologicznym wznowy miejscowej
stwierdzono raka ptaskonabonkowego rogowaciejgcego
G2 w 3, a G3 w 1 przypadku. Raka ptaskonabonkowego
nierogowaciejacego G3 odnotowano natomiast w 2 przy-
padkach. U 2 chorych ze wzgledu na skapy materiat
biopsyjny ustalono rozpoznanie histologiczne: rak pta-
skonabtonkowy, a w 1 przypadku rozpoznano raka ptasko-
nabtonkowego G1.

Whioski: Dynamika rozwoju choroby nowotworowe;]
w znacznej mierze zalezy od cech histologicznych. Szcze-
gotowe badanie histologiczne, uwzgledniajace ocene
naciekania nerwow, naczyn i miesni, pozwala na ocene
ryzyka wystapienia wznowy miejscowej, co moze miec
decydujacy wptyw na wybdr leczenia uzupetniajacego.

[4]

Weryfikacja przydatnosci oceny ekspresji
gendw HPN i MTA do prognozowania
odpowiedzi na radioterapie

Ewa Matusecka’, Michat Jarzqb?,

Matgorzata Kowalska’?, Anna Fiszer-Kierzkowska',
Marzena Gawkowska-Suwinska’,

Justyna Rembak-Szynkiewicz’,

Barbara Bobek-Billewicz’, Barbara Jarzqb’,
Bogustaw Maciejewski’

1Zaktad Radioterapii, Centrum Onkologii

— Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie, Oddziat w Gliwicach
2Klinika Onkologii Klinicznej i Doswiadczalnej,

Centrum Onkologii — Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie,
Oddziat w Gliwicach

3Zaktad Medycyny Nuklearnej i Endokrynologii Onkologicznej,
Centrum Onkologii — Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie,
Oddziat w Gliwicach

41 Klinika Radioterapii, Centrum Onkologii

— Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie, Oddziat w Gliwicach
5Zaktad Radiodiagnostyki, Centrum Onkologii

— Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie, Oddziat w Gliwicach

Wstep: Badane biatka zwigzane s3 z przerzutowaniem
i progresja nowotworu. U chorych operowanych z powo-
du raka gruczotu krokowego ekspresja tych gendw wigze
sie z niekorzystnym rokowaniem, nie ma natomiast wery-
fikacji ich znaczenia w radioterapii.

Cel pracy: Ocena ekspresji na poziomie RNA i biatka
genow HPN i MTA i ich znaczenia w leczeniu promieniami.

Materiat i metody: Ekspresje gendw kodujacych hep-
syne oraz biatko MTA (ilosciowy PCR) oraz biatka HPN
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i MTA (immunohistochemia) oceniono w materiale
biopsyjnym. Bioptat zostat pobrany w czasie rutynowo
wykonywanej biopsji diagnostycznej. Analizie poddano
32 bioptaty pochodzace od pacjentéw, u ktérych nie zdia-
gnozowano raka, oraz 33 bioptaty pochodzace od chorych,
u ktérych rozpoznano raka.

Wyniki: Ekspresja genu kodujgcego hepsyne byta sta-
tystycznie (p < 0,001) nizsza w tagodnym przeroscie pro-
staty niz w raku. Immunohistochemicznie oceniane
biatko hepsyna wykazywato lokalizacje jadrowa
i cytoplazmatyczng o takim samym nasileniu w komor-
kach gruczotowych i w komaérkach podstawnych cewek.
Pozytywna reakcja immunohistochemiczna nie wystepo-
wata nigdy w komérkach podscieliska. Ekspresja genu MTA
nie réznita sie statystycznie (p = 0,06) w obu grupach.
Biatko MTA wykazywato lokalizacje jadrowa. Reakcja
immunohistochemiczna wystepowata wytacznie w komor-
kach gruczotowych cewek i w komérkach podscieliska,
nigdy zas w komérkach podstawnych. Ekspresja badanych
gendw nie byta zwiazana z odpowiedzig na leczenie pro-
mieniami.

Whioski: Jakkolwiek ekspresja genu HPN réznita sie sta-
tystycznie miedzy grupa z tagodnym przerostem gruczo-
tu a grupa z nowotworem ztosliwym, to jej ekspresja nie
jest czynnikiem predykcyjnym w grupie chorych leczonych
promieniami.

Background: HPN and MTA are proteins connected with
metastasis and disease progression. Expression of HPN
and MTA proteins is a known unfavourable predictive
factor for radical prostatectomy treated patients. There is
no verification of their utility for radiotherapy treatment.

Aim of the study: Our goal was HPN and MTA
expression testing (RNA and protein level) and assessment
of their predictive utility for radiotherapy treatment.

Material and methods: Expression of HPN and MTA was
assessed by quantitative PCR and immunohistochemistry
in biopsy material. A biopsy specimen was taken during
routine diagnostic biopsy. Thirty-two benign and 33
cancerous specimens were analysed.

Results: Gene expression coding for hepsin was
statistically lower (p < 0.001) in benign than cancerous
specimens. By immunohistochemistry hepsin was localized
in cell nuclei and cytoplasm. An immunohistochemical
reaction, with the same intensity, was visualized in acinar
and basal cells, but never in stoma. There was no difference
in MTA gene expression between groups (p = 0.06). MTA
protein was localized in cell nuclei of acinar and stromal
cells. An immunohistochemical reaction was never observed
in basal cells. Expression of analysed genes/proteins was
not connected with radiotherapy treatment.

Conclusions: Although HPN gene expression was
statistically higher in the malignant group it seems that
its expression is not a predictive factor in the group of
radiotherapy patients.

(5]
Ekspresja genu TopBP1 w sporadycznym
i rodzinnym raku piersi

Ewa Forma’, Magdalena Brys', Magdalena Bernaciak’,
Hanna Romanowicz-Makowska?, Wanda M. Krajewska'

IKatedra Cytobiochemii, Uniwersytet tédzki
2Zaktad Patomorfologii Klinicznej, Instytut Centrum Zdrowia
Matki Polki w todzi

Wstep: Biatko TopBPI uczestniczy m.in. w naprawie
DNA i regulacji punktéw kontrolnych cyklu komérkowe-
go. W czasie uszkodzenia DNA biatko TopBP1, oddziatujac
z czynnikiem transkrypcyjnym E2F1, hamuje jego aktyw-
nos¢ transkrypcyjna, co w konsekwencji prowadzi do zaha-
mowania przejscia komorki w faze S oraz procesu apop-
tozy. W strukturze biatka TopBP1 wyrdznia sie 8 domen
BRCT zidentyfikowanych w strukturze biatka BRCAL
Ponadto, biatko TopBPI wykazuje liczne funkcjonalne
podobienstwa z biatkiem BRCA1 i sugeruje sie jego udziat
w rodzinnym raku piersi. Zaburzenia ekspresji genu TopBPI
moga prowadzi¢ do niestabilnosci genetycznej i rozwoju
nowotworu.

Cel pracy: Analiza ekspresji genu TopBPI na poziomie
MRNA w sporadycznym i rodzinnym raku piersi.

Materiat i metody: Materiat do badan stanowity pre-
paraty 64 sporadycznych i 94 rodzinnych rakéw piersi,
otrzymanych z Zaktadu Patomorfologii Klinicznej Centrum
Zdrowia Matki Polki w todzi. Po resekcji preparaty utrwa-
lano w formalinie i zatapiano w parafinie. Catkowity RNA
izolowano z bloczkéw parafinowanych przy uzyciu TRI
Reagentu wg wskazan producenta. cDNA syntetyzowano
w reakcji odwrotnej transkrypcji z wykorzystaniem oli-
go(dT) jako starteréw. llosciowa oceng ekspresji TopBPI
i GAPDH jako genu referencyjnego prowadzono technika
real-time PCR przy uzyciu komercyjnie dostepnych sond
TagMan.

Wyniki: Ekspresja TopBP1 na poziomie mRNA w Sred-
nio i stabo zréznicowanych histologicznie sporadycznych
i rodzinnych rakach piersi okazata sie by¢ nizsza niz w pre-
paratach o wysokim stopniu zréznicowania (p < 0,01).
Poziom mRNA dla TopBPI byt znaczaco nizszy w prepara-
tach sporadycznych rakéw piersi pochodzacych od pacjen-
tek, u ktérych wykryto obecnosci przerzutéw do okolicz-
nych weztéw chtonnych, w poréwnaniu z pozostatymi
(p < 0,01). Nie zaobserwowano istotnych statystycznie
réznic w ekspresji genu TopBP1 w zaleznosci od statusu
receptorow estrogenowych i progesteronowych spora-
dycznych i rodzinnych rakéw piersi.

Whniosek: Otrzymane wyniki sugeruja, ze zmniejszony
poziom ekspresji genu TopBPI wydaje sie zwigzany z pro-
gresja zarobwno sporadycznego, jak i rodzinnego raka
piersi.

Expression of TopBP1 gene in sporadic
and hereditary breast cancer

Background: TopBP1I is involved in DNA repair and reg-
ulation of cell cycle checkpoints. TopBP1 interacts with E2F1
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during DNA damage and can lead to repression of multi-
ple activities of E2F1, including transcriptional activity, induc-
tion of S phase entry, and apoptosis. TopBP1 possesses
eight BRCT, a motif which was first described in BRCA1 pro-
tein. Furthermore, TopBP1 displays functional similarities
with BRCA1 and may play an important role in suscepti-
bility to breast cancer. Aberrant expression of TopBPI may
lead to genetic instability and cancer development.

Aim of the study: In this study we analysed expression
of TopBPI mRNA in sporadic and hereditary breast cancers.

Material and methods: The study group was comprised
of 64 samples of sporadic breast cancer and 94 samples
of hereditary breast cancer. Samples were obtained from
the Department of Clinical Pathomorphology, Polish Moth-
er’s Memorial Hospital, Lodz, Poland. After resection tis-
sue samples were fixed in formalin and embedded in paraf-
fin blocks. Total RNA from the block was isolated using TRI
Reagent according to the manufacturer’s protocol. cDNA
was synthesized in reverse transcription reaction with oli-
go(dT)-adaptor primer. Quantitative evaluation of TopBPI
and GAPDH as reference in real-time PCR was performed
with commercially available TagMan probes.

Results: Expression of TopBPI mRNA level in moderately
and poorly differentiated sporadic and hereditary breast
cancer appeared to be lower than in the case of well dif-
ferentiated tumours (p < 0.01). TopBP1 mRNA level was
significantly lower in sporadic breast cancer from patients
with metastasis in auxiliary lymph nodes compared to
remaining cancer samples (p < 0.01). There were no sta-
tistically significant differences in the mRNA level of the
examined TopBPI gene in the context of oestrogen and
progesterone receptor status of sporadic and hereditary
breast cancers.

Conclusion: The obtained results suggest that
a decreased level of TopBPI mRNA expression seems to
be associated with breast cancer progression both in spo-
radic and hereditary cases.

(6]
CGB i GNRH1 jako markery komoérek raka
krazacych we krwi pacjentow z nowotworami

Anna Jankowska’, Anna Szczerbd’,
Mirostaw Andrusiewicz', Krystyna Adamska’,
Ewa Nowak-MarkwitZ’, Jerzy B. Warchot!

IKatedra i Zaktad Biologii Komérki, Uniwersytet Medyczny
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

20ddziat Radioterapii, Wielkopolskie Centrum Onkologii

w Poznaniu

3Klinika Onkologii Ginekologicznej, Uniwersytet Medyczny
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

Wstep: Uwaza sie, ze obecnos¢ komarek raka kraza-
cych we krwi (CTC) jest istotnym wyznacznikiem rozsie-
wu nowotworu z ogniska pierwotnego. Stwierdzenie ich
obecnosci ma istotne znaczenie prognostyczne zaréwno
w ocenie dynamiki rozwoju nowotworu, wyboru odpo-
wiedniej terapii, monitorowaniu okresu remisji choroby
w trakcie i po zakohczonym leczeniu, jak i ewentualnym

opracowaniu nowych metod terapeutycznych. Wczesniej-
sze badania autoréw wykazaty, ze — podobnie jak szereg
guzow réznego pochodzenia — nowotwory kobiecych narza-
dow ptciowych charakteryzuje zdolnosé syntezy wolnej
podjednostki o ludzkiej gonadotropiny kosmoéwkowej —
CGB. Obserwowanej ekspresji genu CGB w rakach i rozro-
stach endometrium z atypia towarzyszyta aktywnos¢ genu
czynnika uwalniajacego gonadoliberyny typu | (GNRH1).
Cel pracy: Analiza obecnosci CTC we krwi pacjentow z
nowotworami na podstawie ekspresji gendw CGB i GNRHL
Materiat i metody: W badaniach wykorzystano RNA izo-
lowany z krwi 58 pacjentow z nowotworami. Grupe kontro-
Ing stanowit RNA uzyskany z krwi 35 zdrowych wolontariu-
szy. Ekspresje analizowanych genéw badano na drodze
amplifikacji z zastosowaniem matrycy cDNA oraz genowo
specyficznych starteréw metodg PCR w czasie rzeczywistym.
Wyniki: Aktywny gen CGB znaleziono we krwi 18 z 58 pa-
cjentéw z nowotworami. Podwyzszony, wzgledem grupy
kontrolnej, poziom ekspresji GNRH1 stwierdzono u 10 z 28
badanych.
Whioski: Analiza ekspresji genéw CGB i GNRHI tech-
nika RT-PCR w czasie rzeczywistym pozwala na wykrycie
komorek rakowych we krwi pacjentéw z nowotworami.

Badania sfinansowano z grantu MNISW nr: NN 407 109
533.

CGB and GNRH1 as markers of circulating
tumor cells in cancer patients

Background: Circulating tumour cells (CTC) are an
import element in development of metastasis. The detec-
tion of CTC in peripheral blood of cancer patients is used
in risk assessment, tailoring of treatment, monitoring of
response and development of novel therapeutic agents.
Our previous study showed that gynaecological cancer,
like various tumours of different origin, secreted human
chorionic gonadotropin beta subunit. This study shows
that in case of endometrial cancer and atypical hyper-
plasia the presence of CGB correlated with expression of
gonadotropin-releasing hormone GNRHL

Aim of the study was to detect CTC using qRT-PCR
assay for CGB and GNRHI gene expression.

Material and methods: RNA isolated from 58 samples
of peripheral blood of cancer patients and from 35 healthy
donors was used for cDNA synthesis followed by real time
amplification of analysed genes.

Results: The expression of CGB was demonstrated in
blood of 18 out of 58 cancer patients. The activity of
GNRHI in 10 out of 28 patients was found to be higher
than in the control group.

Conclusions: The expression of CGB and GNRHI
analysed by quantitative RT-PCR can be used as a method
to identify CTC in peripheral blood of cancer patients.

The research was supported by MNISW grant: NN
407109 533.
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Ocena wybranych parametréow
charakteryzujacych mikrokrazenie
przy uzyciu rezonansu magnetycznego

Mieczystawa Jurczyk

Katedra Zdrowia Matki i Dziecka, Uniwersytet Medyczny
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

Wstep: Ilosciowe okreslenie stanu obwodowej sieci
naczyniowej tkanek i narzgdoéw jest metodg czesto sto-
sowana w diagnostyce histoonkologicznej, jako niezalez-
ny czynnik rokowniczy o coraz bardziej ustalonej warto-
Sci diagnostycznej. Angiogeneza okresla zjawisko rozrostu
sieci naczyn krwionosnych obserwowane m.in. w tkan-
kach nowotworéw ztosliwych. Dotyczy ono najmniejszych
naczyn krwionosnych o srednicach rzedu kilkunastu do
kilkuset um. Wewnatrz ich $wiatta naczynia te sg wysta-
ne komaorkami nabtonkowymi, ktérych rozrost uwaza sie
za wyktadnik morfologiczny angiogenezy. Badania te opi-
sano w licznych doniesieniach. Tréjwymiarowa struktura
sieci mikrokrazenia w nowotworach ztosliwych wskazu-
je, ze jest ona w duzej czesci niewydolna z reologicznego
punktu widzenia. Prawidtowa funkcja naczyn mikrokra-
zenia zapewnia wymiane dyfuzyjng gazéw i metabolitow
miedzy krwig a wodna przestrzenig pozanaczyniowa oraz
sprawna regulacje hormonalng i termiczna. Mikrokraze-
nie jest miejscem najwczesniejszej manifestacji schorzen
uktadu sercowo-naczyniowego, szczegoélnie tych z proce-
sem zapalnym.

Cel pracy: Wyznaczenie niektdrych parametréw opi-
sujacych wiasciwosci reologiczne krwi i osocza badanych
pacjentow za pomoca techniki rejestracji widma rezo-
nansu magnetycznego.

Materiat i metody: Badano zmiany mikrolepkosci krwi
przy uzyciu techniki rejestracji widma wysokiej zdolnosci
rozdzielczej dla 31-P NMR oraz techniki EPR ze znaczni-
kiem spinowym TEMPO. Oceniano procesy dyfuzji zacho-
dzace przez btone komérkowa badanego erytrocytu.

Wyniki: Analiza widma wysokiej zdolnosci rozdzielcze]
31-P NMR oraz widma EPR pozwala na uzyskanie wyni-
kow okreslajacych koncentracje hemoglobiny w komér-
ce, ocene pH oraz proceséw dyfuzyjnych zachodzacych
przez btone komérkowa. Osmotycznie indukowane nie-
trwate zmiany objetosci byty mierzone przy uzyciu znacz-
nika spinowego TEMPO.

Whnioski: Okazuje sie, ze u chorych na anemie docho-
dzi do zaburzen odksztatcalnosci erytrocytéw, co jest przy-
czyna zwiekszonej lepkosci. Rowniez komarki srodbton-
ka przyczyniaja sie do pomniejszenia lepkosci krwi przez
wytwarzanie tlenku azotu i prostacykliny, zapobiegajac

agregacji ptytek krwi.

Evaluation of selected parameters
of microcirculation by magnetic resonance

Background: Angiogenesis is a physiological process
involving the growth of new blood vessels, although it is

a fundamental state in the transition of tumours from a
dormant state to a malignant one. It relates to the small-
est circulatory vessels with a diameter in um. The inside
of those vessels is covered by epithelial cells, which are
considered as a morphological indicator of angiogenesis.
Three-dimensional structure of the microcirculatory net-
work in malignant tumours shows that it is in major part
rheologically insufficient. Proper function of the microcir-
culatory vessels enables the diffusion exchange of gas
and metabolites between blood and aqueous extracellu-
lar space and sufficient hormonal and thermal regulation.
Microcirculation is the place of the earliest manifestation
of diseases of the cardiovascular system, in particular
those with an inflammatory process.

Aim of the study was to evaluate certain parameters
describing the rheological blood and plasma properties by
the technique of registration of the magnetic resonance
spectrum.

Material and methods: Changes in microviscosity were
examined by the technique of registration of the high-res-
olution magnetic resonance spectrum of 31-P NMR and
EPR technique with spin label TEMPO. Moreover the dif-
fusion process through the cellular membrane of the ery-
throcyte was observed.

Results: The analysis of the high-resolution spectra of
31-P NMR and EPR enabled us to obtain results describ-
ing the concentration of haemoglobin in the cell, and to
evaluate the pH and the diffusion process occurring
though the membrane. Osmotically induced, unstable vol-
umetric changes were measured using spin label TEMPO.

Conclusions: In patients with anaemia, we observe
a disorder in the deflection of erythrocytes, which results
in higher viscosity. The endothelial cells also contribute to
the reduction of blood viscosity through the production
of nitrogen oxides and prostaglandins, which prevent the
aggregation of platelets.

(8]

Przydatnos¢ kliniczna oznaczania
urokinazowego aktywatora plazminogenu
(uPA) u kobiet chorych na raka piersi

Anna Thielemann, Zygmunt Kopczyriski,
Aldona Korzeniewska, Aleksandra Baszczuk,
Sylwia Grodecka-Gazdecka

Katedra i Zaktad Diagnostyki Laboratoryjnej,
Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

Wstep: System aktywacji plazminogenu odgrywa waz-
na role w procesie przerzutowania. Aktywatory plazmi-
nogenu uwolnione z komérek nowotworowych katalizu-
ja proteolityczna konwersje nieaktywnego plazminogenu
do aktywnej plazminy. Plazmina wywotuje degradacje bia-
tek btony podstawnej i macierzy pozakomérkowej, co uta-
twia inwazje komorek rakowych do otaczajgcych tkanek
i narzadow.

Cel pracy: Ocena aktywnosci urokinazowego aktywa-
tora plazminogenu (uPA) w surowicy kobiet chorych na
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raka gruczotu piersiowego. W ocenie tej uwzgledniono
takie czynniki rokownicze, jak: wiek badanych kobiet,
zaawansowanie kliniczne choroby, stopien ztosliwosci
histologicznej, stan weztéw chtonnych pachowych oraz
wielkos¢ guza pierwotnego.

Materiat i metody: Badaniem objeto 103 chore na pier-
wotnego raka gruczotu piersiowego, leczone na Oddziale
Chirurgii Onkologicznej Katedry Uniwersytetu Medycz-
nego w Poznaniu. Grupe kontrolng stanowity surowice
40 zdrowych kobiet w przedziale wiekowym 2475 lat
(Srednia wieku 47 lat). Oznaczania aktywnosci urokina-
zowego aktywatora plazminogenu dokonano w surowicy
przy uzyciu zestawu uPA Activity Assay Kit firmy CHEMICON.

Wyniki: Wyniki badan wykazaty istotnie wyzsze war-
tosci aktywnosci uPA u kobiet chorych na raka gruczotu
piersiowego w poréwnaniu z wartosciami w grupie kon-
trolnej. Wraz ze wzrostem stopnia zaawansowania kli-
nicznego choroby wzrastata istotnie aktywnos¢ uPA. Zna-
miennie wyzsza aktywnos¢ urokinazowego aktywatora
plazminogenu obserwowano takze w grupie kobiet cho-
rych na raka piersi z przerzutami i bez przerzutéw do
weztow chtonnych. Wyniki badah wykazaty réznice sta-
tystycznie istotng pomiedzy aktywnoscig uPA w grupie
kobiet o wielkosci guza 20-50 mm, a z wielkoscig powy-
zej 50 mm.

Whnioski: Uzyskane wyniki badan wskazujg na przy-
datnosé oznaczania aktywatora plazminogenu typu uro-
kinazowego w ocenie stanu klinicznego u kobiet chorych
na raka piersi. Niezbedne sg dalsze badania w celu okre-
Slenia zwigzku systemu aktywacji plazminogenu w pro-
cesie powstawania przerzutéw nowotworowych oraz okre-
Slenia klinicznych korzysci wynikajacych z oceny
aktywnosci innych jego sktadnikéw.

The clinical value of assessment of urokinase
plasminogen activator (uPA) in female
breast cancer patients

Background: The plasminogen activation system plays
an important role in metastasis. Plasminogen activators
released from cancer cells catalyze the proteolytic con-
version of the inactive plasminogen to the active plasmin.
The plasmin causes the degradation of proteins in base-
ment membranes and extracellular matrix and thus facil-
itates cancer cell invasion of the surrounding tissue.

The aim of the study was the determination of uroki-
nase plasminogen activator (UPA) in serum of women with
primary breast cancer. The following prognostic factors
were taken into account for the evaluation: age of exam-
ined women, stage of clinical progression of disease, sta-
tus of axillary lymph nodes and size of tumour.

Material and methods: 103 women, suffering from pri-
mary breast cancer and surgically not treated, aged from
29 to 89 years (average age 56), took part in this research.
These women have been placed and treated in the Onco-
logical Surgery Department, Poznan University of Med-
ical Sciences. Forty healthy women aged from 27 to 75
(average age 47) formed a control group. Detection of
activity of urokinase plasminogen activator has been con-

ducted in serum by the colorimetric method and using
the uPA Activity Assay Kit purchased from CHEMICON
company.

Results: The results of the study suggested that the
activity of urokinase plasminogen activator in serum of
women with breast cancer was significantly higher than
that in serum of the control group. The higher stage of dis-
ease clinical progression was in patients in whom higher
values of uPA activity were observed. What is more, high-
er UPA activity was noted in the group suffering from
breast cancer with metastases to the lymph nodes than
in the group of women without metastases. The analysis
of the outcomes proves a statistical difference between
UPA activity in women suffering from breast cancer with
primary tumour of a diameter from 20 to 50 mm and
above 50 mm.

Conclusions: The obtained results indicate that the
detection of activity of uPA plays a significant role in eval-
uation of clinical state of disease.

[9]
Liczba naczyn limfatycznych w guzie
u kobiet chorych na raka szyjki macicy

Marta Biedka*’, Roman Makarewicz’,
Andrzej Marszatek’, Jan Sir*

IKatedra i Klinka Onkologii i Brachyterapii, Collegium
Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet
Mikotaja Kopernika w Toruniu

20ddziat Radioterapii 1, Centrum Onkologii im. F. tukaszczyka
w Bydgoszczy

3Katedra i Zaktad Patomorfologii Klinicznej, Collegium
Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet
Mikotaja Kopernika w Toruniu

4Prywatna praktyka lekarska

Wstep: Angiogeneza to proces tworzenia sie nowych
naczyn na bazie juz istniejgcych kapilar. Ma ona decydu-
jacy wptyw na wzrost guza, progresje oraz powstawanie
przerzutdw odlegtych. Rola limfoangiogenezy nie zostata
do konca poznana, angiogeneza i limfoangiogeneza praw-
dopodobnie odgrywaja inna role w rozwoju choroby nowo-
tworowej i progresji. Rak szyjki macicy jest jednym z naj-
czestszych nowotworéw wsréd kobiet. Udowodnionymi
czynnikami prognostycznymi sg stopiefl zaawansowania,
stan regionalnych weztéw chtonnych, typ histologiczny
nowotworu i stezenie hemoglobiny. Do tej pory mato wia-
domo o wartosci prognostycznej i/lub predykcyjnej pro-
ceséw limfoangiogenezy w raku szyjki macicy.

Cel badania: Celem tego prospektywnego badania byta
ocena liczby naczyn limfatycznych (LMVD) w raku szyjki
macicy i ocena korelacji z innymi czynnikami kliniczno-
patologicznymi.

Materiat i metody: Materiat do badania stanowit wyci-
nek histopatologiczny pobrany podczas pierwszego zabie-
gu brachyterapii od 34 kobiet z rakiem szyjki macicy
w stopniu zaawansowania choroby -V wg FIGO. Wszystkie
kobiety byty pacjentkami Katedry i Kliniki Onkologii i Bra-
chyterapii Collegium Medicum w Bydgoszczy UMK w Toru-
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niu. Oznaczanie naczyn limfatycznych (LMVD) wykonano
za pomoca metod immunohistochemicznych, stosujac
przeciwciato skierowane przeciwko podoplaninie. Ozna-
czanie odbywato sie zgodnie z zaleceniami Weidnera.
W mikroskopie $wietlnym pod matym powiekszeniem poszu-
kiwano obszaréw o duzej gestosci naczyn limfatycznych
zwanych hot spots, nastepnie pod duzym powiekszeniem
zliczano naczynia limfatyczne w 3 obszarach hot spots.
Analiza statystyczna: Wszystkie dane oceniono za
pomoca programu do analizy statystycznej (Statistica 6.0).
Wyniki istotne statystycznie uznawano dla P < 0,05.
Wyniki: Odnotowano wieksza liczbe naczyn limfatycz-
nych (LMVD) w guzie u pacjentek ze stopniem zréznicowa-
nia nowotworu G1, G2 w poréwnaniu z pacjentkami z cecha
G3, gdzie liczba naczyn byta nizsza p = 0,0398 (ryc. 1) Ponad-
to, nie stwierdzono statystycznie istotnej korelacji pomie-
dzy liczbg naczyn limfatycznych a innymi czynnikami kli-
niczno-patologicznymi, takimi jak wielkos¢ guza, status
weztéw chtonnych, stezenie hemoglobiny czy wiek (ryc. 2.).
Nie wykazano, aby liczba naczyn limfatycznych miata war-
tos¢ predykcyjna, w wieloczynnikowej analizie Coksa tylko
stopien zaawansowania wg FIGO byt niezaleznym czynni-
kiem prognostycznym u chorych na raka szyjki macicy.

