contemporary oncology

onkologia

Indexed in: ISI Master Journal List, ISI Science Citation Index Expanded (Sci-Search),
PubMed Central/PubMed, EMBASE, Chemical Abstracts CAS, Scopus,

Index Copernicus (IC), MNiSW, Directory of Open Access Journals (DOAJ),

OpenMed Database and Polish Medical Library (GBL).

TERMEDIA Publishing House



contemporary oncology

Andrea Ardizzoni (Italy)
Magdalena Chechlinska (Warsaw)
Thierry Le Chevalier (France)
Tanja Cufer (Slovenia)

Angus Dalgleish (UK)

Andrzej Deptata (Warsaw)
Michat Drews (Poznan)

Soldano Ferrone (USA)

Pere Gascon (Barcelona, Spain)
Wojciech Golusinski (Poznan)
Fred R. Hirsch (USA)

Jerzy Hotowiecki (Katowice)

Paul Van Houtte (Belgium)
Iwona Hus (Lublin)

Jacek Jassem (Gdansk)

Wiestaw W. Jedrzejczak (Warsaw)
Leszek Kaczmarek (Warsaw)
Claudine Kieda (Orleans, France)
Zygmunt Kopczynski (Poznan)
Maciej Krzakowski (Warsaw)
Wtodzimierz Krzyzosiak (Poznan)
Zbigniew Kwias (Poznan)
Andrzej Lange (Wroclaw)

Janusz Limon (Gdansk)

Marek Los (Sweden)

Jan Lubinski (Szczecin)

Jacek tuczak (Poznan)

Bogustaw Maciejewski (Gliwice)
Julian Malicki (Poznan)

onkologia

Sergiusz Markowicz (Warsaw)
Andrzej Marszatek (Poznan)
Jan P van Meerbeeck (Holland)
Piotr Milecki (Poznan)

Pawet Murawa (Poznan)

Dawid Murawa (Poznan)

Jacek Niklinski (Bialystok)
Andrzej Nowicki (Bydgoszcz)
Janusz Pawlega (Krakow)
Marek Pawlicki (Krakow)
Stanistaw Radowicki (Warsaw)
Czestaw Radzikowski (Wroclaw)
Jacek Rolinski (Lublin)

Giovanni Rosti (ltaly)
Domenico Rubello (Italy)

Pravin Sehgal (USA)

Branimir 1. Sikic (USA)

Janusz Skowronek (Poznan)
Marek Spaczynski (Poznan)
Stanistaw Szala (Gliwice)
Cezary Szczylik (Warsaw)
Andrzej Szkaradkiewicz (Poznan)
Maurizio Tonato (ltaly)

Maciej Ugorski (Wroclaw)
Maciej Wiznerowicz (Poznan)
Marek Wojtukiewicz (Bialystok)
Theresa Whiteside (USA)

Piotr J. Wysocki (Poznan)

Jan Zeromski (Poznan)

Editor-in-Chief
Andrzej Mackiewicz
e-mail: andrzej.mackiewicz@wco.pl

Editors

Leszek Kaczmarek,
Wtodzimierz Krzyzosiak,
Cezary Szczylik

Associate Editors
Sun Zhi-Gang, Zhu Di, Xuemei Ji,
Mirostaw Kiedrowski

Language Editor
Richard Ashcroft

Statistics Editor
Matgorzata Misztal

Journal published under the auspices

of the Association for Fight Against Cancer
“Genes for Life” (Poznan)

and the Foundation of Experimental

and Clinical Oncology (Warsaw)

www.termedia.pl
www.onkologia.termedia.pl

Circulation of 2,500 copies

Publisher
Termedia sp. z 0.0. Wydawnictwo Medyczne
e-mail: termedia@termedia.pl

Warsaw office
tel./fax +48 22 827 75 14
e-mail: biuro.warszawa@termedia.pl

President of the Management Board
Editor-in-Chief of the Publishing House
Janusz Michalak

e-mail: j.michalak@termedia.pl

Director of the Publishing House
Andrzej Kordas
e-mail: a.kordas@termedia.pl

Editorial Office

Termedia sp. z 0.0.

Kleeberga 2, 61-615 Poznan

tel./fax +48 61 822 77 81, ext. 604

e-mail: contemporaryoncology@termedia.pl

Marketing and Advertising
tel./fax +48 61 822 77 81 ext. 507
e-mail: m.pretka@termedia.pl

Distribution and Subscriptions
Iwona Kempa

tel./fax +48 61 656 22 00

e-mail: prenumerata@termedia.pl

The advertisers shall be liable for the contents

of advertisements placed
in Contemporary Oncology.