20

p=0,039

18

16

14

12

10

LMVD

G1-G2 G3
Cecha G
Ryc. 1. Poréwnanie liczby naczyn limfatycznych (LMVD) w gru-
pie chorych ze stopniem zr6znicowania nowotworu G1, G2 vs
stopniem zréznicowania nowotworu G3

biezacy efekt: F(3, 30) = 0,62271, p = 0,60586
R =0,2421
Pionowe stupki oznaczaja 0,95 przedziatu ufnosci
18 T T T T

LMVD

[ I Il \%
FIGO
Ryc. 2. Liczba naczyh limfatycznych (LMVD) w zaleznosci od stop-
nia zaawansowania choroby wg FIGO u chorych z rakiem szyjki
macicy

Whioski: Liczba naczyn krwionoénych w guzie moze
odgrywac wazna role we wzroscie guza i progresji raka szyj-
ki macicy. Nalezy jednak przeprowadzi¢ badania na duzych
grupach celem ustalenia potencjalnej wartosci predykcyj-

nej i lub prognostycznej limfatycznych naczyn w guzie.

Lymphatic vessel density (LMVD) in tumour
in patients with cervical cancer

Background: Angiogenesis, which is the formation of
a new blood vessel from the existing vascular network, is
essential for tumour growth, progression and metastasis.
However, the role of lymphangiogenesis is not fully under-
stand, and angiogenesis and lymphangiogenesis proba-
bly can play different roles in cancer development and pro-
gression. It is tempting to suggest that cervical cancer is
one of the most common malignancies in a woman’s life.
Its prognostic factors are: tumour stage, lymph node sta-
tus, histological type, and level of haemoglobin. Howev-
er, little is known about the prognostic and/or predictive
significance of lymphangiogenesis in cervical cancer.

The aim of the study was to evaluate the potential use
of lymphatic vessel density as a predictive and/or prog-
nostic factor in patients with cervical cancer.

Material and methods: Material for analysis comprised
histopathological samples taken during the first
brachytherapy from 34 patients affected by FIGO I-IV stage
cervical cancer, who were admitted to the Department of
Oncology and Brachytherapy, Collegium Medicum in Byd-
goszcz, Nicolaus Copernicus University. All patients in
stage I-Ila underwent preoperative brachytherapy and
radical hysterectomy. All other patients received primary
irradiation. The samples were examined by immunohis-
tochemical studies with podoplanin antibody. Counting of
lymphatic vessel density was performed according to Wei-
dner’s standards. Immunostained sections were scanned
by light microscopy at low magnification and area of tis-
sue with the highest number of lymphatic vessels were
selected as hot spots. Lymphatic vessel density (LMVD)
was determined by counting, using a high magnification,
in 3 different hot spots.

Statistical analysis: All data were assessed with the
statistical analysis program Statistica. Differences were
considered significant at a P value of less than 0.05.

Results: We found significantly higher lymphatic vessel
density in patients with G1 or G2 grade of differentiation
than in those with G3 (p = 0.0398). There were no signifi-
cant associations between lymphatic vessel density (LMVD)
and other clinicopathological characteristics including:
tumour stage, lymph node status, haemoglobin level or age.
We did not find a statistically significant association
between LMVD and response to treatment. Multivariate
Cox regression showed that only FIGO stage is an inde-
pendent prognostic factor for patients with cervical cancer.

Conclusions: In conclusion, our study suggested that
lymphatic vessel density (LMVD) may play an important
role in tumour growth and progression in cervical cancer.
Nonetheless, further studies with large cohorts would be
necessary to explore the underlying mechanism and to
define the role of LMVD as a predictive and/or prognos-
tic factor.
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Lekoopornos¢ wybranych szczepow
Enterobacteriaceae spp. izolowanych

od chorych hospitalizowanych

i ambulatoryjnych z bakteriurig znamienng
Zefiryn Cybulski

Wielkopolskie Centrum Onkologii w Poznaniu

Wstep: Pateczki okreznicy oraz Gram-ujemne pateczki
z rodziny Enterobacteriaceae spp. okreslane jako bakterie
typu coli sa gtéwnym czynnikiem etiologicznym zakazen
droég moczowych (ZUM), wystepujacych zardwno jako zaka-
zenia szpitalne, jak i u chorych leczonych ambulatoryjnie.

Cel pracy: Przesledzenie lekoopornosci pateczek typu
coli na antybiotyki doustne stosowane w leczeniu ZUM w
potudniowo-wschodniej Jutlandii (Dania) oraz aktualiza-
cja rekomendacji antybiotykoterapii.

Materiat i metody: Badania retrospektywne byty pro-
wadzone od 1.01.2000 r. do 31.12.2008 . Analizowano drob-
noustroje wyhodowane z moczu z bakteriurig 104 cfu/ml
lub wyzsz3. Izolowane bakterie diagnozowano na pod-
stawie standardowych metod biochemicznych. Leko-
opornos¢ 16 048 szczepdéw pateczek typu coli badano
metoda dyfuzyjno-krazkowa. Do badania uzyto krazkéw
z nastepujacymi srodkami przeciwbakteryjnymi: ampicy-
ling, cefuroksymem, ciprofloksacyna, mecillinamem, tri-
metoprimem i sulfonamidem. Badania dotyczyty jedne-
go (pierwszego) szczepu izolowanego od chorego
w danym roku. Przeprowadzono analize statystyczng leko-
opornosci wyhodowanych pateczek.

Wyniki: Wykazano wzrost opornosci na ampicyline
i ciprofloksacyne zaréwno E. coli, jak i innych pateczek typu
coli w latach 2000-2008. W 2008 r. 1,8% pateczek okrez-
nicy i 21,4% innych pateczek typu coli wykazywato opor-
nos¢ na cefuroksym, podczas gdy 33,5% i 21,4% E. coli oraz
15,4% i 14,9% innych pateczek typu coli byto opornych na
sulfonamid i trimetoprim, odpowiednio. Stwierdzono zna-
mienny statystycznie spadek opornosci na mecillinam
7 6,9% szczepbw pateczek okreznicy opornych w 2000 r.
do 4,2% w 2008 .1z 20,5% do 12,8% innych pateczek typu
coli.

Whioski: Mecillinam zaleca sie jako lek pierwszego rzu-
tu w empirycznym leczeniu ZUM. Ampicylina i sulfona-
midy nie powinny by¢ stosowane w empirycznym lecze-
niu ZUM.

Praca byta czesciowo publikowana w Int ] Antimicrob
Agents 2010, 35, 516-517.

Resistance to antibiotics in urinary coliform
strains isolated from in- and outpatients
with significant bacteriuria

Background: Coliform organisms are the predominant

cause of both community and nosocomial urinary tract
infections (UTIs).

The aim of the study was to examine antimicrobial
resistance of urinary coliform isolates to oral antimicro-
bial agents and to update the recommendations for
empirical therapy of UTls in a well-defined geographical
area of the south-west part of Denmark.

Material and methods: The retrospective study was
conducted between January 1, 2000 and December 31,
2008. The analysis was based on all urine specimens with
bacteriuria 10% cfu/ml or higher. Microorganisms were
identified according to standard biochemical tests. The
susceptibility of 16 048 coliforms was determined by agar
diffusion method for ampicillin, cefuroxime, ciprofloxacin,
mecillinam, trimethoprim and sulphonamide. Data for the
analysis include only information of the first isolate for
each patient per year. The trend for antimicrobial resis-
tance over the studied period was examined and 95% con-
fidence intervals were computed for differences in pro-
portion between 2000 and 2008.

Results: During 2000-2008 there was increased
resistance to ampicillin and ciprofloxacin both for £. coli and
other coliforms. In 2008, 1.8% of E. coli and 21.4% of other
coliforms were resistant to cefuroxime while 33.5% and
21.4% of E. coliand 15.4% and 14.9% of other coliforms were
resistant to sulphonamide and trimethoprim, respectively.
The resistance to mecillinam decreased statistically
significantly from 6.9% of resistant E. coli isolates in 2000
to 4.2% in 2008 and for other coliforms from 20.5% to 12.8%.

Conclusions: Mecillinam should be advised as the first
antimicrobial choice for empirical treatment of UTI. Ampi-
cillin and sulphonamides should not be recommended for
empirical treatment in our area due to the high rate of
resistance of coliforms to these antimicrobial agents.

[11]
Analiza czynnikéw ryzyka rozwoju raka
ptaskonabtonkowego gtowy i szyi

The analysis of the risk factors of HNSCC development

Pawet Golusiriski, Katarzyna Lamperska,
Andrzej Mackiewicz

Zaktad Immunologii Nowotwordéw, Uniwersytet Medyczny
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

Oddziat Chirurgii Gtowy i Szyi i Onkologii Laryngologicznej,
Wielkopolskie Centrum Onkologii w Poznaniu

Wstep: Obecnosé mutacji w obrebie genu supresoro-
wego TP53 stwierdza sie u 30-60% chorych na raka pta-
skonabtonkowego gtowy i szyi. Udowodniono istotny zwia-
zek miedzy obecnoscig mutacji a srodowiskowymi
czynnikami ryzyka — paleniem tytoniu i piciem alkoholu.
W ostatnich latach wiele badan wskazuje na fakt, ze
u chorych majacych dziki typ genu p53, niepijacych alkoho-
lui niepalgcych tytoniu réwniez rozwija sie rak ptaskona-
btonkowy, zwtaszcza w obrebie gardta srodkowego i jamy
ustnej. Moze sie to wigzac z obecnoscia infekcji onko-
gennymi typami wirusa HPV.

Celem pracy byto okreslenie udziatu mutacji w TP53
oraz infekcji onkogennymi typami HPV w rozwoju raka
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ptaskonabtonkowego gtowy i szyi, a takze okreslenie rela-
cji pomiedzy wystepowaniem infekcji wirusem HPV oraz
czestosciag mutacji w obrebie genu TP5.

Materiat i metody: Materiat stanowita tkanka nowo-
tworowa i krew pochodzaca od 50 chorych na raka pta-
skonabtonkowego gtowy i szyi. Mutacji w obrebie genu
p53 poszukiwano, stosujac technike PCR-SSCP U wszyst-
kich chorych wykonano barwienia IHC dla p16, a nastep-
nie poszukiwano DNA onkogennych typéw wirusa HPV
przy uzyciu metody GP5+/6+ PCR z nastepczym genoty-
powaniem hybrydyzacja RLB (reverse line blot).

Wyniki: Mutacje w obrebie genu p53 wykryto u 8 cho-
rych i wykazano ich istotny zwiazek z paleniem tytoniu
(p = 0,004) oraz z réwnoczesnym paleniem i naduzywa-
niem alkoholu (p = 0,008). Pozytywne wybarwienie dla
pl6 obrebie grupy badanej stwierdzono w 21 przypadkach,
ale tylko w 4 liczba wybarwionych komérek przekraczata
50%. Obecnosci DNA onkogennego typu wirusa technika
PCR nie stwierdzono w zadnym przypadku.

Whioski: Mutacje w TP53 w grupie badanej stanowia
istotna przyczyne rozwoju raka ptaskonabtonkowego.
Potwierdzono zwigzek wystepowania mutacji z paleniem
tytoniu i naduzywaniem alkoholu. Badanie immunohisto-
chemiczne stanowi cenne badanie przesiewowe w celu
wykrycia obecnosci wirusa. W przypadkach watpliwych
wymaga jednak weryfikacji. Nieobecnos¢ wirusa w badanej
grupie moze Swiadczy¢ o stosunkowo niewielkim udziale
wiruséw HPV w patogenezie tych nowotworéw w Polsce.

[12]

Pooperacyjna bronchoskopia
autofluorescencyjna jako metoda wczesnego
wykrywania zmian przedinwazyjnych

u chorych operowanych z powodu raka
niedrobnokomarkowego

Piotr Donat, Elzbieta Nowak,

Aleksander Barinow-Wojewédzki, Rodryg Ramlau

Wielkopolskie Centrum Pulmonologii i Torakochirurgii
w Poznaniu

Ponowne zachorowanie na raka ptuca wystepuje u ok.
1-3% chorych w ciggu roku po catkowitej resekcji z powo-
du raka niedrobnokomérkowego. Bronchoskopia auto-
fluorescencyjna jest czuta metoda w identyfikacji zmian
przedinwazyjnych. Chorzy po catkowitej resekcji z powo-
du raka niedrobnokomoérkowego zostali zakwalifikowani
do bronchoskopii autofluorescencyjnej w ramach kontro-
li onkologicznej. Wykonano 86 bronchofiberoskopii
u 84 chorych. Wszyscy chorzy aktualnie palili tyton, a sred-
ni czas badania po zabiegu wynosit 12 miesiecy. Rozpo-
znanie zmian przedinwazyjnych uzyskano u 6 chorych.
W badaniu histopatologicznym rozpoznano 4 zmiany
o charakterze dysplazji stopnia $redniego oraz 2 zmiany
odpowiadajace dysplazji stopnia ciezkiego. Zmiany dys-
plastyczne dotyczyty tylko okolicy kikuta pooperacyjnego.
Wykorzystanie wytacznie bronchoskopii autofluorescen-

cyjnej pozwolito rozpoznac 5 zmian dysplastycznych, nato-
miast jedna zmiana byta widoczna zaréwno w autoflu-
orescencji, jak i w $wietle biatym. Dwdch chorych
z dysplazja stopnia ciezkiego pozostato w dalszej obser-
wacji endoskopowej. W badaniu kontrolnym po 6 mie-
sigcach u jednego chorego wystapita progresja w kierun-
ku raka inwazyjnego. Bronchoskopia autofluorescencyjna
jest badaniem, ktére przynosi wymierne korzysci u cho-
rych po zabiegu jako narzedzie monitoringu, umozliwia-
jac wezesng detekcje zmian patologicznych i podjecie sku-
tecznego leczenia.

Stowa kluczowe: rak ptuca, leczenie operacyjne, auto-
fluorescencja, dysplazje.

Postoperative autofluorescence
bronchoscopy as a method of early
diagnosis preinvasive lesions in patients
operated due to non-small cell lung cancer

Recurrence of lung cancer occurs in about 1-3% of
patients within a year after complete resection due to non-
small cell lung cancer. Autofluorescence bronchoscopy is a
sensitive method of identifying pre-invasive lesions. Patients
after complete resection due to non-small cell lung cancer
were allocated to autofluorescence bronchoscopy within
the scope of oncological control. Eighty-six bronchofibroscopy
procedures were performed in 84 patients. All patients were
or still are active smokers, and average time of the study
after the procedure was 12 months. Pre-invasive lesions were
diagnosed in 6 patients. Histopathological examination
enabled diagnosis of 4 lesions revealing the character of
middle dysplasia and 2 lesions corresponding to severe
dysplasia. Dysplasia lesions concerned only the area of the
post-operative stub. Using only autofluorescence
bronchoscopy enabled diagnosis of 5 dysplasia lesions,
whereas 1 lesion was visible both in autofluorescence and
in white light. Two patients with severe dysplasia remained
under further endoscopic observation. A control study
performed after 6 months revealed progression towards
invasive cancer only in one patient. Autofluorescence
bronchoscopy is an examination which brings measurable
advantages in patients after the procedure, as a monitoring
tool enabling early detection of pathological lesions and
implementation of effective treatment.

Key words: lung cancer, operational treatment, auto-
fluorescence, dysplasia.
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Opracowanie tréjwymiarowego modelu guza
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Edyta Bogacz’, Maria Woturi-Cholewa’, Anna Florczak’,
Andrzej Mackiewicz'
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Wstep: Hodowla komaérkowa jest bardzo wazna meto-
da wykorzystywana w poznawaniu biologii nowotworéw
i testowaniu nowych lekéw przeciwnowotworowych.
Popularnie stosowana hodowla dwuwymiarowa (2D) ma
jednakze wiele ograniczen: komérki charakteryzuja sie
zmienionym metabolizmem, ekspresjg gendw czy wzro-
stem. Zastosowanie przestrzennych rusztowan wykaza-
to, ze komorki hodowane w tréjwymiarze (3D) bardzie]
odzwierciedlaja te wystepujace in vivo.

Cel pracy: Opracowanie technologii tréjwymiarowej
hodowli komérkowej w celu wyinzynierowania tréjwy-
miarowego modelu guza in vitro.

Materiat i metody: Roztwér jedwabiu naturalnego przy-
gotowano poprzez ekstrakcje kokonéw jedwabnikéw mor-
wowych Bombyx mori. Przestrzenne zreby wykonano
z wodnych roztworéw jedwabiu naturalnego za pomoca
metody wyptukiwania soli (NaCl). Fibroblasty 3T3 oraz
nowotworowe linie komérkowe SKOV3, MDA-MB-231,
MCF7 wykorzystano do badan komérkowych in vitro. Zre-
by przed posianiem i po posianiu komérek obserwowano
za pomocg mikroskopii fluorescencyjnej, mikroskopii kon-
fokalnej oraz mikroskopii skaningowej. Proliferacje komo-
rek mierzono za pomoca reagentu MTT.

Wyniki: Z ekstrakcji 5 g kokondw otrzymano 6-pro-
centowy roztwo6r jedwabiu naturalnego. Stosujac NaCl
o réznych zakresach wielkosci krysztatkéw (100-250 pm,
250-500 pm, 500-710 pum), otrzymano zreby réznigce sie
wielkoscia poréw. Mikroskopowo analizowano tréjwy-
miarowa hodowle komérkowa fibroblastéw i ustalonych
linii nowotworowych. Kazda z testowanych linii komor-
kowych bardzo dobrze zasiedlata i dzielita sie w obrebie
zrebu, wykazujac rézna morfologie i kinetyke wzrostu.

Whioski: Jedwab naturalny jest niedrogim, wolno degra-
dujacym sie, biokompatybilnym, naturalnym biomateria-
tem. Zreby wykonane z jedwabiu naturalnego moga byc¢
z powodzeniem zastosowane do wyinzynierowania troj-
wymiarowego modelu guza in vitro. Celem ostatecznym
jest opracowanie heterologicznego modelu guza. Jedno-
czesna hodowla komadrek endotelialnych, fibroblastéw
i komadrek nowotworowych wygeneruje warunki najbar-
dziej zblizone do mikrosrodowiska guza in vivo.

Developing a three-dimensional cancer
model

Background: Cell culture is the most important method
used in cancer biology and drug screening study.

However, two dimensional (2D) cell culture modifies cell
metabolism, gene expression and growth. Recent
advances in three-dimensional (3D) culture indicated that
cancer cells growing in 3D behave much more like those
in vivo.

Aim of the study: To apply the technology of 3D cell
culture to develop a 3D cancer model in vitro.

Material and methods: Cocoons of Bombyx mori were
extracted in order to prepare silk fibroin solution.
Aqueous-based silk fibroin scaffolds were produced using
the salt leaching method. Fibroblast 373 and cancer cell
lines SKOV3, MDA-MB-231, and MCF7 were used in an in
vitro cell study. The cell-free and cell-seeded scaffolds
were examined by fluorescent microscopy, confocal laser
microscopy and scanning electron microscopy (SEM). The
proliferation of cells was measured using MTT reagent.

Results: 6% silk solution was prepared from 5g
silkworm cocoons. Silk scaffolds of different pore size
were formed by adding granular NaCl (particle size: 100-
250 pm, 250-500 um, 500-710 pum) to silk solution. The
microscopic study of cell-seeded silk scaffolds indicated
very good seeding and expansion of all tested cells. Cells
differed in terms of morphology and kinetics of growth.

Conclusions: Silkworm silk is inexpensive, slowly
biodegradable, biocompatible and natural biomaterial.
Silk scaffolds support the attachment and expansion of
cancer cells. The final aim is to develop a heterologous
3D cancer model. The co-culture of epithelial cells,
fibroblasts and cancer cells will provide a micro-
environment closely mimicking the in vivo situation
within tumours.

(14]

Identyfikacja komdrek supresyjnych
pochodzenia szpikowego u chorych
z wysiekami optucnowymi

Mariusz Kaczmarek’, Joanna Budna’,
tukasz Spychalsk?, Halina Batura-Gabryel’, Jan Sikora’

IKatedra i Zaktad Immunologii Klinicznej,
Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu

2Katedra i Klinika Pulmonologii, Alergologii

i Onkologii Pulmonologicznej, Uniwersytet Medyczny
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

Wstep: Komorki supresyjne pochodzenia szpikowego
(myeloid-derived suppressor cells — MDSC) stanowig rdz-
norodna populacje sktadajaca sie ze szpikowych komé-
rek progenitorowych oraz niedojrzatych komérek linii mie-
loidalnej. taczy je niski stopieh dojrzatosci oraz duza
zdolnos¢ do hamowania odpowiedzi komorek uktadu
odpornosciowego. Fizjologicznie, MDSC stanowig ok. 0,5%
krwinek jednojadrzastych krwi obwodowej (peripheral
blood mononuclear cell = PBMC). U chorych z r6znymi
typami nowotworéw odnotowano prawie dziesieciokrotny
wzrost ich liczby we krwi obwodowej. W zaawansowa-
nym stanie wielu nowotworéw czesto dochodzi do
powstania wysieku do jamy optucnej. W tym wysoce
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immunosupresyjnym mikrosrodowisku MDSC moga pet-
ni¢ nadrzedna role w stosunku do komérek uktadu odpor-
nosciowego, jak i wspomagajaca rozwijajacy sie nowo-
twor.

Cel pracy: Wykazanie obecnosci MDSC u chorych
z wysiekami optucnowymi i poréwnanie czestosci wyste-
powania MDSC w nowotworowych i nienowotworowych
wysiekach optucnowych oraz we krwi obwodowe] bada-
nych pacjentéw.

Materiat i metody: Przebadano 20 ptynéw wysieko-
wych z jamy optucnej (8 nienowotworowych i 12 nowo-
tworowych) uzyskanych droga torakocentezy i 20 probek
krwi obwodowej pochodzacej od badanych pacjentéw.
Materiat ten poddano cytometrycznej ocenie immunofe-
notypowej pod katem obecnosci MDSC.

Wyniki: W odniesieniu do markeréw okreslajacych ludz-
kie MDSC (CD11b*CD33*HLA-DRLin-17) w badanym mate-
riale wykazano obecnos¢ tych komoérek zaréwno w wysie-
kach optucnowych, jak i krwi obwodowej. Wstepna analiza
wykazata wyzszy odsetek MDSC w wysiekach nowotwo-
rowych w poréwnaniu z wysiekami nienowotworowymi.
Z kolei ilos¢ MDSC we krwi obwodowej badanych chorych
przewyzszata ilos¢ MDSC w wysiekach optucnowych,
zaréwno w odniesieniu do wysiekdéw nowotworowych,
jak i nienowotworowych.

Whnioski: Gromadzenie sie MDSC w miejscu rozwoju
nowotworu, podobnie jak limfocytéw T-reg oraz makro-
fagow TAM, moze by¢ jedna z przyczyn niedostatecznej
skutecznosci immunoterapii nowotwordw, zwtaszcza w
tak ciezkich stanach, jakimi sg wysieki do optucnej towa-
rzyszace rozwijajgcym sie nowotworom.

Identification of myeloid-derived suppressor
cells in patients with pleural effusions

Background: Myeloid-derived suppressor cells (MDSC)
comprise a diverse population consisting of myeloid prog-
enitor cells and immature cells from the myeloid line. They
are coupled in their low level of maturity and high ability
to inhibit a response of the immune system cells. Physio-
logically, MDSC make up about 0.5% of PBMC and may
increase almost tenfold in the peripheral blood of patients
with various types of cancer. Pleural effusions are often
present in the advanced state of many malignant cancers.
In this most immunosuppressive microenvironment MDSC
can play a superior role for immune system cells as well
as support the development of cancer.

Aim of the study was to indicate the presence of MDSC
in patients with pleural effusions and correlation
of frequency of MDSC in malignant and non-malignant
pleural effusions as well as peripheral blood of studied
subjects.

Material and methods: Pleural effusions obtained by
thoracocentesis and peripheral blood samples from 20
patients (8 non-malignant and 12 malignant) were stud-
ied. This material was tested by cytometric immunophe-
notyping to identify the presence of MDSC.

Results: The presence of MDSC (defined by surface cel-
lular markers: CD11b+CD33+HLA-DRLin-1) was evaluated
both in pleural effusion and in peripheral blood. This pre-

liminary analysis showed a higher percentage of MDSC
in malignant pleural effusions compared to non-malig-
nant effusions. Moreover, the percentage of MDSC in
peripheral blood of the patients exceeded the amount of
MDSC in pleural effusions, in both non-malignant and
malignant effusions.

Conclusions: MDSC accumulation in-situ, in the site of
cancer development, similarly like T-reg lymphocytes and
tumour associate macrophages, can be one of the caus-
es of insufficient efficacy of a cancer immunotherapy par-
ticularly in severe conditions such as pleural effusions
associated with developing cancers.

[15]

Aktywowane limfocyty modyfikowane
genem interferonu jako forma
immunoterapii nowotworow

Urszula Kazimierczak, Eliza P Kwiatkowska,
Andrzej Mackiewicz, Dariusz W. Kowalczyk

Zaktad Immunologii Nowotworéw, Katedra Biotechnologii
Medycznej, Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu

Zaktad Diagnostyki i Immunologii Nowotwordw,
Wielkopolskie Centrum Onkologii w Poznaniu

W ostatnich latach powstato wiele form immunote-
rapii nowotworéw. Niektére z nich oparte sg o immuni-
zacje przeciwko swoistym antygenom nowotworowym,
inne wykorzystuja nieswoiste czynniki stymulujace odpo-
wiedz immunologiczna. Jedng z form immunoterapii raka
stanowi adoptywny transfer komérek uktadu odporno-
Sciowego. Ich aktywnos¢ przeciwnowotworowa zalezy od
dwoch kluczowych elementéw: i) cytotoksycznosci
komarkowej oraz ii) produkcji cytokin o dziataniu prze-
ciwnowotworowym. Brak jednego z tych elementéw
moze prowadzi¢ od niepetnej odpowiedzi, a co za tym
idzie, do progresji nowotworu. Komérki uktadu immuno-
logicznego wydzielaja spontanicznie niewielkie ilosci cyto-
kin, przez co sa niezdolne do efektywnego niszczenia
guza. Celem naszych badan byta modyfikacja limfocytow
genem IFN-y, aby zwiekszyc¢ ich aktywnos¢ przeciwno-
wotworowg w warunkach in vivo. Przy uzyciu wektora
lentiwirusowego uzyskano cytotoksyczne komorki
o nadekspresji IFN-y, ktére nazwane zostaty komaérkami
GMK (gene modified killers). Efekt przeciwnowotworowy
in vivo tych komarek sprawdzany byt w tescie Winna.
W badaniu tym podawano myszom zmieszane ze sobga
terapeutyczne komaérki GMK oraz komorki rakowe,
a nastepnie obserwowano wzrost guza. W grupie zwierzat,
ktérym podano szczepionke terapeutyczng, guzy rozwijaty
sie znaczgco wolniej niz u myszy nieleczonych. Aktyw-
nosé przeciwnowotworowa GMK sprawdzano réwniez
po transferze adoptywnym tych komérek u myszy z nowo-
tworem. Sredni okres przezycia zwierzat leczonych i nie-
leczonych byt podobny, jednak myszy, ktérym podano
GMK, wykazywaty mniejsze objawy kacheksji. Uzyskane
przez nas wyniki potwierdzajg niezbednga role terapeu-
tycznych cytokin w odpowiedzi na nowotwor i wskazuja
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na potencjat komaorek GMK w immunoterapii adoptyw-
nej nowotworow.

Stowa kluczowe: immunoterapia nowotworéw, GMK,
IFN-y.

Interferon-y gene modified activated lym-
phocytes as an effective tool for cancer
immunotherapy

Many attempts have been made to develop
immunotherapies for cancer treatment. Some approaches
are based on immunization against specific tumour antigens,
while others use non-specific factors to stimulate the general
immune response. An alternative cancer immunotherapy
approach is the adoptive transfer of immune cells. Their
antitumour activity depends on two crucial elements:
cytotoxic cell activity and production of tumouricidal
cytokines. The lack of one may lead to suboptimal response
and tumour progression. Frequently, immune cells produce
cytokines at very low levels. Those cells are not able to
effectively kill a tumour even after stimulation. In our studies,
using lentiviral vector we modified with the IFN-y gene
previously activated lymphocytes in order to increase their
antitumour activity in vivo. The resultant cells were named
gene modified killers (GMK) as they have demonstrated
increased antitumour activity in tumour bearing mice
compared to non-modified lymphocytes. The antitumour
effect was tested in Winn’s assay after injection of mice with
mixed tumour and effector cells. In this experiment tumour
growth inhibition was observed. Although tumour growth
was observed after both GMK and LAK transfer, mice treated
with GMK were protected from tumour growth for longer.
In another experiment we tested antitumour activity of
adoptively transferred GMK in tumour bearing mice.
Although the survival rate was similar in both groups, mice
treated with GMK were significantly less cachectic than the
LAK-treated group. Our results demonstrate that cytokine
production plays an essential role in antitumour activity, thus
indicating the potential of GMK as a form of cancer adoptive
immunotherapy.

Key words: cancer immunotherapy, gene modified
killers, IFN-y.
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Sciezka sygnatowa JAK/STAT w regulacji
funkcji komorek Srodbtonka naczyn
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Wstep: Komorki srodbtonka umozliwiajg migracje lim-
focytéw z krazenia do przestrzeni pozanaczyniowej oraz

tkanek nielimfoidalnych. Proces ten jest podstawowym
zjawiskiem warunkujacym utrzymanie nadzoru immuno-
logicznego i wytworzenie prawidtowej odpowiedzi na
toczacy sie proces zapalny czy nowotworowy. Cytokiny,
takie jak TNF, IL-11IL-6, wptywajg na komorki endotelial-
ne, zwiekszajac ich mozliwos¢ do wigzania limfocytow.
Wiadomo, ze cytokiny nalezace do rodziny cytokiny IL-6
przekazuja sygnat do wnetrza komérki poprzez sciezke
sygnatowg JAK/STAT.

Cel badania: W badaniach starano sie wykaza¢ wptyw
sciezki sygnatowej JAK/STAT aktywowanej przez H6 (gene-
tycznie modyfikowana IL-6, zwigzang z jej rozpuszczal-
nym receptorem gp80) na funkcjonalna aktywacje komoé-
rek srodbtonka.

Materiat i metody: W eksperymentach wykorzystano
komorki srédbtonka izolowane z ludzkiej pepowiny
(HUVEC). W celu oceny wptywu sciezki JAK/STAT na ste-
zenie ufosforylowanego biatka STAT3, a takze na ekspre-
sje antygendw powierzchniowych CD54, CD62E i CD106
uzywano Hé i kukurbitacyny jako aktywatora i inhibitora
badanej sciezki.

Wyniki: W wyniku inkubacji komérek HUVEC z hiper-
interleuking 6 zaobserwowano zwiekszenie stezenia ufos-
forylowanego biatka STAT3. Osiemnastogodzinna inku-
bacja komérek HUVEC z aktywatorem Sciezki sygnatowej
JAK/STAT spowodowata zwiekszenie stezenia badanych
czasteczek adhezyjnych na powierzchni srédbtonka
naczyn. Inhibitor tej sciezki spowodowat zmniejszenie ste-
zenia badanych czasteczek, co potwierdza udziat Sciezki
JAK/STAT w aktywacji ekspresji czasteczek adhezyjnych.

Whiosek: Otrzymane wyniki potwierdzaja udziat Sciez-
ki sygnatowej JAK/STAT w regulacji funkcji komérek $réd-
btonka naczyn poprzez wptyw na ekspresje czasteczek
adhezyjnych na jego powierzchni.

JAK/STAT signaling pathway
in the regulation of functional activity
of endothelial cells

Background: Activation of the endothelium plays an
important role in the transmigration of lymphocytes from
the intravascular cavity, across the endothelium, to the
underlying tissue. This process plays a crucial role in the
inflammatory response. Cytokines such as tumour necro-
sis factor, IL-1 and IL-6 act on endothelial cells to enhance
their adhesiveness for lymphocytes. The family of IL-6
cytokines signal through the gp130/JAK/STAT pathway.

Aim of the study: In our study, we aimed to evaluate
the effect of the JAK/STAT pathway activated by H6 (genet-
ically modified IL-6, conjugated with its soluble receptor)
on the functional regulation of endothelial cells.

Material and methods: We used HUVEC cells isolated
from human umbilical vein to evaluate the role of the
JAK/STAT pathway on the expression of three endothelial
antigens important for lymphocyte transmigration — CD54,
CD62E and CD106. To show the influence of the JAK/STAT
pathway on endothelial antigen expression we investi-
gated the changes in vascular cell adhesion molecule-1
(VCAM-1), intracellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) and
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selectin E (SelE) expression (flow cytometry) with H6 stim-
ulation and cucurbitacin inhibition. We also evaluated the
role of H6 in STAT3 phosphorylation.

Results: The flow cytometry analysis confirmed that
the number of VCAM-1, ICAM-1 and SelE positive cells
increased with H6 treatment. Incubation both with cucur-
bitacin and after inhibition of the JAK/STAT pathway with
H6 resulted in a decrease of positive VCAM-1, ICAM-1 and
SelE cells compared with cells treated only with H6. Flow
cytometry analysis also showed that treatment of HUVEC
cells with H6 increases the phosphorylated STAT-3 posi-
tive cells. Incubation with cucurbitacin resulted in reduc-
tion of phosphorylated STAT-3 positive cells, which con-
firms cucurbitacin as an inhibitor of the JAK/STAT pathway.

Conclusion: Our results show that the JAK/STAT path-
way has an impact on the expression of VCAM-1, ICAM-1
and SelE antigens, which are crucial in lymphocyte trans-
migration across the endothelium.

(17]

PPARa agonists fail to induce apoptosis
in a-irradiated colon cancer cells

Piotr Pierzchalski', Matgorzata Pierzchalska’®,
Jolanta Jaworek?’, Jan Gawetko’, Maciej Gonciarz’
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Sciences, Jagiellonian University Medical College, Cracow,
Poland

2Department of Food Biotechnology, Faculty of Food
Technology, Agricultural University, Krakow, Poland
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Nadmierna aktywnos¢ biatek szoku cieplnego, w szcze-
goélnosci HSP70, w komérkach guza moze stanowic jed-
na z przyczyn niepowodzeh w zwalczaniu nowotworow.
Komorki ze zwiekszona ekspresjg i aktywnoscia biatek
szoku cieplnego s3 oporne na chemioterapie i prezentuja
ztosliwy fenotyp. Jednoczesnie proapoptotyczne dziatanie
PPARa w wielu typach nowotwordw okazuje sie by¢ coraz
bardziej kontrowersyjne

Komarki modelowej linii Caco-2 poddano dziataniu ago-
nistéw PPARa (ciglitazon i kwas retinowy) i promienio-
wania o w dawce terapeutycznej 2,5 Gy. Wykazano ze,
aktywnos¢ PPARa ulegata zahamowaniu. Powodem byto
powstawanie komplekséw PPARo/AKT-1, w ktérych — pod
wptywem promieniowania — PPARa pozostawat niewraz-
liwy na indukcje ciglitazonem i kwasem retinowym. Nato-
miast w warunkach tych silnie indukowane byty biatka
szoku cieplnego, w szczegdlnosci HSP70. Skutkiem opi-
sanych zjawisk byto catkowite zahamowanie apoptozy
w komorkach napromieniowywanych, w ktérych induko-
wano PPARa jego agonistami.

PPARa. agonists fail to induce apoptosis
in a~irradiated colon cancer cells

Radiotherapy when combined with chemotherapy is
classified as the basic treatment of the majority of colorectal
tumours. A beneficial effect of PPAR agonists on cancer cell
elimination through apoptosis is a generally accepted fact.
But some reports indicate that the PPARa agonists’
dependent activation of PPARa. might be directly answerable
for carcinogenesis, especially in the colon, which renders
the physiological role of the PPARa system a very
controversial issue. It is well known that the high level of
heat shock proteins (HSPs) in cancer cells is associated with
metastasis, poor prognosis and resistance to radio- as well
as chemotherapy.

Caco-2 cell line used as a model of colorectal cancer was
subjected to chemical activation of PPARa. (ciglitazone and
retinoic acid) and a-irradiation with a therapeutic dose of
2.5 Gy. Here we report the anti-apoptotic action of activated
PPARg in a-irradiated human colon cancer cells. Based on
experimental data we propose a model according to which
a-irradiation of the cells abolishes nuclear translocation of
PPARa and conserves PPARa/AKT-1 complexes in which
PPARg remains insensitive to treatment with its agonists.
Meanwhile, PPARa agonist dependent HSP 70 activation —
undisturbed by the a.-irradiation — renders the colon cancer
cells resistant to apoptosis. This highlights the unexpected
consequences of the combined use of the well known and
accepted in the literature anti-cancer agents — agonists of
PPARa and a-radiation.
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Akumulacja rezydujacych i obwodowych
makrofagéw w glejakach oraz ich rola
W rozwoju guza nowotworowego

Matgorzata Sielska’, Konrad Gabrusiewicz',
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IPracownia Regulacji Transkrypcji, Zaktad Biologii Komérki,
Instytut im. Nenckiego w Warszawie
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w Warszawie

3Zaktad Diagnostyki i Immunologii Nowotworéw,
Wielkopolskie Centrum Onkologii w Poznaniu

Wstep: Glejaki charakteryzuja sie silnym naciekaniem
tkanki guza przez makrofagi, ktére moga stanowié nawet
30% jego masy, stwarzajac specyficzne srodowisko wspie-
rajace inwazyjnosc glejaka, angiogeneze i wzrost guza.
Udziat mézgowych makrofagéw oraz monocytéw/makro-
fagow naptywajacych do guza z obwodu jest obecnie sta-
bo zdefiniowany.

Cel pracy: Okreslenie, czy i jak intensywnie obwodowe
makrofagi migruja do guza i uczestnicza w patogenezie
glejaka.
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Materiat i metody: Stworzono myszy chimerowe, ktére
po wczesniejszym napromienieniu miaty zrekonstruowa-
ny szpik kostny komérkami krwiotwérczymi z myszy trans-
genicznych GFP. Szesnastotygodniowym myszom chime-
rowym C57BL/6 zaimplantowano do m6zgoéw komorki
glejaka dsRed-GL261. Dwa tygodnie po implantacji potku-
le z guzem wyizolowano, a nastepnie za pomocg cytome-
tru przeptywowego oceniono liczbe komérek mikrogleju
CD11b*CD45!ow i makrofagow CD11P*CD45high. W celu zba-
dania funkcjonalnego udziatu mikrogleju/makrofagéw
w patogenezie glejaka wykorzystano model myszy oste-
opetrotycznych (op/op), ktdre majg spontaniczng mutacje
w genie czynnika wzrostu kolonii makrofagowych
(M-CSF/CSF-1) i 0 40% obnizong zawarto$¢ makrofagow.

Wyniki i wnioski: Zaobserwowano zwiekszenie liczby
mikrogleju i makrofagdw w pétkuli z guzem oraz silng aku-
mulacje obwodowych komérek GFP* w centrum i na obrze-
zu guza. Za pomocg mikroskopu konfokalnego zaobserwo-
wano kolokalizacje komoérek Iba-1* (makrofagéw/mikrogleju)
z komérkami GFP+, a nastepnie policzono komorki
GFP*Iba-1" oraz Iba-1*. Oszacowano, iz obwodowe makro-
fagi stanowig ok. 50% komarek Iba-1*.

Myszy homozygotyczne op/op sa zdolne do zycia, ale
wykazujg niedobér makrofagéw, monocytéw oraz upo-
Sledzona odpowied?Z uktadu immunologicznego. Badania
autoréw ukazujg znaczng migracje obwodowych makro-
fagdw pochodzacych ze szpiku kostnego do guza i inten-
sywng akumulacje mézgowych makrofagdw (mikrogleju)
w glejaku.

Badania finansowane z funduszu P-N/024/2006 mini-
stra nauki ( szkolnictwa wyzszego.

Accumulation and role of resident
and bone-marrow derived macrophages
in gliomas

Background: Gliomas are characterized by infiltration
of tumour tissue with brain macrophages that may con-
stitute up to 30% of the tumour mass, forming a specif-
ic microenvironment and contributing to tumour pro-
gression. Involvement of brain resident and peripheral
monocyte/macrophages is poorly defined.

The aim of the study was to evaluate whether periph-
eral macrophages migrate and contribute to glioma devel-
opment.

Material and methods: We have generated chimeric
mice with the immune system reconstituted after irradi-
ation with haematopoietic GFP-bone marrow cells. The
dsRed-GL261 glioma cells were implanted into the brains
of 16-week old C57BL/6 chimeric mice. Two weeks after
implantation, tumour bearing hemispheres were isolated
and the number of CD11b*CD45!°" microglial cells or
CD11P*CD45M8" macrophages was determined by flow
cytometry. To study the functional contribution of
microglia/macrophages to glioma growth, we employed
osteopetrotic mice (op/op) which have a spontaneous
mutation in the macrophage colony-stimulating factor (M-
CSF/CSF-1) gene.

Results and conclusions: The percentage of microglial
cells and macrophages increased in tumour-bearing hemi-
spheres. Peripheral GFP+ cells accumulated inside and
around tumours. Co-localization of Iba-1* cells
(macrophages/microglia) with GFP+ cells was detected
by confocal microscopy. Counting of double-stained cells
revealed that > 50% of Iba-1* cells are peripheral
macrophages. Homozygous op/op mice are viable but
exhibit a generalized macrophage deficiency, monocy-
topenia, deficient microglia/macrophage responses and
defective bone remodelling. Our studies demonstrate that
in addition to accumulation of brain resident macrophages
(microglia), also blood-borne macrophages migrate to the
tumour and consist of a significant population of tumour-
associated macrophages.

The research was supported by grant P-N/024/2006
from the Ministry of Science and Higher Education

[19]
Analiza ilosSciowa komoérek

T-regulatorowych w wysiekach
optucnowych u chorych na raka ptuca

tukasz Spychalski', Joanna Budna’, Agata Nowicka’,
Magdalena Koztowska®, Halina Batura-Gabryel',
Mariusz Kaczmarek?, Jan Sikora’
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Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu
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Wstep: Komarki T-regulatorowe (Treg) stanowia 5-10%
populacji obwodowych limfocytéw T CD4*. Specyficzna
cecha tych komorek jest obecnos¢ czynnika transkrypcyj-
nego Foxp3. Rola, jakg odgrywaja Treg w uktadzie immu-
nologicznym, jest ambiwalentna. Z jednej strony zabezpie-
czaja przed autoagresja, wytwarzaja tolerancje pokarmowsa,
tolerancje na przeszczepy alogeniczne oraz hamuja reakcje
nadwrazliwosci, jlednoczesnie jednak uczestnicza w pro-
cesach, ktére maja skutki niepozadane dla organizmu,
tj. hamuja eliminacje mikroorganizméw oraz biorg udziat
w rozwoju tolerancji na antygeny zwigzane z nowotworem.
Obecnie wysuwane hipotezy sugeruja, ze Treg maja duzy
wptyw na rozwaéj i progresje procesu Nowotworowego.

Cel pracy: Ocena rozpowszechnienia limfocytéw Treg
w mikrosrodowisku wysieku nowotworowego w przebie-
gu raka ptuca w poréwnaniu z wysiekiem nienowotwo-
rowym.

Materiat i metody: Wysieki pochodzace od 25 chorych
na wysiekowe zapalenie optucnej i 12 chorych na raka gru-
czotowego ptuca. Cytometryczny pomiar odsetka komé-
rek wykazujacych ekspresje CD4, CD25 i Foxp3.

Wyniki: W wysiekach nowotworowych odsetek Treg
wsréd komoérek T CD4+ jest srednio dwukrotnie wyzszy
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w poréwnaniu z wysiekami nienowotworowymi. O wzro-
Scie liczebnosci Treg w srodowisku wysieku nowotworo-
wego w poréwnaniu z nienowotworowym swiadczy tez
stosunek odsetka limfocytéw do odsetka Treg i odsetka
komérek T CD4* do Treg.

Whiosek: Wykazano réznice w zakresie odsetka komo-
rek T regulatorowych w badanych srodowiskach.

Quantitative analysis of Treg cells in
pleural effusion patients with lung cancer

Background: T regulatory cells (Tregs) constitute 5-10%
of the population of peripheral T CD4+ lymphocytes. The
core feature of these cells is expression of the transcrip-
tion factor Foxp3. The role of Tregs in the immunology sys-
tem is ambiguous. On the one hand they limit the poten-
tial for autoreactivity, produce nutritional tolerance and
tolerance to allogenic graft, and inhibit hypersensitivity
reactions. At the same time they take part in processes
with adverse events; they inhibit elimination of pathogens
and limit immune responses to tumours. Recent studies
suggest that Tregs have a major impact on tumour devel-
opment and progression.

Aim of the study: The analysis of Tregs’ frequencies in
the microenvironment of neoplastic pleural effusion in the
course of lung cancer and inflammatory pleural effusion.

Material and methods: Pleural effusion from: 25
patients with exudative pleuritis, 12 patients with ade-
nocarcinoma of the lung. Cytometric analysis cells with
CD4, CD25 and Foxp3 expression.

Results: In neoplastic exudates the Tregs ratio among
CD4+ T cells was on average two times higher than in non-
neoplastic. Increased number of Tregs in the environment
of pleural effusion in the course of lung cancer is shown
by lymphocytes/Tregs and CD4+ T cells/Tregs ratio.

Conclusion: A difference was found in Treg frequencies
in the studied environments.

20]

Wptyw siRNA BRCA1 na fenotyp

i radiowrazliwos¢ linii komarkowej raka
piersi — wspotdziatanie metforminy

i wyciszenia

Wiktoria Suchorska*, Piotr J. Wysock?®

tUniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego

w Poznaniu

2Wielkopolskie Centrum Onkologii w Poznaniu

3Katedra Biotechnologii Medycznej, Uniwersytet Medyczny
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

Wstep: Rak piersi jest nowotworem najczesciej wyste-
pujacym u kobiet w krajach rozwinietych. Dziedziczny rak
piersi stanowi 5-10% wszystkich diagnozowanych przy-
padkéw. Nowotwory u chorych z mutacjg w genie BRCAI
zwykle sg bardziej agresywne (basal-like). Istnieje wiele
doniesien na temat wiekszej radiowrazliwosci nowotwo-

row u nosicielek mutacji BRCAL Hipotezy te zostaty
potwierdzone w badaniach klinicznych. Hiperinsulinemia
(typowa u chorych na cukrzyce typu 2) jest istotnym czyn-
nikiem ryzyka w diagnostyce nowotworéw piersi. Rozpo-
znanie nowotworu u chorych z otytoscia i hiperinsuline-
mig zwigzane jest z gorsza prognoza przezycia niz
u chorych z prawidtowa masa ciata i metabolizmem. Met-
formina (dimetylowa pochodna biguanidu) jest powszech-
nie stosowanym lekiem doustnym w terapii cukrzycy typu
2. Wydaje sie, ze metformina ma wtasciwosci przeciw-
nowotworowe, ktére wynikajg z hamowania glikogenezy
w watrobie, hamowania insulinoopornosci w tkankach
obwodowych przez stymulacje kinazy AMP-zaleznej przez
LKB1. W komérkach, zaréwno normalnych, jak i nowo-
tworowych, prowadzi to do hamowania aktywnosci mTOR,
inhibicji proliferacji komdrek oraz zahamowania produk-
cji czynnikéw wzrostu. Doswiadczenia przeprowadzone
z udziatem duzej grupy chorych wskazuja, ze terapia met-
forming jest zwigzana ze znacznym spadkiem ryzyka
zachorowania na nowotwor oraz ze zmniejszeniem smier-
telnosci u chorych na cukrzyce typu 2, u ktérych zdia-
gnozowano guz. Wykazano, ze metformina hamuje pro-
liferacje komdrek nowotworowych (takze komérek raka
piersi) zarbwno in vitro, jak i in vivo. Ponadto, udowod-
niono, ze metformina poprawia efektywnosé chemiote-
rapii neoadjuwantowej (odpowiedz catkowita, pCR) u cho-
rych na cukrzyce, ze zdiagnozowanym rakiem piersi.

Cel badan: Ocena wptywu metforminy na skutecznosé
napromieniania komérek z nieaktywnym genem BRCA1
i opracowanie modelu do dalszych doswiadczen.

Metody:

1. Linia komoérkowa raka piersi: MCF-7, MDA-MB-157, MBA-
MB-231.

2. Plazmid kodujacy siRNA-BRCA1 i plazmid kontrolny (pRS-
GFP, promotor U6).

3. Mammosfery otrzymywano przez promocje agregacji
komorek w sferoidy poprzez hodowle w naczyniach
hodowlanych optaszczonych cienkg warstwa 1-procen-
towej agarozy.

4. Western blot prowadzono wg standardowego proto-
kotu z wykorzystaniem przeciwciat antyludzkich: BRCA1
i o-aktyny.

5. Analizy cytometryczne prowadzono z zastosowaniem
przeciwciat anty-CD44 (FITC), anty-CD24 (PE) i ALDH.
6. Komorki napromieniano w Gammacell 1000 (Cs 137),

moc dawki 3,55 Gy/min.

Wyniki:

1. pRS-GFP siRNA BRCAT hamuje ekspresje genu BRCAL
w badanych liniach komérkowych.

2. Utrata ekspresji BRCA1L promuje proliferacje linii komor-
kowych raka piersi w poréwnaniu z liniami z prawidto-
wa ekspresja BRCAL

3. Utrata ekspresji BRCAL promuje tworzenie mammosfer
przez komorki linii MCF-7 i MDA-MB-23.

4. Wyciszenie ekspresji genu BRCA1 zwieksza efektywnosé
dziatania promieniowania jonizujacego na komaorki.

5. Metformina hamuje wzrost i proliferacje komaérek nowo-
tworu piersi z wytaczona ekspresja BRCAL in vitro.
Whioski:

1. Metformina zwieksza radiowrazliwos¢ komorek linii raka
piersi z wytaczong ekspresjg genu BRCAL
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2. Metformina i siRNA BRCA1 moga oddziatywac na popu-
lacje komorek macierzystych raka piersi.
Przedstawione wyniki sg obiecujace, jednak wymaga-

ja dalszych badan. Zaplanowano rozszerzenie ekspery-

mentow o:

1. Identyfikacje i charakteryzacje komoérek macierzystych
raka piersi w badanych liniach.

2. Analize wtasciwosci metforminy jako radiouczulacza
w potaczeniu z wytaczeniem ekspresji BRCAL

3. Opracowanie modelu mysiego umozliwiajacego prze-
prowadzenie badan in vivo.

The influence of siRNA BRCA1 on breast
cancer cell line phenotype and
radiosensitivity — synergic effect of BRCA1
knockdown and metformin

Background: Breast cancer is the most frequent neo-
plasm in women from developed countries. Hereditary
breast cancers accounts for 5-10% of all breast cancers.
BRCA1 mutation carriers develop usually highly aggres-
sive, basal-like breast cancers, which are associated with
poor prognosis. Several studies suggest that tumors car-
rying BRCA1 gene mutation might be more sensitive to
ionizing radiation. The hypothesis that BRCA1 mutation is
associated with increased radiosensitivity has been sup-
ported by experimental and clinical data.

Hyperinsulinemia (characteristic for type 2 diabetes) is
an important risk factor for breast cancer, and breast can-
cer patients suffering from obesity and hyperinsulinemia
may have worse outcomes than their healthy counterparts.
Metformin (N,N-dimethylimidodicarbonimidic diamine
hydrochloride) is a widely prescribed oral medication used
as first line therapy for type 2 diabetes. Metformin seems
to possess antitumor properties which result from inhibi-
tion of liver gluconeogenesis, inibition of insulin resistance
within peripheral tissues via stimulation of AMP-dependent
kinase via LKB1. In normal and neoplastic cells this process
leads to (i) inhibition of mTOR activity, (i) inhibition of cel-
lular proliferation, (iii) inhibition of growth factor production.

Population studies have suggested that metformin
treatment was associated with reduced cancer risk and
decreased cancer-related mortality in type 2 diabetic
patients. In addition, metformin has been shown to inhib-
it growth of cancer cells, including breast cancer, in vitro
and in vivo. Moreover, metformin was demonstrated to
increase the effectiveness of neoadjuvant chemotherapy
(increased frequency of complete pathological respons-
es pCR) in diabetic breast cancer patients .

Aim of the study: Assessment of the influence of BRCAL
silencing and metformin on the efficacy of irradation in
in vitro and in vivo breast cancer models

Methods:

1. Cell culture: MCF-7, MDA-MB-231.

2. siRNA-BRCAL1 expression plasmids and control plasmid
were constructed in pRS-GFP under U6 promoter control.

3. Mammospheres have been obtained by promoting aggre-
gation of cells in spheroids via culture of cell suspension
in dishes coated with a thin layer of agarose.

4. Western blot was performed with anti-BRCA1 antibody
and anti-human -actin antibody.

5. Flow cytometry analysis was performed with FITC con-
jugated anti-CD44, PE conjugated anti-CD24, and ALDH
Kit.

6. Gamma radiation (ionizing irradiation, IR) was delivered
by a Gamma Cell 1000 (Cs137 unit) at a dose rate of
3,55 Gy/min.

Results:

1. pRS-GFP siRNA BRCA1 down regulates BRCAL expres-
sion in MCF-7 and MDA-MB-231 cell lines.

2. Loss of BRCA1 expression promotes proliferation of both
MCF-7 and MDA-MB-231 cell lines.

3. Loss of BRCA1 expression promotes mammosphere for-
mation in both MCF-7 and MDA-MB-231 cell lines.

4. BRCA1 silencing increases efficacy of ionizing radiation

5. Metformin suppresses growth of BRCAl-silenced breast
cancer cells in vitro.

Conclusions:

1. Metformin increases radiosensitivity of breast cancer
cells with BRCA1 knockdown.

2. Metformin and siRNA BRCA1 may influence population
of breast cancer stem cells.

Based on this conclusions our future experiments will
focused on:

1. Identification and characterization of breast cancer stem
cells population in vitro (MCF-7, MCF-7 siRNA BRCAL,
MDA-MB-231 and MDA-MB-231 siRNA BRCAL1 cell lines).

2. Analysis the radiosensitizing properties of metformin
and BRCAL1 silencing.

3. Development of a murine breast cancer model for in
vivo studies.
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Ocena przeciwnowotworowej aktywnosci
nowego inhibitora Sciezki sygnatowe;j
JAK/STAT w komérkach ludzkich ztosliwych
glejakow
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3Department of Experimental Therapeutics, M.D. Anderson
Cancer Center, Houston, Texas, USA
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SWydziat Biofizyki, Uniwersytet Warszawski

Wstep: Szlaki przekaznictwa angazujace biatka z rodzi-
ny JAK (Janus kinase)/STAT (Signal Transducers and Acti-
vators of Transcription) petnia wazna role w regulacji pod-
stawowych proceséw zyciowych, a ich konstytutywna
aktywnosé, w szczegolnosci STAT3 i STATS, przyczynia sie

do transformacji nowotworowej. Farmakologiczna modu-
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lacja Sciezki JAK/STAT moze stac sie podstawa do opra-
cowania nowej strategii w terapii nowotworow.

Cel badania: Ocena przeciwnowotworowej aktywno-
Sci nowego inhibitora éciezki sygnatowej JAK/STAT3 (INHI-
BITOR 2), bedacego analogiem tyrfostyny AG490,
w komérkach ludzkiego glejaka linii T98G, LN18 i U87-MG.