Advertisements of prescription drugs are

intended only for physicians licensed
to prescribe them



contemporary oncology

onkologia

VI Congress of
Contemporary Oncology

NEXT GENERATION

Poznan, 27-29 March 2014

VI Kongres
Wspofczesnej Onkologii

NEXT GENERATION

Poznan, 27-29 marca 2014



VI Kongres Wspétczesnej Onkologii Next Generation contemporary

Otwarcie Kongresu

[1]
Terapie komérkowe w transplantacji twarzy

Maria Siemionow
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Inducible pluripotent stem cells as a tool in articular cartilage regeneration

Wiktoria Suchorska

Greater Poland Cancer Centre, Poznan, Poland
Wielkopolskie Centrum Onkologii, Poznan, Polska

Abstract

The main objective of the study was to understand the
molecular mechanisms and signal transduction pathways in-
volved in the differentiation process of the stem cells (embry-
onic human stem cells — hES, and induced pluripotent stem
cells —iPS) into chondrocytes.

Specific objectives include:

1. Analysis of the molecular mechanisms involved in differen-
tiation hES cells, and iPS cells into chondrocytes by analysis
of global gene expression profiles at various stages of cell
differentiation.

2. Comparison of the mechanisms and signal transduction
pathways involved in differentiation process of hES, and
iPS cells to chondrocytes.

3. Multidimensional comparative analysis in vitro of mature
chondrocytes differentiated from both hES, and iPS cells.
4. Demonstration the functionality of the hES, and iPS
cells-derived chondrocytes in the regeneration of damaged
articular cartilage in vivo in an animal experimental model.

The possibility of maintaining in vitro full-featured iPS cells
was confirmed. In addition, we have established a line of hu-
man embryonic stem cells (hES). Up to the date it was proved
that hES have the capacity to differentiate directly toward
chondrocytes under defined cell culture conditions. During
this process we controlled the morphology of the cells, and
the level of gene expression typical for embryonic cells (OCT4,
SOX2, NANOG), for mesoendoderm (MIXL1), for mesoderm
(PDGFRB), for endoderm (SOX17, GATA4) and for mature chon-
drocytes (SOX9, CD44, collagen type II1). Moreover at the en-
tire process of reprogramming and the differentiation of the
cells culture the population of differentiated cells was exam-
ined using immunofluorescence, and immunohistochemistry
(safranin O, collagen type II). We are going to perform a global
analysis of gene expression at different stages of hES, and iPS
cells differentiation. These analyzes based on RNA microarray
technology will be made in collaboration with the Institute of
Applied Cancer Center, MD Anderson, University of Texas. The
experience gained by the project manager in the TCGA (Tu-
mor Cancer Genome Atlas) Researches enable the validation
of the most important genes involved in the molecular mech-
anisms controlling stem cells differentiation using RT-PCR.
In a further step we are going to study the protocol for differen-
tiation iPS cells toward chondrocytes. Obtained chondrocytes
will be used as a transplants for repairing cartilage damage
in vivo according to the previously developed methodology.
The model of in vitro analysis of regeneration the articular
cartilage has been developed. Animal study are performed in
collaboration with team of Dr Trzeciak from Department and
Clinic of Orthopedics and Traumatology, Poznan University of

Streszczenie

Cel pracy: Celem ogélnym projektu jest poznanie me-
chanizméw molekularnych i szlakéw przekaznictwa sygnatu
zaangazowanych w proces réznicowania komoérek macie-
rzystych (hES) do chondrocytéw. Opracowanie wydajnego
protokotu réznicowania hES bedzie podstawa do badah nad
wykorzystaniem zr6znicowanych chondrocytéw w medycynie
regeneracyjnej u chorych z nowotworami gtowy i szyi.

Materiat i metody: W badaniach wstepnych, w scisle
okreslonych warunkach hodowli, przeprowadzono réznicowa-
nie komorek hES linii BGO1V do chondrocytow. Komorki linii
BGO1V hodowano zgodnie z zaleceniami ATCC. W celu uzy-
skania réznicowania komérek BGO1V kolejno dodawano re-
kombinowane czynniki wzrostu do pozywki hodowlanej. Pro-
tokét réznicowania ludzkich komérek hES do chondrocytéw
obejmuje trzy fazy hodowli. W pierwszym etapie komérki sg
utrzymywane w medium do hodowli komérek hES wzboga-
canym WNT3a, bFGF i aktywing A, ktdrej stezenie byto stop-
niowo zmniejszane. W tych warunkach zachodzi réznicowa-
nie hES do komdérek mezoendodermy. Nastepnie do pozywki
dodawano w okreslonych stezeniach czynniki warunkujace
réznicowanie sie komorek do mezodermy: BMP4, follistatyna,
neurotrofina 4. W celu uzyskania dojrzatych chondrocytow
w ostatnim etapie réznicowania stopniowo dodawano do
pozywki GDF5, zmniejszajac jednoczesénie stezenie BMP4. Fe-
notyp otrzymanych chondrocytéw potwierdzono, wykonujac
barwienie kwasem alcjanowym.