Metody: Zywotnos¢ komorek ludzkiego glejaka po trak-
towaniu INHIBITOREM 2 oceniano za pomocg testu meta-
bolizmu MTT. Zahamowanie przekaZnictwa poprzez sciez-
ke JAK/STAT oraz indukcje apoptozy badano za pomoca
analizy Western blot. Ocene cyklu komérkowego wyko-
nano metoda cytometrii przeptywowej z barwnikiem jodek
propidyny.

Wyniki: Po podaniu INHIBITORA 2 obserwowano induk-
cje zmian morfologicznych oraz znaczacy spadek zywot-
nosci komorek. Uzyskane wartosci ICsq wynosity 26 pM,
23 uM, 40 uM odpowiednio dla komérek linii T98G, LN18
i U87-MG. Dokonano oceny wptywu INHIBITORA 2 na
poziom fosforylacji biatek sciezki JAK/STAT i stwierdzono,
ze w sposob zalezny od dawki hamuje on przekazywanie
sygnatu poprzez czynnik STAT3. W ciaggu 24 godz. od trak-
towania obserwowano akumulacje cietej formy kaspazy 3
i PARP, biatek charakterystycznych dla procesu apoptozy.
Analiza cyklu komérkowego potwierdzita apoptotyczny
rodzaj smierci.

Whnioski: Uzyskane wyniki wskazujg na wzmozona
aktywnos¢ czynnika STAT3 w komoérkach glejaka oraz na
zdolnos¢ INHIBITORA 2 do hamowania przekazywania
sygnatu poprzez biatko STAT3, co indukuje apoptoze komé-
rek ludzkich glejakow ztosliwych.

Evaluation of anti-tumor activity of the
novel inhibitor of the JAK/STAT signaling
pathway in human malignant glioma cells

Background: The JAK (Janus kinase)/STAT (signal trans-
ducers and activators of transcription) signaling pathway
is crucial for regulation of cell growth, differentiation and
apoptosis. Constitutive activation of STATs, in particular
STAT3 and STATS5, is observed in many human tumors and
may contribute to oncogenesis by stimulating cell prolif-
eration and preventing apoptosis. Thus it is emerging as
a promising target for anticancer therapy.

Aim of the study was to test antitumor efficacy of
a newly designed and synthesized JAK/STAT3 inhibitor
(INHIBITOR 2), structurally related to tyrphostin AG490
(known JAK2 inhibitor) in three human glioma cell lines —
T98G, LN18 and U87-MG.

Methods: Cell viability after treatment with INHIBITOR
2 was determined by the MTT metabolism test. Inhibition
of the JAK/STAT pathway and induction of apoptotic mark-
ers were evaluated by Western blotting. Cell cycle analy-
sis using propidium iodide and flow cytometry was per-
formed. Morphology of the cells was visualized using light
microscopy.

Results: Treatment with INHIBITOR 2 resulted in induc-
tion of rapid morphological changes (cell shrinkage and
detachment) and decrease of cell viability. The ICs values
were 26 pM, 23 uM, 40 uM for T98G, LN18, US7-MG cells,

respectively. After 3 hours of treatment, INHIBITOR 2 sig-
nificantly reduced the level of pSTAT3 in a dose-depen-
dent manner in all tested cell lines. Cleaved caspase 3 and
PARP, hallmarks of apoptosis, were detected after 24 hours
of treatment. Cell cycle analysis confirmed apoptotic cell
death.

Conclusions: These findings provide evidence of con-
stitutive activation of STAT3 in glioma cells and demon-
strate that the selected, newly synthesized compound
inhibits STAT3 phosphorylation, affects cell attachment
and induces apoptosis in malignant human glioma cellss.
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Czy TGF-$ wptywa na populacje
leukocytow naciekajacych guz u pacjentéow
z NDRP?
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Wstep: TGF- jest cytoking odgrywajaca jedna z gtow-
nych rél w immunosupresji zwiagzanej z nowotworem.
TGF-B indukuje wiele mechanizméw prowadzacych do osta-
bienia badZ wygasniecia odpowiedzi przeciwnowotworo-
wej. Naleza do nich indukcja limfocytow Treg, aktywacja
tolerogennych limfocytéw Th17, zahamowanie migracji
komoérek dendrytycznych do weztéw chtonnych, indukcja
apoptozy komérek dendrytycznych, indukcja angiogenezy
poprzez stymulacje sekrecji VEGF, zahamowanie prolifera-
cji, réznicowania sie i aktywacji limfocytow efektorowych.
TGF-B odgrywa takze wazna role w patogenezie niedrob-
nokomaorkowego raka ptuca (NDRP).

Cel pracy: Okreslenie wptywu lokalnego stezenia TGF-8
na populacje leukocytéw naciekajgcych guz.

Materiat i metody: Badaniami objeto 90 mezczyzn ope-
rowanych w Klinice Chirurgii Klatki Piersiowej UM w Lubli-
nie z powodu NDRP Populacje leukocytéw naciekajacych
guz badano za pomoca cytometrii przeptywowej i prze-
ciwciat monoklonalnych. Lokalne stezenie TGF- ozna-
czano metoda ELISA.

Wyniki: Wykazano istotny wptyw stezenia TGF- na
liczbe plazmocytoidalnych komérek dendrytycznych (DC)
naciekajacych guz. Rosnaca liczba plazmocytoidalnych DC
prowadzita do zmniejszenia stosunku pomiedzy popula-
cja mieloidalnych DC i plazmacytoidalnych. Dodatkowo
lokalne stezenie TGF-B ujemnie korelowato z ekspresja
ZAP-70 w limfocytach CD3* naciekajgcych guz.

Whnioski: Wyniki badan autoréow sugeruja, ze lokalna
produkcja TGF-B w guzie prowadzi do promocji zmian
w profilu leukocytéw naciekajacych guz. Zmiany maja cha-
rakter zmian immunosupresyjnych: wzrost liczby pla-
zmocytoidalnych DC w stosunku do mieloidalnych DC,
obnizenie ekspresji molekut odpowiadajacych za akty-
wacje w limfocytach CD3*.
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Does TGF- orchestrate tumour infiltrating
lymphocytes in NSCLC patients?

Background: TGF-B is a cytokine crucial for tumour-
induced immunosuppression. TGF-B induces a variety of
mechanisms which lead to downregulation of the immune
response: induction of regulatory T lymphocytes, activa-
tion of tolerogenic Th17 lymphocytes, blockade of den-
dritic cells” (DC) migration to lymph nodes, induction of
DC apoptosis, stimulation of angiogenesis through VEGF
release, and suppression of effector cells’ proliferation and
maturation. TGF- is also important for formation of
metastases in the clinical course of NSCLC.

The aim of the study was to investigate the influence
of local TGF-B concentration on the tumour infiltrating
leukocyte population.

Material and methods: The study group consisted of
90 males with NSCLC, treated in the Thoracic Surgery
Department of MU of Lublin. Populations of tumour infil-
trating leukocytes were investigated using flow cytome-
try and monoclonal antibodies. Local concentration of TGF-
was examined with the ELISA method.

Results: Our results showed a significant influence of
local concentration of TGF-B on the percentage of plas-
macytoid DC infiltrating tumour. Increasing count of plas-
macytoid DC led to a lower ratio between myeloid and
plasmacytoid DC. Additionally we noted a negative corre-
lation between concentration of TGF-B and ZAP-70 expres-
sion in tumour infiltrating CD3+ lymphocytes.

Conclusions: Our results suggest that local production
of TGF-B in NSCLC tumour leads to promotion of changes
in populations of tumour infiltrating leukocytes. These
changes induce an immunosuppressive profile of leuko-
cytes: decreased ratio between plasmacytoid and myeloid
DC, and decreased expression of molecules conducting
activation signals in CD3* lymphocytes.
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Proapoptotyczna aktywnos¢ analogow
purynowych w kombinagji

z cyklofosfamidem w komérkach
przewlektej biataczki limfocytowej
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Wstep: Przewlekta biataczke limfocytowa (PBL) cechu-
je defekt w apoptozie nowotworowych limfocytéw B oraz
nadmierna proliferacja niewielkiej populacji komérek zlo-
kalizowanych w osrodkach namnazania limfocytéw. Brak
skutecznego sposobu leczenia PBL sktania do poszuki-
wania nowych terapii, m.in. zastosowania inhibitoréw
kinaz cyklu komaérkowego, np. R-roskowityny.

Celem badan byto poréwnanie wrazliwosci komadrek
jednojadrzastych (MNC) wydzielonych z krwi pacjentéw
z PBL na kladrybine i cyklofosfamid (CC) lub fludarabine
i cyklofosfamid (FC) w warunkach in vivo i ex vivo oraz
analiza wptywu na komaérki MNC R-roskowityny (R) uzy-
tej samodzielnie lub w kombinacji z mafosfamidem.

Materiat i metody: Badania in vivo prowadzono na
komorkach wyizolowanych z krwi chorych pobranej przed
leczeniem, w jego trakcie oraz po 2 tygodniach od poda-
nia ostatniej dawki lekéw. Doswiadczenia ex vivo prowa-
dzono na komérkach otrzymanych z krwi pacjentéw
pobranej przed leczeniem, eksponowanych wytacznie na
pochodne purynowe i mafosfamid oraz ich kombinacje.
Proapoptotyczny efekt zwigzkéw oceniano cytometrycz-
nie i technikg Western blot na podstawie analizy ekspre-
sji kilku biatek zwigzanych z apoptoza. Dodatkowo prze-
prowadzono analize fragmentacji DNA i ocene zawartosci
DNA w komérkach eksponowanych na badane czynniki.

Whnioski:

1. Terapia CCi FC indukuje apoptoze komoérek biataczko-
wych in vivo, ktérej poziom jest nizszy niz ex vivo.

2. R-roskowityna wykazuje wyzsza proapoptotyczna
aktywnos¢ niz pozostate zwiazki ex vivo przy mniejszej
toksycznosci wzgledem komérek MNC zdrowych daw-
cow, co sugeruje jej uzytecznose w leczeniu PBL.

3. Analiza ekspresji biatek zwigzanych z regulacjg i prze-
biegiem apoptozy w komérkach traktowanych bada-
nymi zwigzkami ex vivo moze okazac sie przydatna
w wyborze skutecznej formy terapii PBL.

Proapoptotic activity of purine analogues
combined with cyclophosphamide
in chronic lymphocytic leukaemia cells

Background: Chronic lymphocytic leukaemia (CLL) is
considered as a haematological cancer involving deregu-
lated apoptosis and over-proliferation of a small subset
of malignant lymphocytes. Despite advances in therapy
of this cancer, CLL still remains incurable with standard
approaches. Thus there remains a need for more effective
forms of therapy in both the upfront and relapsed setting.

The aim of the study was to compare in vivo and ex
vivo response of mononuclear cells (MNC) obtained from
blood of CLL patients to CC or FC treatment, and to eval-
uate the proapoptotic activity of a cyclin-dependent kinase
inhibitor, R-roscovitine, applied ex vivo alone or along with
mafosfamide in MNC.

Material and methods: For the in vivo study we used
MNC isolated from blood of CLL patients before and dur-
ing CC or FC therapy, and two weeks after the last drug
administration. For the ex vivo research MNC were
obtained from CLL patients before therapy and exposed
to purine analogues and mafosfamide used solely, and
their combinations. Cell viability was assessed cytomet-
rically. Moreover, the expression of several apoptosis-relat-
ed proteins by Western blot and the fragmentation and
content of DNA in the cells treated with tested agents
were analysed.
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Conclusions:

1. Both CC and FC regimens induce apoptosis in leukaemic
MNC in vivo, but its rate is lower than that under ex vivo
conditions.

2. R-roscovitine seems to be a very useful agent in CLL
treatment. It shows higher proapoptotic activity in
leukaemic MNC but lower cytotoxic effect in normal
MNC than other purine analogues.

3. Analysis of apoptosis-related protein expression and
susceptibility of MNC to used agents ex vivo may serve
as a tool for choosing therapy individually fitted to the
patient

[24]

Zréznicowana wrazliwos¢ komorek
nowotworowych i prawidtowych
na elektroporacje

Nina Skotucka', Matgorzata Daczewska’,
Jolanta Saczko', Julita Kulbacka’,

Agnieszka Chwitkowska', Anna Choromariska’,
Matgorzata Kotulska’

IKatedra i Zaktad Biochemii Lekarskiej,

Akademia Medyczna we Wroctawiu

2Zaktad Biologii Rozwoju Zwierzat, Instytut Zoologiczny,
Uniwersytet Wroctawski

3Instytut Inzynierii Biomedycznej i Pomiarowej,
Politechnika Wroctawska

Wstep: Elektroporacja (EP) to tworzenie w btonie
komarkowej elektroporéw, dzieki ktérym wiecej czaste-
czek moze wnika¢ do wnetrza komérki. Elektroporacja
zachodzi podczas oddziatywania na komaérki polem elek-
trycznym w zakresie 100-2000 V/cm. Zjawisko to ma duze
zastosowanie w biologii i medycynie, chociaz mechanizm
ten nie zostat dobrze poznany. Coraz czesciej elektropo-
racja znajduje zastosowanie przy wspomaganiu chemio-
terapii, jako elektrochemioterapia, ktora indukuje zwiek-
szone wchtanianie lekéw cytostatycznych.

Cel pracy: Sprawdzenie wptywu elektroporacji o r6z-
nych parametrach na przezywalnosé i ultrastrukture komo-
rek.

Materiat i metody: Do badan uzyto ludzkiej linii komé-
rek czerniaka Me-45 oraz prawidtowe fibroblasty z hodow-
li pierwotnej izolowane z dzigsta ludzkiego. W doswiadcze-
niach zastosowano nastepujace parametry elektroporacji:
100, 400, 700, 1000, 1300 i 1600 V/cm; 50 1 100 pus przy
5 impulsach dla kazdego przypadku. Przezywalnos¢ komo-
rek po elektroporacji oceniano testem MTT, natomiast ultra-
strukture komérek obserwowano w mikroskopie elektro-
nowym (Zeis EM 900).

Wyniki i wnioski: Wrazliwos¢ obu linii komérkowych
jest zalezna od zastosowanych parametréw elektropora-
cji. Efekt cytotoksyczny byt zalezny od warunkéw elek-
troporacji. Nie stwierdzono istotnych zmian w obrazie
ultrastrukturalnym. Dobér wtasciwych warunkéw EP
jest niezwykle istotny przy zastosowaniu elektrochemio-
terapii.

Different sensitivity of malignant
and normal cells on electroporation (EP)

Background: A high electric field applied to the plasma
membrane affects organization of the lipid molecules, gen-
erating transient hydrophilic electropores, which are capa-
ble of conducting various non-permeant molecules into the
cell. The new pathway into the cytoplasm is non-selective
and only controlled by the electric field parameters. There-
fore, their geometry, conduction properties, and dynamic
characteristics still have not been fully characterized. Nev-
ertheless, electroporation (EP) is widely used in biology and
medicine. Recently, a new application of electroporation has
been developed — electrochemotherapy (ECT). In ECT, cel-
lular absorption of a poorly transported drug can be great-
ly enhanced following induction of electropores by local
application of electric pulses to tumour tissue.

The aim of the study was to assess the influence of elec-
troporation on malignant and normal cells.

Material and methods: Two cell lines were used: human
malignant melanoma Me-45 and normal human gingival
fibroblast from primary culture. In our study different para-
meters of electroporation were applied: 100, 400, 700, 1000,
1300 and 1600 V/cm; 50 and 100 s in 5 impulses for every
case. The viability of cells after electroporation was esti-
mated by MTT assay. The ultrastructural analysis was per-
formed by electron emission microscope (Zeiss EM 900).

Results and Conclusion: The sensitivity of the two lines
and the cytotoxicity effect were dependent on the electro-
poration conditions. Significant ultrastructural changes were
not observed. The selection of electroporation parameters
is very important in proper application of elec-
trochemotherapy.

(25]

Wptyw promotoréw wchtaniania

na tworzenie zwigzkéw porfirynowych
w skorze myszy po miejscowym
stosowaniu estru metylowego kwasu
5-aminolewulinowego, naturalnego
prekursora zwigzkéw porfirynowych
stosowanego w terapii fotodynamicznej
nowotwordw — badania metodami
bezposredniej fluorescencji in vivo

i ekstrakgji z tkanek

Andrzej M. Bugaj', Asta Juzeniene', Petras Juzenas’,
Vladimir lani, Li-Wei Ma*, Johan Moan*?

1Department of Radiation Biology, Institute for Cancer
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2Department of Physics, University of Oslo, Oslo N-0316,
Norway

Badano wptyw promotoréw wchtaniania, takich
jak dimetylosulfotlenek (DMSO), 1-[2-(decylotio)etylo]-
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azacyklopentan-2-on (HPE-101) oraz Labrafac® CC,
Labrafil®, Labrasol® i Transcutol® (mieszaniny triglicery-
déw kwasu kaprylowego i kaprynowego) w stezeniu
10-procentowym, na powstawanie zwigzkow porfirynowych
w skorze zdrowych myszy po zewnetrznym stosowaniu
masci na podtozu Unguentum M, zawierajacych ester
metylowy kwasu 5-aminolewulinowego (MAL), natural-
nego prekursora zwigzkéw porfirynowych, stosowanego
w terapii fotodynamicznej nowotworéw. Stezenie zwiaz-
kow porfirynowych w skérze myszy oznaczano metoda
bezposredniego pomiaru fluorescencji in vivo. Uzyskane
wyniki dowodza, ze wszystkie badane promotory wchta-
niania zwiekszaja tworzenie zwigzkéw porfirynowych
w skdrze myszy poprzez promowanie wchtaniania MAL
jedynie w przypadku masci 2-procentowej, podczas gdy
w przypadku masci 10- i 20-procentowej tylko DMSO, HPE-
101 i Labrafac® CC nasilaty powstawanie zwigzkdw porfi-
rynowych. W przypadku wszystkich badanych stezen MAL,
DMSO wykazywat najsilniejsze dziatanie promujace,
podobnie jak HPE-101. Metoda ekstrakgji z tkanki skornej
wykazano, ze 10-procentowa mas¢ MAL zawierajaca 10%
DMSO po 4 godz. pozostawienia na skérze zwieksza ste-
zenie zwigzkéw porfirynowych czterokrotnie w poréwna-
niu z 10-procentowa mascig MAL niezawierajgcg DMSO.
Dodatek 10% HPE-101 lub 10% Labrafac® CC powodowat
zwiekszenie stezenia porfiryn w skérze w miejscu dziata-
nia masci odpowiednio 2,5-krotnie i 2-krotnie w poréw-
naniu z dziataniem masci niezawierajgcych promotoréw
wchtaniania. Nie stwierdzono istotnych statystycznie réz-
nic pomiedzy dziataniem 10-procentowej masci MAL
zawierajacych 10% HPE-101 lub Labrafac® CC. Wyniki uzy-
skane po uptywie 24 godz. przy zastosowaniu tych samych
masci wykazaty znaczne zmniejszenie tworzenia zwiaz-
kow porfirynowych w poréwnaniu z wynikami uzyskany-
mi po uptywie 4 godz. W tym przypadku stezenia tych
zwigzkéw w skdrze myszy byty podobne dla wszystkich
badanych masci. Otrzymane wyniki sugeruja, ze nowy pro-
motor wchtaniania Labrafac® CC moze by¢ dodawany do
masci MAL w celu zwiekszania penetracji tego zwigzku
z masci o stezeniu 2-20% na podtozu Unguentum M, co
powoduje zwiekszenie tworzenia zwigzkéw porfirynowych
w skorze.

The effect of skin permeation enhancers on
the formation of porphyrins in mouse skin
during topical application of the methyl
ester of 5-aminolevulinic acid, natural
precursor of porphyrins applied in cancer
photodynamic therapy: a fluorescence and
extraction study

The influence of skin permeation enhancers,
such as dimethyl sulfoxide (DMSO) and 1-[2-
(decylthio)ethyl]azacyclopentan-2-one (HPE-101), Labra-
fac® CC, Labrafil®, Labrasol® and Transcutol® (mixtures of
caprylic and capric acid triglycerides) in a concentration

of 10% (wt./wt.) on the formation of porphyrins in normal
mouse skin from topical application of Unguentum M cre-

ams with methyl 5-aminolevulinate (MAL), ester of 5-ami-
nolevulinic acid, natural precursor of porphyrins, applied
in photodynamic therapy of cancer, was studied. The con-
centration of porphyrins in mouse skin was determined
by direct fluorescence measurements. The results show
that the studied permeation enhancers increase the for-
mation of porphyrins, and, therefore, also the skin pene-
tration of 2% MAL, whereas for 10% and 20% (wt./wt.)
MAL concentrations only DMSO, HPE-101 and Labrafac®
CCincreased the porphyrin formation. At all studied MAL
concentrations DMSO gave the largest enhancing effect,
similarly to that of HPE-101. It was found by an extraction
method that a 10% MAL cream with 10% DMSO for 4 h
increased the concentration of porphyrin about four-fold
compared with 10% MAL cream alone. The presence of
10% HPE-101 or 10% Labrafac® CC in the 10% MAL cream
increased the porphyrin concentration in the area of appli-
cation about 2.5- and 2-fold, respectively, as compared
with MAL cream without enhancers. No statistically signi-
ficant difference was found between the effects of the
creams containing 10% MAL with 10% HPE-101 or 10%
Labrafac® CC. The results obtained after 24 h of mouse
skin treatment with the same creams showed a large
decrease of porphyrin formation in comparison with
results obtained after 4 h. All porphyrin concentrations
measured after this time of MAL cream application were
similar. This suggests that the new penetration enhancer
Labrafac® CC in creams with MAL may be used to incre-
ase the penetration of MAL through the skin from 2-20%
with Unguentum M creams, and at the same time incre-
ase production of porphyrin in the skin.

[26]

Ekspresja osteopontyny w nowotworowych
komérkach macierzystych glejakow

Magdalena Kijewska', Renata Polakowska?,
Zbigniew Korwek’, Bozena Kamiriska'
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Doswiadczalnej im. M. Nenckiego w Warszawie
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3Pracownia Molekularnych Podstaw Starzenia,
Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
w Warszawie

Wstep: Glejaki ztosliwe nalezg do najczestszych nowo-
tworéw osrodkowego uktadu nerwowego i tworza rozlegte
guzy. Wykazano, ze jednym z biatek o podwyzszonym stop-
niu ekspresji w guzie w stosunku do zdrowej tkanki jest
osteopontyna (OPN), a ponadto, Ze stopien ekspresji OPN
koreluje ze stopniem ztosliwosci glejaka i gorszym roko-
waniem dla pacjentow. Postuluje sie, ze glejaki wywodza
sie z nowotworowych komérek macierzystych (cancer stem
cells — CSQ), ktére moga by¢ odpowiedzialne za powsta-
wanie nowotworu, jego rozwoj i opornosc na terapie.

Cel pracy: Opracowanie metod izolacji CSC z linii T98G,
U87, LN18 glejakow i okreslenie poziomu ekspresji OPN
w tych komérkach.
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Materiat i metody: CSC izolowane byty dwiema nieza-
leznymi metodami. W pierwszej metodzie komérki inku-
bowano z roztworem rhodaminy 123 (test wyrzucania rho-
daminy), nastepnie komérki byty sortowane za pomoca
sortera FACS Aria na frakcje pozytywne i negatywne pod
wzgledem obecnosci rhodaminy. Frakcje rhod(-) trakto-
wano jako wzbogacona w populacje CSC. Kolejna meto-
da izolacji CSC zaktadata, ze CSC wykazujg obnizona eks-
presje receptora naskérkowego czynnika wzrostu EGFR
(Polakowska i wsp., 2009). Komérki inkubowano z prze-
ciwciatem na EGFR i sortowano na frakcje EGFR(+)
i EGFR(-). Z uzyskanych frakcji komorek izolowano RNA
i za pomocg real-time PCR oceniano ilosciowo ekspresje
gendéw markerowych Nanog ( Oct3/4 oraz ostepontyny.

Wyniki i wnioski: Uzyskane frakcje komérkowe EGFR(-)
i rhod(-) charakteryzowaty sie podwyzszong ekspresja
gendw Nanog, Oct3/4 w poréwnaniu z frakcjami odpo-
wiednio EGFR(+) i rhod(+), co potwierdza obecnos¢ CSC
w tych frakcjach. We frakcjach EGFR(-) i rhod(-) wyka-
zano kilkudziesieciokrotnie lub kilkasetkrotnie wyzsza
ekspresje OPN. Wzmozona ekspresja OPN w CSC wska-
zuje na nieznang dotad role tego biatka w patologii gle-
jakow.

Osteopontin expression in glioma cancer
stem cells

Background: Malignant gliomas are the most common
primary brain tumours, forming large, infiltrative tumour
bulks. It was shown that one of the proteins, expressed
in the tumour mass, but not in the healthy tissue, is osteo-
pontin, OPN. Furthermore, it was demonstrated that
expression of osteopontin correlates with malignancy
grade of gliomas and poor patient prognosis. It is believed
that cancer stem cells (CSC) are tumour-initiating cells for
gliomas and that these cells are responsible for gliomas’
resistance to chemotherapy.

Aim of the study: The goal of the project is isolation of
CSC from T98G, LN18 and U87 human cell lines and deter-
mination of OPN expression in these cell populations.

Material and methods: Two independent methods for
identification of glioma CSC were employed. Firstly, the
rhodamine 123 (rhod123) exclusion assay was performed.
Cells were incubated with rhod123 and sorted for a cell
population negative or positive for rhod123 staining using
FACS Aria. The negative fraction was considered as
enriched in CSC. The second method for CSC identifica-
tion was based on staining with anti-EGFR antibody, as it
has been shown that cells which are EGFR negative are
enriched in CSC (Polakowska et al., 2009). Cells negative
or positive for EGFR expression were isolated using sort-
ing with FACS Aria. RNA from isolated cell populations was
collected and expression of stem cell markers Nanog and
Oct3/4, as well as OPN, was determined by RT-qPCR.

Results and Conclusions: Cells from EGFR(-) and rhod(-)
fractions display high expression of Nanog and Oct3/4,
which confirms the presence of CSC in these cell popula-
tions. Furthermore, these cells can also be characterized
by many-fold higher expression of OPN, when compared
to EGFR(+) and rhod(+) fractions. Elevated expression of

OPN in CSC suggests a novel and interesting role of OPN
in glioma pathology.

[27]

Analiza niestabilnosci mikrosatelitarnej
w sporadycznych rakach jelita grubego
oraz ocena przydatnosci markera BAT26
w wykrywaniu fenotypu MSI-H

Agnieszka Klimkowska, Piotr Wéjcik, Krzysztof Okon,

Romana Tomaszewska, Dariusz Adamek

Katedra Patomorfologii, Uniwersytet Jagiellofiski,
Collegium Medicum w Krakowie

Wstep: Niestabilnos¢ mikrosatelitarna (MSI) jest mar-
kerem fenotypu mutatorowego. Wystepuje w 15% spora-
dycznych rakow jelita grubego. Wcigz poszukuje sie mar-
kera, ktory umozliwitby jednoznaczna ocene fenotypu MSI.
Ocena statusu MSI moze stuzy¢ jako marker diagno-
styczny w celu okreslenia rokowania w rakach jelita gru-
bego. Raki MSI-H s3 czesciej prawostronne, maja zwiek-
szong produkcje sluzu do podscieliska, nizszy stopien
zréznicowania, mniejsze ryzyko wystapienia przerzutéow
oraz lepsze rokowanie. Pacjenci z rakiem MSI-H nie odno-
sza korzysci z leczenia 5FU, ale odnosza wieksze korzysci
z terapii skojarzonej z irynotekanem.

Cel pracy: Ocena statusu MSI-H i przydatnosci marke-
ra BAT26 w celu wykrywania MSI-H w sporadycznych
rakach jelita grubego.

Materiat i metody: Oceny MSI dokonano w 163 przy-
padkach rakoéw jelita grubego z uzyciem markeréw: APC,
TPS53, BAX, BATRII i BAT26. Produkty PCR rozdzielono na
zelu poliakrylamidowym. Przypadki z co najmniej jednym
niestabilnym locus analizowano w sekwenatorze ABI310
z uzyciem markeréw: APC, TP53 dimer, TP53 pentamer,
DCC, NM23, MLHI, MSH2, HPC1 i MET. Wyniki analizo-
wano, poréwnujac prazki i krzywe dla markeréw z DNA
z tkanki nowotworu oraz z DNA z tkanki spoza guza.

Wyniki: MSI-H wykryto w 15 przypadkach (9,2%); 93,3%
rakéw MSI-H miato niestabilnos¢ w markerze BAT26. Raki
te w poréwnaniu ze stabilnymi mikrosatelitarnie wyka-
zywaty réznice w wielu cechach. Czesciej byty zwigzane
z lokalizacja prawostronna (66,7% MSI-H vs 20,4% MSS),
obecnoscig komponenty sluzowej (40% MSI-H vs 16,8%
MSS), nizszym stopniem zréznicowania (20% MSI-H vs
10,1% MSS) i brakiem przerzutéw odlegtych w momencie
wykrycia.

Whioski: Raki MSI-H s3 odrebna grupa sporadycznych
rakéw jelita grubego, a marker BAT26 wydaje sie najlep-
szym kandydatem do okresSlania tej grupy.
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Microsatellite instability analysis

in sporadic colorectal cancer

and evaluation of the usefulness of BAT26
marker for the detection of MSI-H

Background: Microsatellite instability (MSI) is a hall-
mark of mutator phenotype. About 15% of sporadic col-
orectal cancers show MSI. There is still a need to find a
marker which would enable the unequivocal detection of
MSI. MSI might be a useful predictive and prognostic
marker in colorectal cancer. MSI-H colorectal tumours are
usually right-sided, have a mucinous histology, poor dif-
ferentiation, lower frequency of metastases and better
prognosis. Patients with MSI-H tumours do not benefit
from 5FU treatment, but may benefit from adjuvant ther-
apy with irinotecan.

Aim of the study: Evaluation of MSI-H status and the
usefulness of BAT26 as a marker for the detection of this
group of tumours.

Material and methods: MSI status was examined in
163 sporadic colorectal cancers with a panel of markers:
APC, TP53, BAX, BATRII and BAT26. PCR products were sep-
arated on a polyacrylamide gel. All the cases with any,
even a single unstable locus were subjected to analysis
in an ABI310 sequencer using markers: APC, TP53 dimer,
TP53 pentamer, DCC, NM23, MLH1, MSH2, HPC1 and MET.
The results were analysed for a given tumour in compar-
ison to normal tissue.

Results: MSI was found in 15 cases (9.2%). 93.3% of
MSI-H cases had an instability in BAT26 marker. MSI-H
tumours differed from microsatellite stable tumours in
different aspects. Of all MSI-H tumours 66.7% were right-
sided, in contrast to MSS, of which only 20.4% were right-
sided. 40% of MSI-H and 16.8% of MSS had a mucinous
component. 20% of MSI-H and 10.1% of MSS were poor-
ly differentiated. Moreover, MSI-H did not show distant
metastases.

Conclusions: MSI-H tumours form a distinct group of
sporadic colorectal cancer. BAT26 seems to be the best
candidate to identify MSI-H cancers.

(28]

Przeszczep genetycznie modyfikowanych
komérek macierzystych indukuje
funkcjonalng tolerancje na produkt
transgenu
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Zaktad Immunologii Nowotwordw, Uniwersytet Medyczny
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu
Wielkopolskie Centrum Onkologii w Poznaniu

Wstep: Wprowadzenie genéw kodujacych obce biatka
do macierzystych komérek hematopoetycznych moze pro-
wadzi¢ do rozwiniecia sie stanu tolerancji immunologicznej

lub indukcji odpowiedzi uktadu immunologicznego na pro-

dukt transgenu. Warunki, w jakich produkt obcego genu
wprowadzonego do HSC zaindukuje lub zablokuje odpo-
wiedz immunologiczna, nie zostaty jednak dobrze poznane.

Cel pracy: Analiza spontanicznej oraz zaindukowanej
odpowiedzi immunologicznej na produkt trangenu
w mysim modelu terapii genowe;j.

Materiat i metody: Macierzyste komérki hematopo-
etyczne wyizolowane od myszy Balb/c i zmodyfikowane
lentiwirusem kodujacym EGFP byty przeszczepiane do
napromienionych myszy F1 C57BL/6) x Balb/c. Dwanascie
tygodni po przeszczepie myszy byty swoiscie lub nieswo-
iscie immunizowane, a nastepnie badano odpowiedz
immunologiczng na produkt transgenu.

Wyniki: Po przeszczepie ekspresje EGFP wykazywato
5-15% leukocytéw krwi obwodowej. Ekspresja transgenu
u nieimmunizowanych myszy utrzymywata sie na tym
poziomie do konca trwania eksperymentu. U Zadnego
z badanych zwierzat nie wykryto spontanicznej, swoistej,
komoérkowej ani humoralnej odpowiedzi przeciw EGFP
Swoista immunizacja adenowirusem Ad.EGFP oraz nie-
swoista adenowirusem Ad.LacZ spowodowaty czesciowa
eliminacje komérek wykazujacych ekspresje EGFP. Zjawi-
sku temu towarzyszyta obecnosé przeciwciat anty-EGFP
oraz rozw6j odpowiedzi typu komérkowego. Mimo takich
wyktadnikéw odpowiedzi immunologicznej na produkt
transgenu myszy byty niezdolne do odrzucenia synge-
nicznych komérek nowotworowych wykazujacych eks-
presje EGFP

Whioski: Mimo mierzalnej odpowiedzi immunologicz-
nej w postaci redukgji liczby komérek EGFP*, obecnosci
przeciwciat i swoistych limfocytéow T przeszczep gene-
tycznie zmodyfikowanych HSC indukuje stan funkcjonal-
nej tolerancji na produkt transgenu. Wyniki te moga miec¢
znaczenie przy projektowaniu przedklinicznych oraz kli-
nicznych badah w terapii genowej oraz do zrozumienia
mechanizmoéw autoagresji, a takze aloreaktywnosci
w transplantologii.

Gene-modified haematopoietic stem cell
transplant induces functional tolerance
to the transgene product

Background: Introduction of genes encoding foreign
antigens into haematopoietic stem cells may result either
in a tolerant state or induction of immune responses.
However, the exact conditions for products of foreign
genes introduced into haematopoietic stem cells to induce
or block host immune responses is not well understood.

Aim of the study: We sought to evaluate spontaneous
and vaccine-induced immune responses to the transgene
product in a gene therapy model.

Material and methods: Haematopoietic stem cells
isolated from female Balb/c mice and genetically modified
with EGFP were transplanted into lethally irradiated female
C57BL/6J x Balb/c mice. Twelve weeks post-transplantation,
mice underwent specific or unspecific immunization and
immune responses to EGFP were examined.

Results: Following transplantation levels of EGFP
expressing cells peaked at 5% to 15% of all blood
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circulating cells 12 weeks after transplantation and were
stable thereafter. None of the animals studied
demonstrated any spontaneous anti-EGFP specific
cytotoxic T lymphocyte or antibody responses. Specific
antigen immunization with Ad.EGFP recombinant or sham
vaccination with control Ad.LacZ vector led to partial
elimination of EGFP positive cells, associated with
appearance of anti-EGFP humoral and cellular immune
responses. Despite the markers of specific immune
reactions these immune responses appeared to be
impaired, as demonstrated by host inability to reject
syngeneic tumours expressing EGFP antigens.

Conclusions: Despite observed features of antigen
responses such as reduced numbers of EGFP positive cells,
presence of specific antibodies and T-cells, gene-modified
HSC transplant induces functional tolerance to the
transgene derived product. These findings are important
for the design of future preclinical and clinical gene
therapy trials as well as for understanding mechanisms
leading to autoimmunity and/or alloreactivity in
transplantation protocols.

[29]

Efektywnos¢ leczenia systemowego
ztoSliwego miedzybtoniaka optucnej
w materiale Wielkopolskiego Centrum
Pulmonologii i Torakochirurgii

Maciej Bryl, tukasz Spychalski, Rodryg Ramlau,

Aleksander Barinow-Wojewédzki, Wojciech Dyszkiewicz

Wielkopolskie Centrum Pulmonologii i Torakochirurgii
w Poznaniu

Wstep: Ztosliwy miedzybtoniak to najczestszy pier-
wotny ztosliwy nowotwor optucnej. Wywodzi sie z komo-
rek miedzybtonka i oprécz optucnej wystepuje w innych,
ale duzo rzadszych lokalizacjach, tj. otrzewnej, osierdziu
i ostonce pochwowej jadra. Dane pochodzace z Krajowe-
go Rejestru Nowotworéw méwigce o zachorowaniach:
1999 r.—132 (K: 59, M: 73), 2006 r. — 195 (K: 73, M: 122),
2007 r.— 211 (K: 68, M: 143), oraz o zgonach: 1999 . — 58
(K: 16, M: 42), 2006 1. — 115 (K: 48, M: 67), 2007 r.— 144 (K:
53, M: 91). Ponad 95% tych przypadkéw stanowi ztosliwy
miedzybtoniak optucnej, gdyz w pozostatych lokalizacjach
wystepuje on w kilku przypadkach na rok. Do czynnikéw
etiologicznych zalicza sie przede wszystkim azbest (gtow-
nie krocydolit) oraz palenie tytoniu, ponadto wirus SV 40
(wystepowat on w szczepionkach przeciw polio).

Cel pracy: Wykazanie, ze leczenie systemowe ztosli-
wego miedzybtoniaka optucnej jest postepowaniem war-
toSciowym.

Materiat i metody: Praca powstata na podstawie ana-
lizy retrospektywnej 36 przypadkéw leczonych na Oddzia-
le Onkologii Klinicznej Wielkopolskiego Centrum Pulmo-
nologii i Torakochirurgii w Poznaniu. Chorzy byli wtaczani
do oceny w latach 1999-2008, prowadzono na biezaco
obserwacje efektoéw leczenia, zaréwno wczesnych, jak

i odlegtych. Na podstawie zebranych danych okreslona
zostanie efektywnos$¢ wczesna postepowania systemo-
wego, poprzez oszacowanie odsetka odpowiedzi i korzy-
sci klinicznej (CR + PR + SD > 3 miesiecy), i ocena odle-
gtych wynikéw leczenia, poprzez ocene mediany przezycia
catkowitego i odsetkéw przezy¢ rocznego i dwuletniego
i poréwnanie ich z historycznymi wynikami leczenia raka
ptuca, zotadka, nerki.

Wyniki analizy zostang zaprezentowane na Kongresie.

Effectiveness of systemic treatment of
malignant pleural mesothelioma in files of
the Greater Poland Centre of Pulmonology
and Thoracic Surgery

Background: Malignant pleural mesothelioma is the
most common primary malignant neoplasm of pleura. It
is derived from mesothelial cells and besides pleura it can
appear in other but much rarer locations, i.e.: peritoneum,
pericardium and tunica vaginalis testis. Data from the Pol-
ish National Cancer Registry show morbidity as follows:
1999 — 132 cases (F: 59, M: 73) 2006 — 195 (F: 73, M: 122),
2007 — 211 (F: 68, M: 143) and mortality: 1999 — 58 (F: 16,
M: 42), 2006 — 115 (F: 48, M: 67), 2007 — 144 (F: 53, M: 91).
More than 95% of those cases are malignant pleural
mesothelioma, because all other locations occur in sev-
eral cases a year. Aetiological factors are mainly asbestos
(crocidolite), tobacco smoking and SV40 virus (found in
some polio vaccines).

Material and methods: This is retrospective analysis of
36 cases treated in the Oncology Department of the
Greater Poland Centre of Pulmonology and Thoracic
Surgery. Patients were included in the evaluation between
1999 and 2008 and observation of the effectiveness of
treatment outcomes, both early and remote, were per-
formed on an ongoing basis. Early treatment effectiveness
will be evaluated by estimating the objective response rate
and clinical benefit rate (CR + PR + SD > 3 months). Remote
outcomes will be evaluated by median overall survival and
one- and two-year survival rates compared with historical
data concerning lung, stomach and kidney cancer.

Results will be presented at the Congress.

[30]

Rak jelita grubego u chorych geriatrycznych
- analiza sposobu wykrycia nowotworu,
przebiegu i wczesnych wynikow leczenia
operacyjnego

Renata Chrzan, Tomasz Kulpa

Oddziat Chirurgii Ogélnej i Onkologicznej, Okregowy
Szpital Kolejowy we Wroctawiu

Wstep: Rak jelita grubego (RJG) jest najczesciej wyste-
pujacym nowotworem ztosliwym u ludzi powyzej 75. roku
zycia. Ocenia sie, ze sredni wiek chorych w momencie usta-
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lenia rozpoznania raka okreznicy wynosi 72 lata, w chwili
rozpoznania raka odbytnicy 70 lat, a 18-25% chorych ma
wiecej niz 80 lat. W latach 30. XX w. pojawity sie pierwsze
doniesienia o leczeniu operacyjnym chorych w wieku powy-
zej 70 lat, wykazujace, ze tacy chorzy moga by¢ operowa-
ni z akceptowalnym ryzykiem. Liczba chorych w wieku
powyzej 70 lat operowanych z powodu RJG wzrosta w cza-
sie kolejnych dziesiecioleci. Odsetek chorych z tej grupy
wiekowej operowanych w latach 40. XX w., wynoszacy 15%,
zwiekszyt sie do 41% w latach 70. XX w., do 49% w roku
1986 i do 60% w 1997 r. W pracach z ostatnich 15 lat doty-
czgcych chorych na RJG powyzej 80. roku zycia odsetek
operowanych pacjentéw waha sie w granicach 57-91%. U
tych chorych wystepuja czesto schorzenia kardiologiczne,
powodujgc zwiekszenie ryzyka okotooperacyjnego.

Cel pracy: Analiza sposobu wykrycia nowotworu, prze-
biegu i wczesnych wynikéw leczenia operacyjnego raka
jelita grubego u chorych geriatrycznych.

Materiat i metody: Analizowano dokumentacje medycz-
na 103 pacjentow (51 kobiet i 52 mezczyzn) hospitalizo-
wanych na tutejszym oddziale chirurgii ogélnej i onkolo-
gicznej od stycznia 2008 r. do stycznia 2010 r. z powodu
raka jelita grubego. Srednia wieku wyniosta 65,5 roku.

Wyniki: Przed zabiegiem operacyjnym kolonoskopie
wraz z badaniem histopatologicznym potwierdzajacym
obecnos¢ RIG wykonano u 82 chorych (40 kobiet i 42 mez-
czyzn). U pozostatych chorych 15 kobiet i 6 mezczyzn RIG
zostat wykryty podczas zabiegu operacyjnego z powodu
niedroznosci. Najczestszym wskazaniem do wykonania
badania endoskopowego byty: krwawienie i niedokrwi-
stos¢ u ok. 50% badanych, podejrzenie guza w badaniu
ultrasonograficznym u ok. 10% skierowanych. Zaden cho-
ry nie byt skierowany na badanie przesiewowe. Liczba
kobiet i mezczyzn poddanych zabiegowi operacyjnemu
z powodu RJG w badaniu autorow jest taka sama. U 45%
chorych RJG wystepowat w prawej potowie okreznicy.
U 83% pacjentow wystepowaty schorzenia kardiologicz-
ne. Resekcje leczaca wykonano u 68% chorych, resekcje
paliatywna u 6%, a zabieg odbarczajacy u 26% chorych.
Smiertelnos¢ wsréd chorych poddanych zabiegom ope-
racyjnym wyniosta 14%. Wsréd innych obserwowanych
powiktan wystapity: niewydolnosé oddechowa —13%, nie-
szczelnos¢ zespolenia — 8%, zakazenia ogblne — 9%.

Whioski: Sposéb wykrycia nowotworu, przebiegu
i wezesnych wynikéw nie odbiega od danych polskich. Roz-
poznanie w pdzniejszych stadiach choroby spowodowa-
ne jest niechecia i trudnym dostepem do badan diagno-
stycznych oraz obawami pacjentéw przed leczeniem
chirurgicznym. Obserwacja po leczeniu w jednostce spe-
cjalistycznej jest utrudniona ze wzgledu na wiek, warun-
ki socjoekonomiczne i schorzenia wspétistniejace.

Colon cancer in geriatric patients

- evaluation of way of cancer detection,
course and early results of operative
treatment

Background: Colon cancer is the most frequent cancer
in people aged over 75 years. It is evaluated that the aver-

age age of patient is 72 years at the time of diagnosis of
colon cancer, 70 years at the time of diagnosis of rectal
cancer, and 18-20% of patients are older than 80 years. In
the 1930s appeared the first reports about operative treat-
ment in patients aged over 70 years, showing that such
patients can be operated on with acceptable risk. The
number of patients aged over 70 years operated on
because of colon cancer grew during the next decades.
The percentage of patients from this age group treated
surgically rose from 15% in the 1940s to 41% in the 1970s,
49% in 1986, and 60% in 1997. In papers from the last 15
years concerning colon cancer patients aged over 80 years
the percentage of patients operated on varies from 57 to
91%. Such patients often have cardiological diseases rais-
ing operation risk.

Aim of the study is to evaluate the way of cancer detec-
tion and course and early results of operative treatment
in geriatric patients.

Material and methods: Medical documentation of 103
patients (51 women and 52 men) operated on in our ward
in the period from January 2008 to January 2010 were
analysed. Average age was 65.5 years.

Results: Colonoscopy with histopathological examina-
tion confirming presence of cancer was performed in 82
patients (40 women and 42 men) before the operation.
In the others (15 women and 6 men) colon cancer was dis-
covered during the operative procedure because of ileus.
The most frequent indications for endoscopic examina-
tion were: bleeding and anaemia in approximately 50%
of patients, suspicion of tumour in ultrasonography in
approximately 10% of patients. Nobody had screening
before. The numbers of women and men operated on
because of colon cancer in our study are equal. In 45% of
patients the cancer was located in the right half of the
colon. In 83% of patients cardiological diseases were pre-
sent. Curative resection was performed in 68% of patients,
palliative resection in 6%, and decompressed procedure
in 26%. Surgical mortality was 14%. We observed such
complications as: respiratory failure — 13%, leak of anas-
tomosis — 8%, general infections — 9%.

Conclusions: Methods of cancer detection, course and
early results are similar to other Polish data. Diagnosis in
the late stage of disease confirms distaste and fears of
patients because of surgical treatment and also difficult
access to diagnostic examinations. Observation after the
treatment is difficult because of age, social and econom-
ic conditions and co-existing diseases.
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Ocena manualnej mobilizacji tkanek
miekkich u chorych po zabiegach
onkologicznych na szyi z wykorzystaniem
badafh USG

Magdalena Kordylewska', Stawomir Marszatek*,
Wojciech Golusinski’

10ddziat Chirurgii Gtowy i Szyi i Onkologii Laryngologicznej,
Wielkopolskie Centrum Onkologii w Poznaniu;

Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego

w Poznaniu

2Zaktad Lekkiej Atletyki, Akademia Wychowania Fizycznego
w Poznaniu

Wstep: W wyniku zabiegdw chirurgicznych wykony-
wanych w obrebie szyi obserwuje sie wiele zaburzen
funkcjonalnych szyi, tutowia i kofczyn gérnych. Najcze-
Sciej wystepuje zwiekszenie spoczynkowego napiecia
i ostabienie miesni okolicy szyi i obreczy barkowej. Obja-
wy te sg zawigzane z bliznami powstatymi po operacji.
Maja one istotny wptyw na zwiekszenie napiecia w obre-
bie powiezi tutowia, szyi, barkéw i konczyn gérnych. Bli-
zny zmniejszajg rowniez fizjologiczne zakresy ruchow
w odcinku szyjnym kregostupa oraz stawach obreczy bar-
kowej. Sa odpowiedzialne za powstanie obrzekéw limfa-
tycznych, zespotéw bélowych i parestezji.

Cel pracy: Ultrasonograficzna oraz fizjoterapeutyczna
ocena manualnych mobilizacji tkanek miekkich u chorych
po operacjach onkologicznych na szyi.

Materiat i metody: Analizie poddano chorych po zabie-
gach chirurgicznych na szyi, zgtaszajacych objawy boélo-
we w okolicy blizn pooperacyjnych. Przed zastosowaniem
i po zastosowaniu manualnych technik rozluzniania tka-
nek miekkich zwigzanych posrednio i bezposrednio z blizng
pooperacyjng wykonywano badanie ultrasonograficzne,
ocene skali bélu VAS oraz pomiar zakreséw ruchéw
w odcinku szyjnym kregostupa. W badaniu sonograficz-
nym oceniano lokalizacje i rozlegtosé powstatych zmian
tkankowych, kierunek ich penetracji do tkanek gtebokich.

Wyniki: W wyniku zastosowania terapii tkanek miek-
kich w obrazie ultrasonograficznym wykazano istotne
zmniejszenie sie obszaréw zmienionych bliznowato. Zaob-
serwowano zmniejszenie sie objawow boélowych zwia-
zanych z powstatymi bliznami pooperacyjnymi oraz
z towarzyszacymi im restrykcjami tkankowymi. Wykaza-
no takze poprawe zakreséw ruchdéw w odcinku szyjnym
kregostupa.

Whnioski: Zastosowanie manualnych technik rozluz-
niania tkanek miekkich zmienionych bliznowato ma istot-
ny wptyw na zmniejszenie dolegliwosci zwiazanych z prze-
bytym zabiegiem. Wykonane przed terapia oraz po niej
badanie ultrasonograficzne pozwala obiektywnie ocenic
rozlegtos¢ zmian bliznowatych po operacjach onkolo-
gicznych i radioterapii oraz zobiektywizowa¢ wynik zasto-
sowanych technik manualnych.

The evaluation of manual techniques
of soft tissues in neck cancer patients
by US examination

Background: We can observe many functional disor-
ders of the neck, trunk and upper extremities as the result
of operational procedures on the neck. The most common
are: increase of resting tension and strength reduction of
muscles in the neck area and shoulder girdle. These symp-
toms are connected with the post-operational scars. They
have a significant influence on tension in the trunk fas-
cia, neck, shoulders and upper extremities. The scars can
reduce the scope of physiological movement in the neck
segment and shoulder girdle joint. They are also respon-
sible for lymphatic oedema, pain syndrome and paraes-
thesia.

Aim of the study: Ultrasonographic and physiothera-
peutic evaluation of manual techniques of soft tissue
mobilization in neck cancer patients after neck operation.

Material and methods: The material comprised patients
after surgical procedures on the neck with pain symptoms
in the area of post-operational scars. Before and after the
implementation of soft tissue manual relaxation tech-
niques, ultrasonography (US) examination, assessment
of pain using the VAS scale, and movement scope mea-
surement in the neck segment were done. During the US
examination the scope, location and direction of deep tis-
sue penetration of tissue changes were estimated.

Results: As a result of soft tissue therapy a significant
decrease of scar area was revealed in the US examina-
tion. Additionally a decrease of pain symptoms connect-
ed with post-operational scars and accompanying tissue
restrictions was observed. An improvement of movement
scope in the neck segment was also demonstrated.

Conclusions: Use of manual techniques of soft tissue
relaxation has a significant influence on decreasing ail-
ments connected with the operational procedure. US
examination done before and after the operation can
objectively estimate the scope of scars after oncological
procedures and in radiotherapy. It can also objectify the
result of manual techniques.

(32]

Ocena wynikéw badania klinicznego

I/11 fazy genetycznej leczniczej szczepionki
czerniakowej modyfikowanej genami
Hyper-IL-6 i GM-CSF

Jacek Mackiewicz*?, Aldona Karczewska-Dzionk’,
Piotr J. Wysocki*?, Dariusz Izycki*?, Maria taciak’,
Matgorzata Kapcinska', Renata Blizniak’,
Maciej Wiznerowicz', Julian Malicki,

Andrzej Mackiewicz¥

1Zaktad Diagnostyki i Immunologii Nowotworéw,
Wielkopolskie Centrum Onkologii w Poznaniu

2Katedra Biotechnologii Medycznej, Uniwersytet Medyczny
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu
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Cel badania: Ocena wptywu immunizacji GMTV-
-H6/GM-CSF, GMTV-H6 oraz szczepionki sktadajacej sie
z komorek genetycznie niemodyfikowanych na odpowie-
dzi kliniczne u chorych na czerniaka z mierzalnymi prze-
rzutami; ocena toksycznosci i catkowitych przezy¢ (OS)
chorych.

Materiat i metody: Do pieciu ramion badania zrando-
mizowano 63 chorych: 1) immunizacja GMTV — H6/GMCSF
w dawce: 1 x 107 komorek; 2) 5 x 107; 3) 2,5 x 108; 4) immu-
nizacja szczepionka sktadajaca sie z komaorek niemodyfi-
kowanych (5 x 107) oraz 5) GMTV-H6 (5 x 107). Odpowie-
dzi kliniczne oceniano wg kryteriéw RECIST, OS przy uzyciu
metody Kaplana-Meyera, toksycznos¢ za pomocg kryte-
riow CTC.

Wyniki: Sposréd 23 chorych otrzymujacych GMTV-
-H6/GMCSF obiektywne odpowiedzi kliniczne (CR + PR)
zaobserwowano u 21%. Na leczenie (CR + PR + SD) odpo-
wiedziato 65% chorych. Mediana OS w grupie GMTV-
H6/GM-CSF byta dtuzsza (436 dni) niz w kontrolnej gru-
pie historycznej (230 dni). Sposrod 32 chorych leczonych
GMTV-H6, CR + PR obserwowano u 21%, CR + PR + SD u
56% chorych. Przezycie catkowite w grupie GMTV-H6
wynosito 319 dni. Odpowiedz na leczenie (CR + PR) w gru-
pie otrzymujacej szczepionke sktadajaca sie z komorek
niemodyfikowanych obserwowano u 10% chorych. Wsréd
wszystkich chorych biorgcych udziat w badaniu CR + PR
zanotowano u 20%, podczas gdy SD u 42%. Przezycie cat-
kowite chorych leczonych GMTV byto wydtuzone o 161
dni. Przezycie catkowite chorych, ktérych odpowiedziel
na leczenie, byto dtuzsze w poréwnaniu z niereagujacy-
mi na leczenie (692 vs 263 dni). Tolerancja leczenia byta
dobra.

Whioski: (i) Immunoterapia GMTVH6/GMCSF chorych
na zaawansowanego czerniaka wywotuje obiektywne
odpowiedzi kliniczne i wydtuza OS. (i) GMTVH6/GMCSF
jest bezpieczna. (iii) Dawka GMTVH6/GMCSF 5 x 107
komaérek jest optymalna. (iv) Niemodyfikowana GMTV
wywotuje sporadyczne odpowiedzi kliniczne, wiec nie
powinna by¢ wykorzystana w ramieniu kontrolnym bada-
nia. (v) Chorzy, ktérzy odpowiedzieli na leczenie, zyja dtu-
zej w poréwnaniu z niereagujacymi na leczenie.

Results of phase I/1l clinical trial
of therapeutic cellular vaccine modified with
Hyper-IL-6 and GM-CSF genes (GMTV-H)

Aim of the study: To evaluate the effect of immuniza-
tion with GMTV-H6/GM-CSF, GMTV-H6 and genetically
unmodified vaccine on clinical response in melanoma
patients with measurable metastases; evaluation of tox-
icity and effect on overall survival (OS).

Material and methods: 63 patients randomized into
five arms: 1) immunized with GMTV — H6/GMCSF at dos-
es: 1x 107 cells; 2) 5 x 107; 3) 2.5 x 108; 4) immunized with
non-modified vaccine (5 x 107) and 5) with GMTV-H6
(5 x 107). Clinical responses were evaluated using RECIST,
OS using Kaplan-Meier method, toxicity using CTC criteria.

Results: Of 23 patients receiving GMTV-H6/GMCSF,
objective responses (CR+PR) were noted in 21%. 65% of

patients responded to therapy (CR+PR+SD). The median
OS in the GMTV-H6/GM-CSF group was significantly longer
(436 days) than in the historical control group (230 days).
Of 32 patients receiving GMTV-H6, CR+PR were recorded
in 21%, CR+PR+SD in 56% of patients. The mean OS in the
GMTV-H6 arm was 319 days. In patients receiving non-
modified vaccine CR+PR were seen in 10% of patients.
CR+PR were seen in 20% of all cases studied, SD in 42%.
The OS in GMTV treated patients was extended by 161
days. OS rates of responders and non-responders were sig-
nificantly different (692 v 263 days). All vaccines were safe.

Conclusions: (i) Immunotherapy with GMTV-H6/GMCSF
of advanced melanoma patients causes objective respons-
es and extends the OS. (ii)) GMTV-H6/GMCSF is safe. (jii)
GMTV-H6/GMCSF 5 x 107 cells dose is optimal. (iv) Non-
modified GMTV induces occasional clinical responses and
thus should not be used in the control arm. (v) Respon-
ders live significantly longer than non-responders.

(33]

Hipotermia 13 MHz skojarzona

z radiochemioterapia w leczeniu chorych
na raka szyjki macicy w stopniu llb i lllb.
Wyniki wstepne oraz ocena tolerancji
leczenia

Norbert Piotrkowicz, Krzysztof Bujko, Ryszard Krynicki,
Jagna Staniaszek, Bogustaw Lindner, Edward Skrocki,
Joanna Joriska-Gmyrek

Centrum Onkologii — Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie
w Warszawie

Wstep: Wyniki doswiadczenia holenderskiego udo-
wodnity przewage leczenia skojarzonego z hipertermia
nad wytaczna radioterapia u chorych na zaawansowane-
go raka szyjki macicy. Podczas 12-letniej obserwacji wyka-
zano 12-procentowe zwiekszenie przezy¢ catkowitych po
zastosowaniu hipertermii w poréwnaniu z chorymi pod-
dawanymi wytacznie radioterapii.

Materiat: Od 30.10.2008 r. do 31.12.2009 r. w Zaktadzie
Teleradioterapii Centrum Onkologii w Warszawie prze-
prowadzono radykalng radiochemioterapie u 179 chorych
na raka szyjki macicy w stopniu llb i Illb wg FIGO. Wiek
chorych wynosit 28-78 lat (mediana 54 lata).

Metoda: Kazda z chorych otrzymata konformalne
napromienianie fotonami X o energii 9-15 MeV w dawce
frakcyjnej 1,8-2 Gy do dawki catkowitej 46—-60 Gy wraz
z chemioterapig cisplatyng 40 mg/m? oraz z czterema
zabiegami hipertermii 13 MHz. Polem nagrzewanym obej-
mowano obszar analogiczny do poddawanego napro-
mienianiu. Skéra i tkanka podskérna chorych byty zabez-
pieczane przed przegrzaniem bolusem wodnym
o temperaturze 23°C. Stosowano moc w zakresie 110-150
W. W kazdym z przypadkéw uzyskiwano temperature
38,5-41,5°C, mierzong w pochwie. Po zakonczeniu powyz-
szego podawano 4 frakcje brachyterapii HDR w dawce 7,5
Gy na podstawie planowania 3D.
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Wyniki: Nie stwierdzono koniecznosci przerwania lecze-
nia ze wzgledu na jego nietolerancje. Podczas obserwacji
trwajacej 3—-13 miesiecy (mediana 6 miesiecy) niepowo-
dzenie leczenia stwierdzono u 25 chorych (14%), w tym
u 14 chorych progresje miejscowa, u 3 przerzuty do watro-
by, u 2 przerzuty do ptuc, u 2 chorych zajecie weztéw
chtonnych nadobojczykowych, u 2 weztéw chtonnych bio-
drowych i okotoaortalnych, a u 2 wtérne zmiany kostne.

Whioski: Radiochemioterapia wspomagana hipertermia
u chorych na raka szyjki macicy jest postepowaniem bez-
piecznym i dobrze tolerowanym. Mozliwe jest uzyskanie
terapeutycznych wartosci temperatur. Do ostatecznej oce-
ny zastosowanego sposobu leczenia konieczne jest prze-
prowadzenie badania z losowym doborem chorych.

13 MHz hyperthermia-assisted
chemoradiation in the treatment of Ilb-llib
FIGO stage cervical cancer patients.
Treatment tolerance and assessment

of preliminary results

Background: Long-term results of the Dutch Trial
proved the advantage of hyperthermia-assisted treatment
over radiation alone of advanced cervical cancer patients.
After 12 years a 12% benefit in overall survival was
observed among patients who received hyperthermia dur-
ing irradiation.

Material: From 30 November 2008 to 31 December
2009 a group of 179 lIb-lllb FIGO stage cervical cancer
patients underwent hyperthermia-assisted chemoradia-
tion treatment at the Radiation Department of the Cen-
tre of Oncology in Warsaw. Patients’ age was from 28 to
78 years (median 54).

Method: Every patient received external beam, con-
formal irradiation with 9-15 MeV photons together with
cisplatin of 40 mg/m?. Total dose was 46-60 Gy in 1.8-2
Gy per fraction. During this a total of four hyperthermia
sessions were performed in every case. Heated volume
was similar to irradiated one. The temperature of 38.5-
41.5°C, measured in the vagina, was maintained in every
case. A water bolus with temperature of 23°C was used
to prevent over-heating of the skin and sub-cutaneous
tissue. Average power level was from 110 to 150 W. After
completion of external beam treatment HDR brachyther-
apy was performed with 4 fractions of 7.5 Gy per fraction
according to 3D dose distribution planning.

Results: No need for treatment interruption was detect-
ed due to patient’s intolerance. During follow-up time of
3 to 13 months (median 6 months) treatment failure in 25
patients was detected (14%), including 14 local relapses,
3 patients with liver metastases, 2 with lung metastases,
2 with supraclavicular and 2 with iliac and para-aortic
lymph node involvement. In 2 patients secondary bone
lesions were found.

Conclusions: Hyperthermia-assisted chemoradiation
in advanced cervical cancer patients is a safe and well tol-
erated procedure. Therapeutic values of temperature are
obtainable. A randomized trial is needed for final assess-
ment of the treatment pattern.
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Ciezkie powiktania infekcyjne

po chemioterapii fludarabing

i alemtuzumabem u chorych na przewlekta
biataczke limfocytowa (PBL) na przyktadzie
trzech przypadkow

Agnieszka Porowska', Anna Dawidowska',
Andrzej Deptata®’

IKlinika Onkologii i Hematologii, Centralny Szpital Kliniczny
MSWiA w Warszawie
2Warszawski Uniwersytet Medyczny

Wstep: Nowoczesna chemioterapia (CTH) moze nasi-
li¢ zaburzenia odpornosci u chorych na przewlekta bia-
taczke limfocytowa (PBL), ktorych skutkiem sa ciezkie
powiktania infekcyjne.

Opis przypadkéw: Trzech mezczyzn (KM, KZ i ZZ — wiek
38, 64 i 64 lata) z objawowa PBL i obecnoscig niekorzyst-
nych czynnikéw cytogenetycznych/molekularnych byto
leczonych za pomoca CTX + FLU + alemtuzumab (A)
w ramach badania klinicznego HOVON 68 CLL. Wszyscy
pacjenci otrzymywali profilaktyke przeciwko zakazeniom
wirusowym i Pneumocystis.

Dwa tygodnie po zakoficzeniu chemioterapii u chore-
go KM pojawita sie uporczywa biegunka, ktéra ustgpita
dopiero po doustnym podaniu metronidazolu. Dwa tygo-
dnie p6Zniej wystapito ciezkie zapalenie ptuc oraz masyw-
na opryszczka wargowa. Prawie 2 lata po zakorczeniu che-
mioterapii, bedac w stanie PR PBL, pacjent zachorowat na
r6ze podudzia lewego, powiktana ropniem stopy lewe;.

Pacjent KZ uzyskat odpowied? catkowita (CR) po
6 cyklach CTH + A. Trzy miesiace pézniej u pacjenta roz-
wineto sie zapalenie ptuc Pneumocystis jiroveci, a nastep-
nie pneumonia Mycobacterium kansasii. Po ustapieniu
obu infekgji ptucnych u chorego technikg PCR wykryto
reaktywacje CMV oraz HBV. Zakazenie CMV zostato sku-
tecznie wyleczone, natomiast infekcja HBV nie ustapita
po terapii lamiwudyna, co doprowadzito do rozwoju ostrej
niewydolnosci watroby, ktéra skutecznie leczono za pomo-
ca transplantacji watroby.

U pacjenta ZZ po 6. cyklu CTH + A doszto do wystapie-
nia goraczki neutropenicznej powiktanej zakazeniem drog
moczowych, ktére skutecznie leczono za pomoca dozyl-
nych antybiotykéw. Dwa tygodnie péZniej u chorego roz-
wineto sie obustronne zapalenie ptuc, ktére nie poddawato
sie terapii antybiotykami i lekami przeciwgrzybicznymi.
Wykonano BAL, w ktérym wykryto Mycobacterium tuber-
culosis. Nie uzyskano poprawy po leczeniu przeciwpratko-
wym i chory zmart.

Whioski: Ciezkie powiktania infekcyjne pojawiajace sie
po chemioterapii zawierajacej FLU + A moga zagrazac zyciu
chorego. Profilaktyka przeciwzakaZna i uwazne monito-
rowanie nie zawsze zmniejszaja ryzyko wystapienia zgo-
nu wynikajace z tych ciezkich zakazen.
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Serious infections after fludarabine and
alemtuzumab chemotherapy in patients
with chronic lymphocytic leukaemia -
report of three cases

Background: A new chemotherapy (CTH) regimen in
CLL can augment immunodeficiency that may cause
severe infectious complications.

Case reports: Three males (KM, KZ, and ZZ — age 38,
64, and 64) suffering from symptomatic CLL with
unfavourable cytogenetic/molecular profile were treated
with CTX + FLU + alemtuzumab (A) in the clinical trial HOV-
ON 68 CLL. All of the patients received oral prophylaxis
against viral and Pneumocystis infections. Two weeks after
completion of CTH patient KM acquired severe diarrhoea,
resolved by oral therapy with metronidazole. Two weeks
later he developed severe bacterial pneumonia and HSV
infection. Almost two years after the completion of CTH,
while continuing PR of CLL, he suffered from erysipelas of
the left lower limb complicated by abscess of the left foot.

Patient KZ achieved CR of CLL after 6 cycles of CTH + A.
Three months later he developed Pneumocystis jiroveci
pneumonia, and then Mycobacterium kansasii pneu-
monia. After resolution of those pulmonary infections,
CMV and HBV reactivation were diagnosed by PCR. CMV
infection was successfully treated, but HBV infection did
not respond to lamivudine and led to acute liver failure,
which was successfully treated by liver transplantation.

Patient ZZ was diagnosed with fever neutropenia dur-
ing the 6th cycle of CTH + A. Simultaneously urinary tract
infection was recognized and effectively treated with i.v.
antibiotics. Two weeks later he developed multilobular
pneumonia not responding to antibiotics and antifungal
agents. BAL examination revealed Mycobacterium tuber-
culosis infection. There was no improvement after anti-
tuberculous therapy and the patient died.

Conclusions: Severe infectious complications related
to FLU = A chemotherapy can be life-threatening. Pro-
phylaxis and careful monitoring do not always reduce the
risk of mortality from such severe infections.
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Myelolipoma - rzadka postac ptucna.
Czy zawsze wymaga ona radykalnej
interwencji chirurgicznej?

Adam Rzechonek’, Jerzy Kotodziej', Jarostaw Adamiak’,
Marek Lubicz’, Aleksandra Kamirnska’

IKatedra i Klinika Chirurgii Klatki Piersiowej,

Akademia Medyczna im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu
2Zaktad Patologii, Dolnoslaskie Centrum Choréb Ptuc

we Wroctawiu

3Wydziat Informatyki i Zarzadzania, Politechnika Wroctawska

Mpyelolipoma (ML) jest tagodnym nowotworem, zbu-
dowanym gtéwnie z dojrzatych komérek ttuszczowych.
Jego gtéwnym umiejscowieniem sa nadnercza. Jezeli masa

guza jest duza, moze dawac objawy uciskowe. W przy-
padku myelolipoma z krwiakiem moze wystapic¢ niedo-
krwistosc.

Przedstawiono rzadki przypadek wewnatrzoskrzelowe]
myelolipoma, wspétistniejacej z rakiem prostaty.

Mezczyzna, 73 lata, po prostatektomii w 1999 r. i radio-
terapii z powodu z przerzutéw do kosci. W tomografii kom-
puterowej wykryto niedroznos¢ oskrzela do ptata gorne-
go ptuca lewego. W bronchoskopii stwierdzono prawie
catkowita obturacje oskrzela przez gtadki, rézowawo-zot-
tawy guz.

Histopatologicznie rozpoznano myelolipoma. Chore-
go nie zakwalifikowano do resekcji. Wdrozono palia-
tywna, bronchoskopowa elektrokoagulacje argonowa.
Uzyskano czesciowe udroznienie oskrzela; chory bez
dusznosci i incydentéw zapalnych ptuc jest w trakcie
14-miesiecznej obserwacji.

Wnhioski: Przy braku cech miejscowej i ogélnej ztosli-
wosci resekcja myelolipoma ptucnej nie jest konieczna.

Intrapulmonary myelolipoma.
Does it always require radical resection?

Myelolipoma (ML) is a benign tumour composed main-
ly of adult adipocytes. It is located commonly in the adren-
al gland. If its volume is large, it could lead to pressure
syndrome. In cases of ML with haematoma, anaemia
could appear.

We present a rare, interesting case of intrapulmonary
myelolipoma that coexisted with carcinoma prostate.

A 73-year-old man after prostatectomy in 1999 and
recently after radiotherapy due to metastases to bones
was diagnosed by CT. Obstruction of the upper left
bronchus was detected. In bronchoscopic findings subto-
tal obstruction of the bronchus through a smooth rose
and yellow tumour was found.

The histopathological finding of disease was myelolipo-
ma. The patient was disqualified for resection. Three
times bronchoscopic argon plasma coagulation therapy
for bronchial obstruction was used. We obtained partially
restoration of bronchus patency. During 14 months of
observation the patient had no dyspnoea or pneumonia.

Conclusions: In case of lack of regional or haemato-
logical malignancy the surgical resection of myelolipoma
is unnecessary.
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Odlegte wyniki leczenia chorych

na przerzutowego raka jelita grubego
(MCRC), nalezacych do grupy wysokiego
ryzyka za pomoca chemioterapii opartej
na irinotekanie (CPT11)

Agnieszka Krzyszton', Matgorzata Magor,
Joanna Omyta-Staszewska', Alicja Asendryk-Wozniak',
Andrzej Deptata”’

IKlinika Onkologii i Hematologii, Centralny Szpital Kliniczny
MSWIA w Warszawie
2Warszawski Uniwersytet Medyczny

Wstep: Niektére wczesniejsze publikacje wskazywaty,
ze chemioterapia oparta na CPT11 moze nie przynosic¢
korzysci odnosnie do dtuzszego przezycia chorych na prze-
rzutowego raka jelita grubego (MCRC) z grupy wysokiego
ryzyka. W celu zrewidowania tej tezy przeprowadzono
retrospektywna analize.

Materiat i metody: Z grupy 197 chorych na MCRC leczo-
nych w latach 2002-2009 w osrodku autoréw, zidentyfi-
kowano 53 pacjentéw nalezacych do grupy wysokiego
ryzyka (HiR) (tj. spetniajacych > 2 kryteria: PS > 1; i/lub
podwyzszona aktywnos$¢ LDH; i/lub > 1 lokalizacja prze-
rzutéw; i/lub poprzedzajaca chemioterapia adiuwantowa)
i poddano ich retrospektywej analizie poréwnawczej z gru-
pa pacjentéw standardowego ryzyka (StR). Grupe HiR sta-
nowito 17 kobiet i 36 mezczyzn w wieku 40-81 lat (media-
na 64,7 roku). Wszyscy pacjenci leczeni byli chemioterapia
oparta na CPT11, wg schematu de Gramonta lub AlO.
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Ryc. 1. Czas do progresji (TTP) w grupie chorych na MCRC
wysokiego ryzyka, leczonych chemioterapia oparta o irinotekan

Wyniki: W grupie HiR odsetek odpowiedzi (RR = CR + PR)
uksztattowat sie na poziomie 21,3% i byt nizszy niz w gru-
pie pacjentéw StR (RR = 50%, p = 0,05). W grupie HiR
mediana TTP wyniosta 7,1 miesiaca, mediana PFS 7,3 mie-
sigca, a mediana OS 15 miesiecy; w grupie StR wartosci te
uksztattowaty sie odpowiednio: mediana TTP 9,3 miesiaca,
mediana PFS 9,9 miesigca, mediana OS 16 miesiecy, i nie
réznity sie statystycznie od tych w grupie HiR. Chemiotera-
pia z CPT11 byta bezpieczna dla pacjentéw i nie zaobser-
wowano toksycznosci w stopniu 4. Najczestszymi dziata-
niami niepozadanymi (AE) byty biegunka (28,3%

—15 chorych) i neutropenia (11,3% — 6 chorych), ale tok-
sycznos¢ w stopniu 3. zaobserwowano odpowiednio tylko
u 312 o0soéb. Wszyscy pacjenci otrzymali terapie drugiej lini.

Whioski: Analiza wykazata, ze chemioterapia w oparciu
o0 CPT11 jest skutecznym i bezpiecznym sposobem lecze-
nia MCRC, réwniez dla pacjentdw z grupy wysokiego ryzy-
ka. Pomimo ze RR w grupie HiR byto nizsze niz w grupie ze
standardowymi czynnikami rokowniczymi, réznica ta nie
przetozyta sie na znaczacy spadek dtugosci TTP i PFS. Prze-
zycie catkowite nie réznito sie miedzy obu grupami z uwa-
gi na wptyw na przezycie nastepnych linii terapii.

Background: In the past some data have indicated that
patients suffering from high risk MCRC might not bene-
fit from longer survival with CPT11-based chemotherapy.
To evaluate whether CPT-11-based chemotherapy could
be suitable for such MCRC patients, we performed a ret-
rospective analysis.

Material and methods: Out of 197 CRC patients treat-
ed in our department between 2002 and 2009, 53 poor
risk MCRC patients were chosen for the analysis (poor risk
group was defined as > 2 criteria being fulfilled, i.e. PS >
1, and/or elevated serum LDH, and/or >1 metastatic site,
and/or prior adjuvant chemotherapy), and the results com-
pared (retrospectively) to respective standard risk MCRC
cases. The poor risk arm included 17 females and 36 males,
median age 64.7 [range 40-81]. All the patients were treat-
ed with 1st-line CPT11-based chemotherapy, according to
either de Gramont or AIO regimen.

Results: In the analysed poor risk group the confirmed
RR (CR + PR) was 21.3%, which was lower than in the stan-
dard risk group (RR = 50%, p = 0.05). The poor risk group
median TTP was 7.1 months, median PFS was 7.3 months,
and median OS 15 months. The standard risk group medi-
an TTP, PFS and OS were not statistically different from
the poor risk group (9.3 months, 9.9 months, and 16
months respectively). CPT11-based chemotherapy was
safe. No G4 toxicity was observed. The most common
adverse events (AE) were diarrhoea (28.3% — 15 pts) and
neutropenia (11.3% — 6 pts), but G3 AE were noted only in
3 and 2 persons respectively. All patients received 2nd line
chemotherapy.

Conclusions: Our analysis showed that CPT11-based
chemotherapy was an effective and safe treatment option
even for poor risk MCRC patients. Although the RR was
lower in comparison to standard risk cases it did not trans-
late into significantly shorter TTP and PFS. OS did not dif-
fer between the two groups, because it was affected by
subsequent therapy.
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Synchroniczne wystapienie chtoniaka
ziarniczego i miesaka o wysokim stopniu
ztosliwosci (neoplasma malignum
mesenchymale high grade) — problemy
diagnostyczne

Bozena Cybulska-Stopa, Marek Ziobro, Ida Cedrych

Klinika Nowotworéw Uktadowych i Uogélnionych,
Centrum Onkologii — Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie
w Krakowie

Jednoczesne wystgpienie ré6znych nowotworéw pier-
wotnych moze prowadzi¢ do mylnego rozpoznania jed-
nego z nich jako ogniska przerzutowego i w nastepstwie
do podjecia btednych decyzji terapeutycznych.

Zaprezentowano opis przypadku 36-letniej chorej leczo-
nej z powodu chtoniaka ziarniczego (stopien zaawanso-
wania IVA z zajeciem weztéw chtonnych, naciekami
w watrobie i sledzionie oraz naciekiem w Scianie klatki pier-
siowe] z destrukcjg zeber). Weryfikacji histopatologicznej
dokonano z weztéw chtonnych nadobojczykowych,
a nastepnie pacjentka otrzymata 6 serii chemioterapii
ABVD z catkowita remisjg zmian weztowych oraz w narza-
dach migzszowych i jedynie stabilizacjg zmiany w Scianie
klatki piersiowej. Po 4 miesigcach od zakonczenia lecze-
nia nastapita progresja zmiany w Scianie klatki piersio-
wej. Chora zostata zakwalifikowana do ratujacej chemio-
terapii  ESHAR W przypadku remisji planowano
wysokodawkowg chemioterapie pod ostong przeszczepu
autologicznych komérek macierzystych z krwi obwodo-
wej. Po 2 seriach chemioterapii ESHAP stwierdzono dal-
sza progresje zmiany w scianie klatki piersiowej. Ze wzgle-
du na mtody wiek pacjentki podjeto prébe kolejnej
chemioterapii — eskalowany BEACOPP. Réwnolegle doko-
nano dwukrotnej weryfikacji histopatologicznej zmiany.
Drugie badanie wykazato obecnos¢ utkania o charakte-
rze nowotworu mezenchymalnego o duzym stopniu zto-
Sliwosci. W zwiazku z tym zmieniono rozpoznanie kli-
niczne na: chtoniak ziarniczy w IV stopniu zaawansowania
z catkowitg remisjg po chemioterapii oraz réwnoczesnie
wystepujacy miesak sciany klatki piersiowej. Wykonano
radykalna resekcje miesaka, a nastepnie uzupetniajaca
radioterapie. W 2 miesigce po zakofczeniu radioterapii
wystapita wznowa miejscowa i rozsiew choroby do ptuc.
Mimo podejmowanych préb leczenia systemowego
pacjentka zmarta.

W przypadku spektakularnych odpowiedzi na leczenie
systemowe wiekszosci ognisk nowotworowych przy réw-
noczesnej opornosci jednej ze zmian, w pierwszej kolej-
nosci nalezy rozwazy¢ wykonanie weryfikacji histopato-
logicznej zmiany opornej na leczenie, gdyz mozna miec
do czynienia z jednoczesnym wystgpieniem nowotworu
o innym utkaniu histologicznym.

Simultaneous Hodgkin lymphoma and high
degree sarcoma (malignant mesenchymal
neoplasm - high grade) — diagnostic
problems

Simultaneous appearance of two different primary
tumours can lead to erroneous qualification of one as
a metastatic lesion, leading to an incorrect (incomplete)
diagnosis and incorrect therapeutic decisions.

We present a case of a 36-year-old woman with
Hodgkin lymphoma (stage IVA with lymph node involve-
ment, focal infiltration in the liver and spleen and in chest
wall inclusive of costal destruction). Histological verifica-
tion was made from supraclavicular lymph node and the
patient received 6 cycles of ABVD chemotherapy that led
to a complete remission in the lymph node, liver and
spleen but only stabilization of the chest wall lesion. After
four months, progression of the lesion in the chest wall
occurred, and the patient was qualified for ESHAP
chemotherapy. However, after two chemotherapy cycles,
there was a fast progression of the lesion for which BEA-
COPP chemotherapy was prescribed. In the meantime two
biopsy specimens were taken, with the first one incon-
clusive but the second one showing sarcoma. This led to
diagnosis of Hodgkin lymphoma (with complete remis-
sion after chemotherapy) and simultaneously occurring
sarcoma of the chest wall. The chest wall lesion was
resected and irradiated but after two months recurrence
(of the chest wall sarcoma) was evident. In spite of sys-
temic treatment attempts the patient died.

In case of a spectacular remission of a majority of
lesions in response to systemic treatment — with resis-
tance of one of the lesions — histological verification of
the resistant lesion needs to be considered early, since
different primary tumours can appear simultaneously.

[38]

Erytrodyzestezja dtoniowo-podeszwowa
(zespot reka—stopa) w nastepstwie leczenia
pegylowang liposomalng doksorubicyna

— studium przypadku

Bozena Cybulska-Stopa, Marek Ziobro, Ida Cedrych

Klinika Nowotworoéw Uktadowych i Uogélnionych,
Centrum Onkologii — Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie
w Krakowie

Erytrodyzestezja dtoniowo-podeszwowa (palmar-
plantar erythrodysesthesia — PPE), inaczej zespo6t reka—sto-
pa, jest charakterystycznym powiktaniem dermatologicz-
nym mogacym wystapi¢ po zastosowaniu niektérych
lekow cytotoksycznych. Opisywano jg po zastosowaniu
pegylowanych postaci doksorubicyny, po dtugotrwatych
ekspozycjach na pochodne fluoropirymidynu, doksorubi-
cyne, arabinozyd cytozyny czy interleuking 2. Objawy
zespotu reka—stopa to najczesciej dyzestezja, mrowienie
dtoni i stép, plamiste zaczerwienienia z sinymi i obrzek-
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nietymi obszarami na dtoniach. Czasami moze dochodzi¢
do powstania pecherzy i owrzodzen oraz martwicy naskor-
ka. Dyzestezje i rumien moga sie pojawiac takze
w innych okolicach ciata — zwtaszcza w miejscach nara-
zonych na zwiekszony ucisk lub wyzszg temperature
(np. na posladkach, w pachwinach, fatdach podsutkowych
czy pachach).

Przedstawiono przypadek 56-letniej pacjentki leczone]
pegylowang liposomalng doksorubicyna z powodu roz-
siewu raka sutka, u ktorej w trakcie leczenia wystapita
skorna postac zespotu reka—stopa. Zmiany o charakterze
zaczerwienienia, ztuszczania naskérka i owrzodzeh byty
zlokalizowane w okolicach pachowych, pachwinowych,
a takze na skoérze plecéw oraz brzucha i utrzymywaty sie
przez ok. 4 tyg. Ze wzgledu na nasilenie zmian (G3 w ska-
li powiktan NCI CTC) po czwartym cyklu przerwano che-
mioterapie i stosowano wytacznie leczenie objawowe
w celu ztagodzenia dolegliwosci, zwtaszcza bélowych.
Po zmniejszeniu nasilenia objawéw do stopnia G1 (jedy-
nie miejscowy rumien oraz parestezje) wznowiono che-
mioterapie w dawkach zredukowanych o 25%. Leczenie
kontynuowano przez kolejne cztery kursy, po ktérych, ze
wzgledu na ponownie narastajace objawy skérne, che-
mioterapie zakoficzono. Zmiany wycofaty sie po ok. 3 tyg.

od zakonczenia leczenia, pozostawiajac po sobie brazo-
we przebarwienia, ktére utrzymywaty sie jeszcze przez kil-
ka miesiecy.

Erytrodyzestezja dtoniowo-podeszwowa jest uciagzli-
wym powiktaniem po chemioterapii, pogarszajacym jakos¢
zycia chorego, czesto uniemozliwiajagcym mu codzienng
aktywnos¢ i nierzadko ograniczajacym mozliwosc¢ efek-
tywnego prowadzenia leczenia pacjenta.

Palmar-plantar erythrodysesthesia (PPE)
during pegylated liposomal doxorubicin
treatment - case report

Palmar-plantar erythrodysesthesia (PPE), also called
hand-foot syndrome (HFS), is a distinct and relatively fre-
quent dermatological toxic reaction associated with cer-
tain chemotherapeutic agents such as pegylated liposomal
doxorubicin, capecitabine, a long-circulating formulation of
doxorubicin, cytosine arabinoside, or interleukin-2. HFS typ-
ically presents with dysaesthesia and tingling in the hands
and feet. Dysaesthesia and erythema may occur on sever-
al other body surfaces, especially in areas where pressure
or increased warmth occur, such as on the buttock, groin,
under pendulous breasts, and in the axillae.

We present a case of a 56-year-old woman with HFS
in the axillae, inguen and on the skin of the back and
abdomen that occurred during treatment with pegylated
liposomal doxorubicin for metastatic breast cancer. After
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four cycles of chemotherapy, the treatment was inter-
rupted because of HFS (G3 according to NCI CTC). Four
weeks later chemotherapy was continued with doses
reduced by 25%, but after a further four cycles of
chemotherapy the treatment was stopped due to aggra-
vating symptoms of HFS.

Palmar-plantar erythrodysesthesia is a severe compli-
cation of chemotherapy; it often makes normal daily activ-
ity impossible, deteriorating quality of life and frequent-
ly limiting the possibility of effective treatment.

(39]

Nowotwory mnogie w polu napromienianym
— opis przypadku

Bozena Cybulska-Stopa', Marcin Hetnat’,
Marek Ziobro', Magdalena Derejska’

IKlinika Nowotworéw Uktadowych i Uogélnionych, Centrum
Onkologii — Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie w Krakowie
2Zaktad Radioterapii, Centrum Onkologii — Instytut

im. Marii Sktodowskiej-Curie w Krakowie

3Klinika Chirurgii Onkologicznej, Centrum Onkologii — Instytut
im. Marii Sktodowskiej-Curie w Krakowie

Nowotwory mnogie (synchroniczne i metachroniczne)
stanowia tacznie 5-8% wszystkich nowotworéw ztosli-
wych. Najczesciej opisywane sg dwa pierwotne nowo-
twory o roznym umiejscowieniu, wystepowanie trzech
albo czterech nalezy do rzadkosci.

Przedstawiono opis przypadku pacjentki leczonej z powo-
du pieciu nowotworéw o réznej budowie histologicznej
i odmiennej lokalizacji. Pacjentka, lat 11 (1974 r.), byta napro-
mieniana polami ptaszczowymi z powodu rozpoznania chto-
niaka ziarniczego, a nastepnie z powodu wznowy choroby
po 4 latach otrzymata leczenie systemowe. Po 10 latach
(1988 r.) od zakonczenia leczenia w polu napromienianym
pojawit sie guz, ktory zostat usuniety radykalnie. W bada-
niu histopatologicznym stwierdzono miesak (neurofibro-
sarcoma). Dwa miesigce pdzniej w tej lokalizacji pojawit sie
kolejny guz, ktéry zostat usuniety w catosci, wéwczas roz-
poznano leiomyosarcoma. Po kolejnych 2 latach nastapita
wznowa miejscowa miesaka (leiomyosarcoma) na szyi, kté-
ra zostata radykalnie usunieta. Pacjentka pozostawata
w kontrolach przez kolejne 18 lat. Po tym czasie u pacjentki
rozpoznano raka przewodowego naciekajacego piersi pra-
wej i lewej. Wykonano obustronng radykalng mastektomie
z jednoczesnym usunieciem dwoch owrzodziatych zmian
skornych okolicy podstawy szyi i grzbietu (2009 r.). W bada-
niu histopatologicznym zmiany na szyi stwierdzono raka
z przydatkéw skory (carcinoma adnexoidale G3), a na grzbie-
cie raka podstawnokomaérkowego.

Obecnie pacjentka nie ma objawéw i pozostaje pod
kontrolg Centrum Onkologii w Krakowie.

Wszystkie opisywane nowotwory znajdowaty sie
w polu napromienianym.

Wystepowanie mnogich pierwotnych nowotworow
o réznej budowie histologicznej i odmiennej lokalizacji
nalezy do rzadkosci, nalezy jednak bra¢ pod uwage taka

mozliwos¢ w trakcie badan kontrolnych, szczeg6lnie u cho-
rych po przebytym leczeniu duzymi polami radioterapii.

Infield multiple malignant secondary
tumours after irradiation — case study

Multiple primary malignant tumours (synchronous and
metachronous) represent 5-8% of malignant tumours.
Most commonly two primary tumours coexist in different
locations; three or more tumours are rare.constitute con-
stitute constitute

We present a case study of a woman treated for five
malignancies of different location with histology verifica-
tion. At the age of 11 years (1974) the patient was diag-
nosed with Hodgkin lymphoma and was irradiated using
mantle field technique. Four years later she was given
chemotherapy for recurrence. After a symptom-free peri-
od of 10 years, she underwent radical resection of
a tumour (neurofibrosarcoma) located in the previously irra-
diated field (neck). Two months after the neurofibrosar-
coma resection, a new tumour occurred in the same loca-
tion — radical surgery was performed and pathological
examination showed leiomyosarcoma.

After another four years, recurrence of leiomyosarco-
ma was detected and resected with margins. After a fur-
ther 18-year symptom-free period, synchronous bilateral
breast cancer was diagnosed and bilateral breast ampu-
tation was performed (2009) together with excision of
ulcerated skin lesions on the neck and back. Pathological
examination revealed basal cell carcinoma (back) and
adnexal skin carcinoma (neck).

The patient is under close surveillance of the Centre of
Oncology in Krakow and currently shows no symptoms
of malignancy.

Coexistence of multiple malignant tumours is rare but
improvement of treatment results and potential carcino-
genic activity of the treatment itself may both underlie
a growing incidence.

[40]

Ocena przezycia chorych na NDRP
w 10-letniej obserwacji w zaleznosci
od ekspresji genu i biatka surwiwiny

Bozenna Karczmarek-Borowska’, Agata Smoler?,
Agata Filip?

1Zaktad Onkologii Wydziatu Medycznego,
Uniwersytet Rzeszowski

2Zaktad Matematyki i Biostatyki Medycznej,
Uniwersytet Medyczny w Lublinie

3Katedra Genetyki Medycznej z Zaktadem Genetyki
Nowotwordéw i Pracownig Cytogenetyczng,
Uniwersytet Medyczny w Lublinie

Wstep: Prowadzone sg badania nad wyodrebnieniem
markeréw, ktore bytyby pomocne do oceny czynnikow
rokowniczych niedrobnokomaérkowego raka ptuca (NDRP).
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Surwiwina jako inhibitor apoptozy zastuguje na szcze-
gblng uwage w raku ptuca, ze wzgledu na zwiekszong eks-
presje w tkance nowotworowej i zwigzek z krétszym cza-
sem przezycia.

Cel pracy: Ocena wptywu ekspresji biatka i genu sur-
wiwiny na 5-letnie i 10-letnie przezycia chorych na NDRP

Materiat i metody: W Centrum Onkologii Ziemi Lubel-
skiej i Klinice Chirurgii Klatki Piersiowej AM w Lublinie w
latach 1993-1997 leczono kolejnych 60 chorych na NDRP.
Ustalono stopien zaawansowania lIB u 26 chorych
(43,3%), a u 36 chorych (56,7%) IlIA. Wszyscy chorzy otrzy-
mali przedoperacyjna chemioterapie 2-3 cykle: cisplaty-
na + etopozid (PE). Ekspresje biatka oceniano metoda
immunohistochemiczng (przyjeto za punkt odciecia —10%
komarek wykazujacych odczyn dodatni) i genu metoda
hybrydyzacji in situ z materiatu uzyskanego w trakcie
zabiegu operacyjnego. Oceniano 10-letnie rzeczywiste
przezycia chorych od dnia podania 1. cyklu chemioterapii.
Do oceny przezy¢ catkowitych zastosowano metode Kapla-
na-Meiera i test log-rank.

Wyniki: Zaobserwowano ekspresje biatka i genu sur-
wiwiny odpowiednio w 90 i 58,3% przypadkéw. Mediana
czasu przezycia w 10-letniej obserwacji wynosita 22 mie-
sigce (zakres od 5-120 miesiecy). W badanej grupie stwier-
dzono 33,3% 5-letnich przezyc (20 chorych) i 26,7% 10-let-
nich przezy¢ (16 chorych) (p = 0,13). Oceniajac przezycia
u chorych z dodatnia i ujemnga ekspresja biatka odnoto-
wano wiekszy odsetek przezywajacych 5 lat z dodatnia
ekspresja biatka (35,2 vs 16,7%; p = 0,96) i 10 lat (29,6 vs
0%; p = 0,72). W ocenie ekspresji genu stwierdzono nato-
miast istotnie wyzszy odsetek przezy¢ 5-letnich w grupie
chorych z ujemna ekspresjg w poréwnaniu z dodatnia (60
vs 14,3%; p = 0,00003) oraz 10-letnich (48 vs 11,4%;
p = 0,00008).

Whioski: Nadekspresja genu surwiwiny w komérkach
raka jest waznym czynnikiem rokowniczym w NDRP

Assessment of NSCLC patients’ survival in
a 10-year observation period depending on
SURVIVIN gene and protein expression

Background: Extensive research is being performed for
markers that would be helpful for the assessment of prog-
nostic factors in NSCLC. The apoptosis inhibitor SURVIVIN
merits special mention in lung cancer because of
increased expression in tumour cells and its correlation
with shorter survival.

Aim of the study: To assess the relationship between
SURVIVIN gene and protein expression and 5- and 10-year
survival of NSCLC patients.

Material and methods: The examined group included
60 consecutive patients with NSCLC hospitalized in the
Oncology Centre of Lublin Land and the Department of
Thoracic Surgery, Medical University of Lublin in 1993-
1997. Twenty-six (43.3%) patients were diagnosed with
stage IIB and 36 patients (56.7%) with stage IlIA. All
patients were treated with 2-3 cycles of chemotherapy
prior to surgery (cisplatin + etoposide, PE). SURVIVIN pro-
tein expression was examined by means of immunohis-

tochemistry (the cut-off was 10% of positive cells), and
gene expression by in situ hybridization (ISH) on tumour
samples collected during surgery. 10-year real survival was
assessed counting from the first day of the first
chemotherapy cycle. To assess overall survival Kaplan-
Meier method and log-rank test were used.

Results: The expression of SURVIVIN protein and gene
was observed in 90% and 58.3% of cases, respectively.
Median survival in 10-year observation was 22 months
(range 5-120 months). In the examined group 33.3% 5-
year survival was observed (20 patients) and 26.7% 10-
year survival (16 patients) (p = 0.13). When comparing the
survival of patients with and without SURVIVIN protein
expression, a higher percentage surviving 5 years was
found in the group with positive expression (35.2% vs.
16.7%; p = 0.96); the same applies to patients surviving
10 years (29.6 vs. 0%; p = 0.72). In SURVIVIN gene expres-
sion assessment a significantly higher percentage of 5-
year survival was found in the group with no expression
as compared to patients with positive expression (60%
vs. 14.3%; p = 0.00003). The same relationship was found
for 10-year survival (48% vs. 11.4%; p = 0.00008).

Conclusions: SURVIVIN gene overexpression in tumour
cells is an important prognostic factor in NSCLC.

[41]

Poréwnanie przezy¢ i ocena czynnikéw
prognostycznych u chorych na wczesnego
raka piersi po leczeniu oszczedzajacym

w Centrum Onkologii w Warszawie

w latach 1995-1998 i 1999-2002

Jacek Gatecki’, Monika Nagadowska’,
Tadeusz Piennkowski’, Wojciech Michalsk?,
Matgorzata Grudzien-Kowalska’,

Joanna Hicer-Grzenkowicz', Anna Niwinska?,
Robert Chmielewski, Zbigniew Mentrak?,
Jacek Piechock?, E. Towpik’

1Zaktad Teleradioterapii Il, Centrum Onkologii

— Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie w Warszawie
2Klinika Nowotworéw Piersi i Chirurgii Rekonstrukcyjnej,
Centrum Onkologii — Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie
w Warszawie

3Zaktad Biostatystyki, Centrum Onkologii

— Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie w Warszawie

Wstep: W celu poprawy dostepnosci chorych na wczes-
nego raka piersi po leczeniu oszczedzajacym do radiote-
rapii, w 1999 r. w Centrum Onkologii w Warszawie skro-
cono schemat napromieniania pooperacyjnego z 5 do
3,5-4 tyg. i zgodnie z zaleceniami miedzynarodowymi
czesciej stosowano systemowe leczenie uzupetniajace,
m.in. z uzyciem antracyklin i taksanow.

Cel pracy: Poréwnanie przezy¢ i ocena czynnikéw pro-
gnostycznych we wczesnym raku piersi po leczeniu
oszczedzajacym w dwdch okresach: w latach 1995-1998
i 1999-2002.
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Materiat i metody: Badaniem objeto kolejno leczone
metoda oszczedzajacg w Centrum Onkologii w Warszawie
552 chore na wczesnego inwazyjnego raka piersi. Chore
leczone w latach 1995-1998 w poréwnaniu z leczonymi
w latach 1999-2002 nie réznity sie istotnie pod wzgledem
cech klinicznych i histopatologicznych. W | okresie stoso-
wano napromienianie pooperacyjne 5-tygodniowe,
w Il okresie 3,5-tygodniowe. Leczenie systemowe uzu-
petniajace w | okresie otrzymato 50%, a w Il okresie 82%
chorych. W modelu proporcjonalnego ryzyka Coksa zba-
dano wptyw nastepujgcych czynnikéw na ryzyko wystapie-
nia nawrotu lub zgonu z powodu raka piersi: wiek, stan
hormonalny, czas wywiadu, lokalizacja raka, postac kli-
niczna, pT, objetosc guza, pN —indeks weztowy, typ histo-
patologiczny, G, EIC, marginesy, receptory steroidowe
i HER2, okres leczenia, dawka frakcyjna. Mediany obserwa-
gjidlalill grupy wyniosty odpowiednio: 104 i 58 miesiecy.

Wyniki: Piecioletnie i 10-letnie DFS, OS i LRF dla wszyst-
kich chorych wyniosty odpowiednio: 89% (86—92) i 84%
(80-88), 95% (93-97) i 89% (85-94), 95% (93-97) i 93%
(90-96). W modelu Coksa okazato sie, ze typ histopatolo-
giczny: ductale vs inne dobrze rokujace (HR 2,3; Cl: 1,3-4,4),
G3vs G2 + G1(HR 2,0; CI: 1,2-3,4), negatywne receptory ste-
roidowe (HR 10,1; Cl: 4,5-22,4), amplifikacja HER2 (HR 7,4;
Cl: 3,1-17,6) sa czynnikami istotnymi statystycznie i nieza-
leznie zwigzanymi ze zwiekszonym ryzykiem wystgpienia
nawrotu raka piersi. Indeks weztowy > 20% (HR 1,5; Cl: 1,0-
2,1) i postac raka kliniczna vs subkliniczna (HR 2,0; Cl: 0,95~
4,1) rowniez wydaje sie, ze maja wptyw na ryzyko nawro-
tu—wynik na granicy istotnosci statystycznej. Czynnikami
niezaleznie wptywajacymi na zwiekszenie ryzyka wysta-
pienia zgonu z powodu raka piersi okazaty sie ponownie
typ histopatologiczny ductale vs inne dobrze rokujace (HR
4,1; Cl: 1,6-10,6), G3 vs G2+G1 (HR 3,2; Cl: 1,6-6,4), nega-
tywne receptory steroidowe (HR 9,4; Cl: 3,1-28,5) i amplifi-
kacja HER2 (HR 4,1; Cl: 1,2-15,2). Nie wykazano istotnego
wplywu na wystapienie nawrotu, okresu leczenia (p = 0,4)
i dawki frakcyjnej napromieniania (p = 0,5). Stwierdzono
jednakze, ze chore leczone w latach 1999-2002 miaty bli-
sko trzykrotnie wyzsze ryzyko wystapienia zgonu niz chore
leczone wczesdniej w latach 1995-1998 (HR 2,9; Cl: 1,1-7,4).

Whioski: Rokowanie chorych leczonych w latach 1999-
2002 w poréwnaniu z okresem 1995-1998 okazato sie nie-
znacznie gorsze pomimo agresywniejszego leczenia syste-
mowego. Nie mozna wykluczy¢, ze w Il okresie leczenia
rozszerzono wskazania do kwalifikacji, czego jednak nie
potwierdzono w poréwnaniach obu grup chorych opieraja-
cych sie na zasadach TNM i badajac objetos¢ guza pT. Uzu-
petniajace leczenie systemowe u chorych na wczesnego raka
piersi powinno by¢ gtéwnie oparte o histologiczne i biolo-
giczne cechy nowotworu, a w mniejszym stopniu o TNM.

Survival and prognostic factors in patients
with early breast cancer after conservation
therapy: a comparison of two time periods
before and after shortening radiotherapy

and increasing use of adjuvant chemotherapy

Background: To improve the access of patients with
early breast cancer after conserving surgery to radiother-

apy, in 1999 the standard 5 weeks of whole breast irradi-
ation was shortened to a 3.5-4 weeks regimen and since
then, according to international recommendations, more
often adjuvant chemotherapy regimens have been used.

Aim of the study: To compare disease-free and overall
survival and prognostic factors in patients treated in two
periods of time: 1995-1998 and 1999-2002.

Material and methods: The retrospective analysis
included 552 early breast cancer patients consecutively
treated during 1995-2002. During that time patients were
entered into conservative treatment according to the
same protocol. There were no differences in clinical or
pathological characteristics between the two compared
groups. Systemic treatment was given in the older and
newer group in 50% and 82% of patients respectively. Cox
regression survival analysis was used to study the effects
of clinical, histological and some biological factors on dis-
ease-free and overall survival.

Results: 7-year disease-free survival (DFS) and overall
survival (OS) for all patients were 0.86% (0.82-0.89) and
0.92% (0.90-0.95) respectively. The Cox regression model
by stepwise selection showed some parameters such as
ductal carcinoma (HR 2.3; Cl 1.3-4.4), G3 (HR 2.0; C 1.2-3.4),
negative steroid receptors (HR 10.1; Cl 4.5-22.4), and HER2
amplification (HR 7.4; CI 3.1-17.6) as independent signifi-
cant predictors for DFS. Nodal index (HR 1.5; Cl 1.0-2.1) and
palpation of the tumour (HR 2.0; Cl 0.95-4.1) appeared to
have an effect on DFS as well, but at the limit of statistical
significance (p>0.05). The significant independent predic-
tors of OS on multivariate analysis were ductal carcinoma
(HR 4.1; C1 1.6-10.6), G3 (HR 3.2; Cl 1.6-6.4), negative steroid
receptors (HR 9.4; Cl 3.1-28.5) and HER2 amplification (HR
4.1; C11.2-15.2). Neither regimen of irradiation (p = 0.5) nor
period of treatment (p = 0.4) was a significant predictor of
DFS. However, the risk of death for patients treated during
1999-2002 was nearly three times higher than for patients
treated during 1995-1998 (HR 2.9; CI=11-7.4).

Conclusions: The prognosis of patients treated during
1999-2002 compared with 1995-1998 appeared worse in
spite of more aggressive systemic management. Adjuvant
treatment in early breast cancer should be based mostly on
histological and biological features of malignancy because
TNM classification is less useful in this group of patients.

[42]

Sluzak lewego przedsionka jako przyczyna
przewlektego kaszlu u 60-letniej

kobiety — opis przypadku

Barbara Rybacka-Chabros', Elzbieta Starostawska’,
Pawet Chabros’

1Uniwersytet Medyczny w Lublinie
2Centrum Onkologii Ziemi Lubelskiej w Lublinie

Wstep: Sluzak jest najczesciej wystepujacym pierwot-
nym guzem serca. W okoto 75% przypadkéw dotyczy on
kobiet, przy czym okoto 70% $luzakéw jest zlokalizowa-
nych w lewym przedsionku. Sluzak lewego przedsionka
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moze powodowac wiele niespecyficznych objawow kli-
nicznych.

Opis przypadku: Kobieta, lat 60, zgtosita sie do porad-
ni przyklinicznej z powodu napadowej dusznosci nocnej,
suchego kaszlu, skapego krwioplucia i béléw w klatce pier-
siowej. Chora od 10 lat byta leczona z powodu atopowej,
IgE-zaleznej astmy oskrzelowe] oraz nadczynnosci tarczycy
w poradni internistycznej lekarza rodzinnego. W badaniu
fizykalnym stwierdzono ponadto zylaki koAczyn dolnych.
W badaniach podstawowych nie stwierdzono istotnych
odchylefr od normy. Stezenie hormondw tarczycy wska-
zywato na eutyreoze, parametry uktadu krzepniecia
i stezenie D-dimeréw w surowicy byt prawidtowy. Z uwa-
gi na utrzymujace sie krwioplucie wykonano tomografie
komputerowa w opcji naczyniowej, nie stwierdzajac cech
zatorowosci ptucnej. W badaniu ultrasonograficznym zyt
konczyn dolnych nie zaobserwowano cech Swiezej zakrze-
picy. Badanie spirometryczne wykazato sredniego stop-
nia ograniczenie rezerw wentylacyjnych ptuc typu mie-
szanego z przewaga obturacji. Wtaczono 20 mg
prednizonu doustnie, kontynuowano steroidoterapie
wziewng, dtugo dziatajace B-2-mimetyki, leki antycholi-
nergiczne i ksantyny w dawkach naleznych. Stosowano
takze leki uszczelniajgce Sciane naczynh krwionosnych. Uzy-
skano poprawe kliniczng w postaci ustgpienia krwioplu-
cia i bolow w klatce piersiowej, ale nadal utrzymywata sie
napadowa dusznos¢ nocna. Wykonano woéwczas bada-
nie echokardiograficzne serca, ktére wykazato obecnosc¢
Sluzaka lewego przedsionka. Pacjentke zakwalifikowano
do zabiegu kardiochirurgicznego i zoperowano z dobrym
efektem klinicznym.

Podsumowanie i wnioski: Wspétistnienie choroby ukta-
du oddechowego, w tym wypadku astmy oskrzelowej,
znacznie opdznito wiasciwe rozpoznanie i leczenie Sluza-
ka lewego przedsionka. Dodatkowym utrudnieniem w dia-
gnostyce byto wspotistnienie nadczynnego wola tarczy-
cy, ktore takze mogto by¢ przyczyna suchego kaszlu.

[43]
Odczyny skorne u pacjentéw z HNSCC

leczonych cetuksymabem w skojarzeniu
z radioterapia — prezentacja 3 przypadkow

Tomasz Maksimowicz, Anna Trochimczuk

Oddziat Radioterapii Il, Biatostockie Centrum Onkologii

Wstep: Nowotwory nabtonkowe regionu gtowy i szyi
(head and neck squamous cell carcinomas — HNSCC) sta-
nowig ok. 5% wszystkich zarejestrowanych w Polsce
nowotworéw ztosliwych. Teleradioterapia jest podstawo-
wa metoda nieoperacyjnego leczenia chorych na zaawan-
sowane lokoregionalnie nowotwory HNSCC. Stwierdzono,
ze dodanie do radioterapii przeciwciata monoklonalnego
klasy IgG (cetuksymabu) skierowanego przeciwko recep-
torowi naskérkowego czynnika wzrostu (EGFR) w poréw-
naniu z wytacznym napromienianiem skutkowato popra-
wa kontroli miejscowej i wydtuzeniem mediany czasu
przezycia u tych chorych, co jest statystycznie znamien-

ne. Najczestszymi objawami niepozadanymi stosowania
cetuksymabu sa reakcje skérne o charakterze tradziku
o réznym stopniu nasilenia. Obserwuje sie pozytywna
korelacje pomiedzy nasileniem zmian skérnych a sku-
tecznoscia leczenia.

Cel pracy: Przedstawienie reakcji skérnych zaobser-
wowanych u trzech chorych, u ktérych stosowano radio-
terapie w potaczeniu z cetuksymabem z powodu zaawan-
sowanego lokoregionalnie HNSCC, leczonych w BCO
w latach 2007-2008.

Materiat i metody: Pacjenci napromieniani byli foto-
nami X 6 MV dawka 66—72 Gy/ref. Otrzymywali cetuksy-
mab raz w tygodniu w naleznych dawkach.

Wyniki i wnioski: U wszystkich pacjentéw zaobserwo-
wano wystapienie odczynu skérnego 2. stopnia w ostat-
nim tygodniu leczenia w obrebie napromienianej okolicy.
Po miesigcu zaobserwowano ustgpienie odczynu skor-
nego u 2 chorych, natomiast u 1 pacjenta, obcigzonego
cukrzyca, nastapito nasilenie reakcji skérnej do stopnia 3.
U wszystkich pacjentéw reakcje skorne byty odwracalne.
Tolerancja leczenia skojarzonego byta dobra.

Skin reactions in hnscc patients treated
with cetuximab in combination with
radiotherapy — presentation of 3 cases

Background: Head and neck squamous cell carcinomas
(HNSCC) account for approximately 5% of all malignant
neoplasms recorded in Poland. Teleradiotherapy is the
basic method of non-surgical treatment of patients with
locoregionally advanced HNSCC. Radiotherapy combined
with 1gG monoclonal antibody (cetuximab) directed
against epidermal growth factor receptor (EGFR) was
found to improve local control and to prolong median sur-
vival time, as compared to radiation used alone, the dif-
ferences being statistically significant. Acne-type skin dis-
orders varying in intensity were the most common side
effects of cetuximab administration. A positive correla-
tion was observed between intensity of skin disorders and
treatment efficacy.

Aim of the study was to present skin reactions
observed in 3 patients undergoing radiotherapy in com-
bination with cetuximab due to locoregionally advanced
HNSCC, treated in BOC in the years 2007-2008.

Material and methods: The patients were irradiated
with 6 MV X-ray photons at a dose of 66-72 Gy/ref and
received cetuximab once a week in due doses.

Results and Conclusions: All the patients developed a
second degree skin reaction in the last week of therapy
within the radiated region. After a month, the skin reac-
tion subsided in 2 patients, whereas in the third patient,
who was burdened with diabetes, the reaction was
enhanced to the third degree. All the skin reactions were
reversible. The tolerance of combination therapy was good.
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[44]

Analiza wystepowania kardiotoksycznosci
u chorych na raka piersi leczonych
uzupetniajaco trastuzumabem w materiale
Wielkopolskiego Centrum Onkologii

w Poznaniu

Joanna Zatuska', Wojciech Melerowicz',

Agnieszka Rutkowska’,|Jerzy Zatuski'|, Piotr J. Wysocki

1Wielkopolskie Centrum Onkologii w Poznaniu
2Klinika Intensywnej Terapii Kardiologicznej,
Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu

Wstep: Od kilku lat trastuzumab stanowi kluczowy lek
w leczeniu uzupetniajagcym chorych na raka piersi z nad-
ekspresjg receptora HER2. W 4 waznych badaniach kli-
nicznych udowodniono, iz jego stosowanie przez 12 mie-
siecy wydtuza znamiennie czas do progresji. Powaznym
dziataniem niepozadanym leku jest jego kardiotoksycz-
nos¢, ktéra moze prowadzi¢ do niewydolnosci krazenia.
W pracy oceniono kardiotoksycznos¢ trastuzumabu u cho-
rych leczonych w Wielkopolskim Centrum Onkologii.

Materiat: Przeanalizowano historie choréb 63 oséb
(mediana 54 lata) z miejscowo zaawansowanym rakiem
piersi, ktére w leczeniu pooperacyjnym otrzymywaty tra-
stuzumab. Badanie ECHO serca z oceng frakcji wyrzuto-
wej lewej komory wykonywano w odstepach 3-miesiecz-
nych.

Wyniki: Srednia LVEF przed rozpoczeciem leczenia tra-
stuzumabem wynosita 60,06%, w trakcie leczenia (mie-
siac 3.1 6.) — 58%, natomiast w 9. miesigcu — 56%. Sred-
nio obnizenie wartosci LVEF w trakcie terapii wyniosto
10%. Tylko 5 chorych (8,9%) przerwato leczenie z powo-
du utrzymujacego sie (> 4 tyg.) obnizenia wartosci LVEF
ponizej 45%, bez objawdw jawnej niewydolnosci miesnia
sercowego. Trzy chore przerwaty leczenie z powodu pro-
gresji choroby.

Whioski: Stosowanie trastuzumabu w leczeniu uzu-
petniajacym u chorych na miejscowo zaawansowanego
raka piersi jest leczeniem stosunkowo bezpiecznym i obar-
czonym niewielka kardiotoksycznoscia.

[45]

Kardiotoksycznos¢ 5-fluorouracylu

u mtodej chorej na raka odbytnicy

— opis przypadku

Joanna Zatuska, Wojciech Melerowicz,,

Piotr J. Wysocki

Wielkopolskie Centrum Onkologii w Poznaniu

Wstep: Analogi pirymidyny, takie jak 5-FU, s3 szeroko
stosowane w leczeniu wielu nowotwordw ztosliwych. Spo-
srod wielu dziatan ubocznych tych lekéw kardiotoksycz-
nosc jest relatywnie rzadkim zdarzeniem niepozadanym.

W pracy przedstawiono przypadek kardiotoksycznosci zwig-
zanej ze stosowaniem 5-FU u mtodej kobiety z rakiem
odbytnicy.

Materiat: Dwudziestooémioletnia kobieta, bez obcig-
zonego wywiadu kardiologicznego, z rakiem odbytnicy
pT3N1cMO po przedoperacyjnej radioterapii (25 Gy/T) oraz
uzupetniajacej chemioterapii (8 kurséw kapecytabiny). Po
7 miesigcach usunieto u niej pojedynczy przerzut w watro-
bie i rozpoczeto chemioterapie schematem FOLFOX-6.
W trakcie pierwszego kursu pojawit sie silny, spoczynkowy
bol zamostkowy, ktory trwat 6 godz. po zakofczeniu wle-
wu 5-FU. Przed drugim kursem wykonano EKG i ECHO ser-
ca— bez zmian. Chora otrzymata premedykacje — 5 mg
antagonisty kanatu wapniowego (amlodypina) doustnie.
Ponownie pojawit sie b6l zamostkowy w trakcie wlewu,
w EKG — niewielkie obnizenie odcinka ST. W trakcie nastep-
nych kurséw otrzymywata 40 mg mononitratu izosorbi-
du oraz 5 mg amlodypiny — sporadycznie jeszcze zgtaszata
wysitkowy bél zamostkowy, ale o mniejszym nasileniu.
tacznie otrzymata 12 kurséw FOLFOX-6.

Whioski: Kardiotoksycznosé 5-FU jest rzadkim powi-
ktaniem o niejasnej etiologii, ktére moze wystepowac
u chorych bez wczesniejszej choroby serca. W opisanym
przypadku skojarzenie dwéch lekéw — antagonisty kana-
tu wapniowego oraz nitratu — skutecznie zniwelowato
objawy oraz pozwolito dokonczy¢ leczenie.

[46]

Ekspresja receptora naskérkowego
czynnika wzrostu (EGFR) w raku krtani
- korelacja z cechami
kliniczno-morfologicznymi

Katarzyna Starska’, Olga Stasikowska?,

Iwona Lewy-Trenda’

1] Katedra i Klinika Otolaryngologii, Uniwersytet Medyczny
w todzi
2Katedra Patomorfologii, Uniwersytet Medyczny w todzi

Wstep: Stymulacja receptora naskérkowego czynnika
wzrostu (epidermal growth factor receptor — EGFR) odgry-
wa kluczowa role w aktywacji szlaku wewngtrzkomaorko-
wych przekaznikéw sygnatu i aktywatoréw transkrypcji
(STATs), kinaz aktywowanych mitogenem (MAPKs) oraz
transkrypcyjnego czynnika jadrowego (NF-kB), mediato-
row istotnych dla procesu kancerogenezy.

Cel pracy: Analiza immunoekspresji receptora naskor-
kowego czynnika wzrostu (EGFR) w komarkach nowo-
tworowych raka ptaskonabtonkowego krtani oraz ocena
zwigzku z cechami kliniczno-morfologicznymi guza, okre-
Slonymi na podstawie kryteridw klasyfikacji zmian we fron-
cie nacieku nowotworowego (tumour front grading —TFG).

Materiat i metody: Przeprowadzono analize ekspresji
EGFR (uwzgledniajac odczyn btonowy EGFR-m oraz cyto-
plazmatyczny EGFR-c) w utkaniu nowotworowym 45 cho-
rych na raka ptaskonabtonkowego krtani leczonych chi-
rurgicznie. W badaniach morfologicznych zastosowano
metode immunohistochemiczna IHC.
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Wyniki: Potwierdzono pozytywna immunoekspresje
EGFR w badanych przypadkach raka krtani: w 93,3% dla
odczyndéw btonowych EGFR-m oraz w 37,8% dla odczy-
néw cytoplazmatycznych EGFR-c. Potwierdzono istotng
korelacje ekspresji EGFR-m z cecha pT, gtebokoscig i typem
inwazji nowotworowej, jak réwniez ekspresji EGFR-c
z suma punktéw wg kryteriow klasyfikacji TFG.

Whioski: Przeprowadzona analiza potwierdzita zwigzek
poziomu immunoekspresji EGFR ze stopniem agresywno-
$ci zmian nowotworowych w raku ptaskonabtonkowym
krtani. Ocena odczynéw dla EGFR moze by¢ wartosciowa
metoda oceny zaawansowania choroby nowotworowe;j
w zaawansowanych przypadkach raka krtani.

Praca finansowana z funduszy projektu naukowo-
-badawczego KBN/ MNISW nr N403 04332/2326.

Expression of epidermal growth factor
receptor (EGFR) in laryngeal carcinoma -
connection with clinicopathological
features

Background: Stimulation of epidermal growth factor
receptor (EGFR) plays a pivotal role in the activation of sig-
nal transducers and activators of transcription (STATs),
mitogen-activated protein kinases (MAPKs) and nuclear
factor kappaB (NF-kB) mediators critical for cancerogen-
esis.

The aim of the study was to analyse EGFR immunoex-
pression in tumour tissues and parameters of tumour
front grading (TFG) and to assess the relationship between
pathological results and aggressiveness of laryngeal car-
cinoma.

Material and methods: The analysis of EGFR expres-
sion (membranous EGFR-m and cytoplasmic EGFR-c) in
neoplasm cells in 45 patients treated surgically due to
squamous cell laryngeal carcinoma was performed. The
EGFR level in tumour tissues was estimated by immuno-
histochemistry.

Results: The expression of EGFR-m in 93.3% of cases
and EGFR-c in 37.8% of cases was confirmed. Significant
correlations between EGFR-m IHC expression with pT fea-
ture, depth and type of invasion, as well as EGFR-c IHC
staining with total TFG score, were disclosed.

Conclusions: This study confirms interconnections
between EGFR immunoexpression and growth of laryn-
geal carcinoma as well as their importance in determin-
ing proliferative and aggressive potential of squamous
cell carcinoma of the larynx.

This work was supported by grants from the National
Science Council (KBN N403 04332/2326).

[47]

Wstepna ocena efektywnosci organizacyjnej
w opiece onkologicznej w opinii lekarzy
onkologow

Hanna Saryusz-Wolska

Uniwersytet Medyczny w todzi

Wstep: Efektywnos¢ organizacyjna w opiece zdrowot-
nej stanowi pojecie ztozone, dynamiczne, trudne do zde-
finiowania i zmierzenia. Najwieksza popularnosé oceny
efektywnosci zdobyta koncepcja Kaplana i Nortona — zrow-
nowazona karta wynikéw (balanced scorecard — BSC) —
analizujaca zadowolenie klientéw, procesy wewnetrzne,
uczenie sie i rozwoj oraz skutki finansowe.

Cel pracy: Analiza proceséw wewnetrznych wystepu-
jacych w organizacji.

Materiat i metody: Badania przeprowadzono w grupie
25 lekarzy onkologdéw roéznych specjalnosci pracujgcych
w ROO w todzi, w grudniu 2008 r. i styczniu 2009 r. Zasto-
sowano metode dialogowa (jakosciowa) — wywiad
poznawczy (pogtebiony, czesciowo strukturalizowany).

Wyniki: Badania wskazuja na trudne warunki pracy: zte
warunki lokalowe, braki sprzetu biurowego, brak sekre-
tarek medycznych oraz utrudniony dostep do badan dia-
gnostycznych. Prace lekarzy cechuje znaczna i narastaja-
ca uciazliwos¢, bardzo duza odpowiedzialnos¢ i zta
organizacja czasu pracy, gtéwnie w zakresie planowania
zadan. Lekarze krytycznie oceniajg wysokos¢ wynagro-
dzen oraz brak systemu motywacyjnego, natomiast wyso-
ko oceniajg stosunki miedzyludzkie zaréwno z kolegami,
jak i przetozonymi. W badaniach ujawniono powszechne
wystepowania nieformalnych wewnetrznych proceséw
podstawowych, pomocniczych i zarzgdczych. Generowa-
nie wewnetrznych proceséw nieformalnych stanowi stra-
tegie kompensacyjna i adaptacyjna, wynikajaca z niedo-
statecznych zasoboéw organizacji, ktérej celem jest
sprostanie oczekiwaniom pacjentéw i wymaganiom pra-
codawcy. W pracy przedstawiono najczesciej stosowane
przez lekarzy strategie oraz wptyw proceséw nieformal-
nych na efektywnos¢ organizacyjng zaktadu opieki zdro-
wotne;.

Whioski: Procesy nieformalne, oprécz korzystnego efek-
ty kompensacyjnego, moga niekorzystnie wptywac na
warunki pracy lekarzy, powodujac dodatkowe obciazenie
praca i niezadowolenie i wywotujac tym samym efekt
»btednego kota”. Ocena efektywnosci organizacyjnej
w opiece zdrowotnej wymaga analizy procesowej, okres-
lenia standardéw pracy oraz minimalnych zasobéw orga-
nizacyjnych.

Preliminary assessment of organizational
effectiveness in oncology care in the
opinion of oncologists

Background: Organizational effectiveness in health care

is a complex and dynamic concept, hard to define or mea-
sure. The most popular concept used in effectiveness
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assessment is that of Kaplan and Norton — the balanced
scorecard (BSC), which assesses patient/customer satis-
faction, internal processes, learning and growth as well
as financial effects.

Aim of the study was to analyse the organization’s
internal processes.

Material and methods: The study was carried out in
December 2008 and January 2009 in a group of 25 oncol-
ogists of different specialties employed in the Regional
Cancer Centre in Lodz. A qualitative dialogue method was
used: a cognitive interview (in-depth, partly structured).

Results: The study pointed to difficult working condi-
tions: low quality premises, shortage of office equipment,
lack of medical secretaries and difficult access to diag-
nostic services. Doctors’ work is excessively and increas-
ingly laborious, as well as highly responsible. Working time
is badly organized, especially as regards task manage-
ment. Doctors are critical about their pay level and lack of
a motivation system but express positive opinions about
interpersonal relationships with both their colleagues and
superiors. The study shows frequent incidence of infor-
mal internal processes: basic, auxiliary and managerial.
Generation of such processes is a compensation and adap-
tation strategy resulting from insufficient resources of an
organization whose aim is to meet patients’ expectations
and employer’s requirements. The work presents strate-
gies most commonly used by doctors and the effect of
informal processes on the organizational effectiveness of
a health care institution.

Conclusions: Informal processes, in spite of their pos-
itive compensation effect, may have a negative influence
on doctors’ working conditions by causing additional work-
load and dissatisfaction, resulting in a “vicious circle”
effect. The assessment of organizational effectiveness in
health care requires process analysis and establishment
of working standards and minimum organizational
resources.

[48]

Model pracy socjalnej z pacjentami
onkologicznymi w Wielkopolskim Centrum
Onkologii

Arkadiusz Spychata

Wielkopolskie Centrum Onkologii w Poznaniu

Praca socjalna z pacjentami onkologicznymi opiera sie
przede wszystkim na zatozeniach indywidualnej oraz gru-
powe]j metody prowadzenia przypadkéw. To nie tylko pro-
wadzenie pacjenta przez gaszcz przepiséw, ale rowniez
wskazanie mozliwosci, jakie pojawiaja sie w momencie
zdiagnozowania choroby. Idega jest pomoc quasi-prawna,
ktéra utatwia postepowanie zaréwno w czasie terapii, jak
i po leczeniu. Sa to przede wszystkim informacje zwigza-
ne z orzecznictwem rentowym (Zaktad Ubezpieczer Spo-
tecznych) —zasitek chorobowy, Swiadczenie rehabilitacyjne,
renta z tytutu niezdolnosci do pracy, emerytura; orzecz-
nictwem pozarentowym (Powiatowe Zespoty ds. Orzeka-

nia o Niepetnosprawnosci) — orzekanie stopnia niepetno-
sprawnosci w celu zapewnienia ulg i uprawnien osobie
niepetnosprawnej; pomoc w zaopatrzeniu pacjenta
w przedmioty ortopedyczne i Srodki pomocnicze w Naro-
dowym Funduszu Zdrowia; pomoca spoteczng — dla os6b
o0 niskim statusie materialnym oraz pomoc w umieszcze-
niu pacjenta w hospicjum lub na oddziale dtugotermino-
wym. Procz wyzej wymienionych dziatan, ktére sa pod-
stawa pracy socjalnej w Wielkopolskim Centrum Onkologii,
nalezy wymieni¢ réwniez zagospodarowanie czasu wol-
nego pacjentdw. Jest to organizowanie na terenie szpitala
koncertow, wyswietlanie filmow, a takze organizowanie
spotkan tematycznych. Dzieki wspotpracy z instytucjami
publicznymi Wielkopolskiego Centrum Onkologii pacjen-
ci maja dostep zaréwno do fachowych porad, jak i rozrywki.

[49]

Specyfika pomocy udzielanej pacjentom
przez pracownikdw Pracowni Psychologii
Klinicznej w ramach Dziennego Oddziatu
Rehabilitacji w Wielkopolskim Centrum
Onkologii

Matgorzata Starczyk, Karolina Mostowska,
Arkadiusz Spychata, Mariusz Pawlukiewicz

Wielkopolskie Centrum Onkologii w Poznaniu

Dziatalnosé Pracowni Psychologii Klinicznej w ramach
Dziennego Osrodka Rehabilitacji Wielkopolskiego Centrum
Onkologii jest scisle okreslona warunkami kontraktu pod-
pisanego z Narodowym Funduszem Zdrowia. Zgodnie
z jego ustaleniami pacjenci maja mozliwos¢ rozmoéw indy-
widualnych oraz udziatu w spotkaniach grupowych z psy-
chologiem, pracownikiem socjalnym i muzykoterapeuta.
Na spotkaniach z pacjentkami po mastektomii omawia-
ne sg aspekty radzenia sobie w sytuacjach trudnych.
Sytuacje stresowe u kobiet, ktore przebyty operacje raka
piersi, wywotuja niepewnos¢ co do skutecznosci przepro-
wadzonego leczenia, powodujaca z kolei lek przed wzno-
wa nowotworu i zagrozeniem zycia, niesprawnos¢ fizycz-
na bedaca nastepstwem zabiegu chirurgicznego, trudne
do rozwigzania problemy osobiste, rodzinne i zawodowe
bezposrednio lub posrednio zwigzane z wynikiem zabie-
gu chirurgicznego. Gtéwnym celem rehabilitacji psychicz-
nej po operacji raka piersi jest mobilizacja zasobéw psy-
chicznych, majaca na celu kompensacje fizyczna
i psychiczng niekorzystnych nastepstw tego zabiegu. Istot-
ne jest wytworzenie u kobiet wtasciwego stosunku do
zaistniatego faktu utraty piersi oraz uSwiadomienie
pacjentkom, ze w nowej sytuacji maja petng szanse przy-
stosowania spotecznego i zawodowego. Z powyzszego
wynika, ze postepowanie psychoterapeutyczne powinno
pobudza¢ chet do zycia, korygowac sfere motywacyjna
oraz strukture osobowosci, ktére zostaty zaburzone przez
sytuacje stresowe wywotane chorobg nowotworowa
i nastepstwami jej leczenia.
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(50]
Muzykoterapia w rehabilitacji onkologicznej
Matgorzata Stariczyk

Wielkopolskie Centrum Onkologii w Poznaniu

Doniesienia naukowe i badania empiryczne potwier-
dzaja zasadnos¢ zastosowania muzykoterapii w procesie
kompleksowego leczenia i rehabilitacji. W réznych dyscy-
plinach medycyny moga by¢ wykorzystywane techniki
terapeutyczne w zaleznosci od celu, ktéremu maja stuzyc.
Muzykoterapia w onkologii stosowana jest jako metoda
kompleksowego leczenia pacjentow, wspomagajaca i uzu-
petniajaca inne formy leczenia. W odniesieniu do pacjen-
téw onkologicznych stosowana jest gtéwnie muzykote-
rapia w formie receptywnej, nastawiona na odbiér muzyki
wybranej przez pacjenta lub przez terapeute. W celu
pogtebienia doznan muzyke taczy sie z rysunkiem lub tek-
stem literackim. Muzyka towarzyszy wizualizacji, techni-
kom oddechowym, terapii zajeciowe]. Muzyka jako czyn-
nik, ktéry stymuluje i porzadkuje ruch, wykorzystywana
jest réwniez w przebiegu zaje¢ muzyczno-ruchowych.
Kompilacja technik terapeutycznych, elementéw muzycz-
nych i ruchowych zwieksza efektywnosé procesu tera-
peutycznego. Muzyka w terapii stosowana jest w celu
tagodzenia negatywnych — gtéwnie psychologicznych —
skutkéw choroby: odczuwanego leku, niepokoju i smut-
ku. Muzykoterapia ukierunkowana jest na dostarczanie
dodatnich przezy¢, poprawe nastroju pacjenta oraz zaspo-
kojenie potrzeby bezpieczefstwa i akceptacji. Stosowane
techniki terapeutyczne sprzyjaja uwalnianiu i ekspresji
ttumionych emocji, daja poczucie spokoju i wyciszenia.
Wielokierunkowe oddziatywanie muzykoterapii na sfere
psychiczna i somatyczng cztowieka sprawia, iz coraz cze-
Sciej znajduje ona zastosowanie w wielu dyscyplinach
medycyny, a tym samym w ramach holistycznie rozumia-
nego systemu opieki nad pacjentem.

[51]

Odpowiedz na powtdrng reindukcje leczenia
z uzyciem genetycznie modyfikowanej
szczepionki komérkowej u chorych

na czerniaka ztosliwego

Aldona Karczewska-Dzionk, Julian Malicki,

Andrzej Mackiewicz

Zaktad Diagnostyki i Immunologii Nowotwordw,
Wielkopolskie Centrum Onkologii w Poznaniu

Materiaty i metody: W okresie od 12.12.1996 r. do
23.06.2005 r. do badania Il fazy oceny skutecznosci lecze-
nia adiuwantowego z uzyciem genetycznie modyfikowa-
nej szczepionki komaérkowej wtaczono 283 pacjentéw.
U 114 chorych stwierdzono HlIB, u 119 llIC, u 50 IV stopien
stopien zaawansowania klinicznego choroby. Genetycz-

nie modyfikowana szczepionka poczatkowo sktadata sie
z 2 oryginalnie wyprowadzonych linii komérkowych czer-
niaka ztosliwego z dodatkiem gendw interleukiny 6 i jej
rozpuszczalnego receptora w ilosci 5 x 107 komorek.
W kolejnej fazie badan wprowadzono powyzsze linie
modyfikowane genem GMCSF oraz bez modyfikacji.
Pacjenci byli randomizowani do leczenia r6znymi rodza-
jami szczepionki. Chorzy otrzymywali szczepionke 4 razy
co 2 tyg., nastepnie raz w miesigcu. Sredni okres obser-
wacji wyniost 8 lat. W przypadku progresji choroby u cze-
ci pacjentow zastosowano powtérng indukcje leczenia,
czyli immunizacje co 2 tyg.

Wyniki: W trakcie obserwacji progresje stwierdzono
u 70% pacjentéw. W 60% przypadkéw zastosowano rein-
dukcje szczepionki, uzyskujac odpowiedzi kliniczne u 30%
pacjentdw niezaleznie od wyjsciowego stopnia zaawan-
sowania choroby. Zaobserwowano istotng statystycznie
réznice w przezyciach pacjentéw, u ktérych w wypadku
progresji zastosowano reindukcje, w poréwnaniu z pacjen-
tami, u ktérych z réznych przyczyn z niej zrezygnowano.

Whnioski: Intensyfikacja immunizacji w przypadku pro-
gresji u pacjentow chorych na czerniaka ztosliwego leczo-
nych adiuwantowo wydtuza istotnie statystycznie okres
przezycia chorych niezaleznie od wyjsciowego stopnia
zaawansowania choroby.

[52]

Biatka transportujace wybrane cytostatyki
u chorych na nowotwory ztosliwe.
Doniesienie wstepne

Barbara Kozakiewicz', Monika Kaczmarczyk’

ICentrum Onkologii — Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie
w Warszawie
2Wydziat Chemii, Uniwersytet Warszawski

Zachorowalnos¢ na raka jajnika wciaz jest znaczna
i wynosi 11 nowych zachorowan na 100 tys. kobiet rocznie.
Sposrod tych kobiet 70% umrze przed uptywem 5 lat. Sta-
tystyki te nie zmieniajg sie od wielu lat. Przyczyny tak
ztych wynikéw leczenia, pomimo stosowania lekdw coraz
nowszych generacji, sg ciagle nieznane. Za tak mata sku-
tecznosc¢ leczenia moga by¢ odpowiedzialne komaorki
nowotworowe oporne na cytostatyki, powstate podczas
leczenia lub istniejace przed jego rozpoczeciem. Leko-
opornosc wielolekowa (multidrug resistance — MDR) moze
takze wynika¢ z wtasnosci biologicznych guza nowo-
tworowego. Dziatania zmierzajace do przetamania leko-
opornosci polegaty dotad na: eskalacji dawek cytostaty-
kéw, stosowaniu chemioterapii wysokodawkowej
z przeszczepieniem komérek macierzystych szpiku, sto-
sowaniu chemiouczulaczy, hamowaniu angiogenezy, sto-
sowaniu terapii genowej z funkcjami uzyskania i utraty
funkcji genu oraz stosowaniu modulatoréw, czyli sub-
stancji farmakologicznych, ktérych rola polega na zwiek-
szeniu skutecznosci chemioterapii konwencjonalnej
poprzez oddziatywanie na geny opornosci wielolekowej
(multidrug resistence-associated protein — MRP1, lung resi-
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wspétczesna onkologia

stence related protein — LPR, breast cancer related pro-

tein — BCRP). Préby réznorakiego sposobu wptywania na

zjawisko MDR éwiadcza dobitnie o jego skomplikowane;]
naturze i trudnosciach napotykanych przez badaczy w jej
przetamaniu.

Modulatory lekoopornosci wielolekowej oddziatuja
poprzez ré6zne mechanizmy. Jednym z nich jest zaburze-
nie transportu lekéw poprzez btone komaérkowa polega-
jace na utrudnianiu wchtaniania lekéw do wnetrza komor-
ki lub na zwiekszonym usuwania cytostatyku juz
obecnego we wnetrzu komorki nowotworowej. Udowod-
niono, ze aktywny udziat w usuwaniu lekéw biorg biat-
ka transportowe z rodziny ABC (ATP-bilding casette). Biat-
ka te transportuja leki poza komorke wbrew gradientowi
stezen. Wyodrebnienie takich biatek, specyficznych dla
raka jajnika, poznanie ich natury, powinowactwa obec-
nosci lub braku w komérkach nowotworowych moze
wptynaé na znaczace podniesienie skutecznosci lekow
w procesie niszczenia komérek nowotworowych.

Okreslenie obecnosci biatek ABC w surowicy u cho-
rych przed rozpoczeciem podawania cytostatykéw oraz
w trakcie ich podawania mogtoby sta¢ sie jedng z waz-
nych metod selektywnego eliminowania lekoopornosci.

W omawianym, rozpoczetym badaniu, prowadzonym
w grupie chorych na nowotwory ztosliwe leczonych cispla-
tyna (DDP), podjeto prébe okreslenia istnienia specy-
ficznego biatka, ktére uczestniczy w transporcie zwigzkéw
platyny w surowicy.

W tym celu zbadano surowice uzyskane od 11 chorych
bedacych w trakcie leczenia réznymi dawkami DDP Krew
pobierano dobe po dozylnym podaniu cytostatyku. Wyko-
rzystujac metode elektroforezy zelowej oraz techniki abla-
qji laserowej potaczonej ze spektrometrig mas (LA ICP MS),
oznaczono i wyodrebniono biatka transportowe.

1. Dotychczas opracowano metody analityczne stuzace
stwierdzeniu obecnosci zwigzkéw platyny w surowicy
chorych otrzymujacych nawet minimalne dawki (20
mg/dobe) cisplatyny w toku jednego kursu chemiote-
rapii.

2.Sposrod kilkunastu biatek mogacych bra¢ udziat
w transporcie DDP, z przeprowadzanych przez autorki
analiz wynika, ze najbardziej prawdopodobne s3a biat-
ka o masie 72-190 kDa.

3. Poznawane s3 pierwsze biatka taczace sie ze zwigzka-
mi platyny, ktérych nature prébujemy zaliczy¢ do bia-
tek wypierajacych (efflux proteins) badz biatek wychwy-
tujacych (uptake proteins).

Prezentowane wyniki sg jedynie wstepnym etapem
badania, probg wyodrebnienia biatek transportowych
w surowicy chorych otrzymujacych platyne. Na obecnym
etapie badan, nie uzyskano wynikéw, ktére okreslityby
grupe biatek ABC biorgcych udziat w transporcie DDP
z dostatecznie wysokim poziomem czutosci oraz specy-
ficznosci. Badanie jest kontynuowane.

Transport proteins for chosen cytostatic
drugs. Preliminary report

Ovarian cancer morbidity is still high and its current
level is 11 new cases per 100 women per year. Among 70%
of them will die within 5 years. Despite of using the new
generations drugs reasons for this statistic have been
unchangeable for many years and still have been unk-
nown. Well know factors which overcome drug resistan-
ce are: an escalation of cytostatic doses, a high dose che-
motherapy with steam cell transplant, use of
chemosentisizer, an angiogenesis prevention, a gene the-
rapy with a gene function gain or loss, or use of modula-
tors, substances that enhance conventional chemothe-
rapy effectiveness through influence on multidrug
resistance genes. Various attempts to investigate an influ-
ence on MDR phenomenon are clear proof because of its
complex nature and problems with suppressing.

Current presented ongoing research, carried on group
of malignant tumors patients treated with Cisplatin (DDP),
attempts to determine existence of specific platinum
transporting protein .

Serum from 11 patients treated with different doses of
DDP was obtained day after intravenous drug admini-
stration. Transport proteins was isolated and identified
with using of gel electrophoresis and laser ablation induc-
tively coupled plasma mass spectrometry (LA ICP MS).
1. The analytical method for detecting presence of plati-

num in serum of the sick given even minimal doses (20
mg per day) of cisplatinum during one course of che-
motherapy so far has been developed.

2. Among proteins able to transport DDP, according to our
research, the most likely are proteins weighing from 29
kDa to 120 kDa.

3. First proteins connecting with cisplatinum have been
examined. According to their nature, these proteins are
considered to be either efflux proteins or uptake pro-
teins.

Presented results are just preliminary stage of rese-
arch. It is a trial to isolate transport proteins in serum of
platinum treated patient. At the current stage no result
identifying group of ABC proteins taking role in DDP trans-
port with high enough sensibility and specificity was obta-
ined. Research is being continued.