Wyniki: W czasie catego cyklu kontrolowano morfologie
komorek, a takze poziom ekspresji gendéw charakterystycz-
nych dla komérek zarodkowych (OCT4, SOX2, NANOG), komo-
rek mezoendodermy (MIXL1), mezodermy (PDGFRp), endo-
dermy (SOX17, GATA4) oraz dla chondrocytow (SOX9, CD44,
kolagen typu Il1). Dodatkowo w poszczegélnych etapach ho-
dowli komorki oceniano za pomocg immunohistochemii i im-
munofluorescencji (safranina O, kolagen typu II).

Whioski: Wykazano potencjat ludzkich embrionalnych ko-
morek macierzystych do réznicowania sie w komérki chrzast-
ki in vitro. W ostatnim etapie badan otrzymane komérki beda
wykorzystane do wypetnienia ubytkdw w chrzastce stawowej
in vitro z zastosowaniem wczesniej opracowanego modelu
zwierzecego uszkodzenia chrzgstki stawowej krélika.

Stowa kluczowe: komorki iPS, medycyna regeneracyjna.
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Medical Sciences. We are going to examine the mechanism
of repair of so-called full thickness cartilage damage which
penetrates subchondral bone.

The results of the experiments will form the basis for the
development of regenerative medicine and may contribute to
the development of clinical protocols for future acquisition of
chondrocytes from the patient’s somatic cells.

Key words: iPS cells, regenerative medicin.
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Epidemiology of ovarian cancer in Western Pomerania: a comparison
of 1999-2001 and 2008-2010. Evaluation of the effectiveness of population

screening and prevention program

Epidemiologia raka jajnika w wojewédztwie zachodniopomorskim: poréwnanie lat
1999-2001 { 2008-2010. Ocena efektywnosci przesiewu populacyjnego ( programu

profilaktycznego

Gronwald J.}, Menkiszak J.?, Chudecka-Gtaz A.?, Domagata W.?, Urasiriska E3, Symonowicz H.*, Majdanik E>,
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Abstract

Aim of the study: Evaluation of the effectiveness of pop-
ulation screening and implemented prevention program by
comparison of the incidence of ovarian cancer and the in-
cidence of BRCA1 mutations among patients with ovarian
cancer diagnosed in the region in the years 1999-2001 and
2008-2010.

Material and methods: In the period 1999-2001 in West-
ern Pomerania, in collaboration with family physicians, there
was conducted a survey on the incidence of cancer in fami-
lies of patients registered in GP practices. We obtained 1,258
million questionnaires/1.7 million inhabitants. On the basis
of survey data, patients with indications for an in-depth ge-
netic-oncology consultation and genetic testing were invited
and examined. As a result, up to now 1198 BRCAI gene mu-
tation carriers were diagnosed and 11980 patients in whose
mutation has not been found, but clinical and pedigree data
showed a high risk of developing breast or ovarian cancer.
Both groups of patients were included into appropriate pre-
vention program and BRCAI-carriers were offered preventive
gynecological operations. In this context, the efficacy of pro-
phylactic program was measured by determining the inci-
dence of ovarian cancer in the period immediately preceding
the commencement of the program — 1999-2001 and after
8 years of prevention program use — from 2008 to 2010.

Streszczenie

Cel pracy: Ocena efektywnosci populacyjnego badania
przesiewowego i wdrozonego programu profilaktycznego po-
przez poréwnanie zachorowalnosci na raka jajnika oraz cze-
stosci mutacji genu BRCAI wsrdd pacjentek z rakiem jajnika
zdiagnozowanych w wojewddztwie zachodniopomorskim
w latach 1999-2001 oraz 2008-2010.

Materiat i metody: W latach 1999-2001 w wojewodztwie
zachodniopomorskim we wspétpracy z lekarzami rodzinnymi
przeprowadzono badania ankietowe dotyczace zachorowan
na nowotwory w rodzinach pacjentéw zarejestrowanych
w praktykach lekarzy rodzinnych. Uzyskano 1,258 mln an-
kiet/1,7 mln mieszkancow. Na podstawie danych ankieto-
wych wyselekcjonowano pacjentéw, u ktérych wystepowaty
wskazania do przeprowadzenia pogtebione] konsultacji on-
kologiczno-genetycznej oraz wykonania testéw genetycznej
predyspozycji do nowotworéw. W efekcie tych dziatahi do-
tychczas zdiagnozowano 1198 nosicielek mutacji genu BRCAI
oraz 11 980 pacjentek, u ktérych mutacji nie stwierdzono, ale
dane rodowodowo-kliniczne wskazywaty na wysokie ryzyko
rozwoju raka piersi lub jajnika. Obie grupy pacjentek objeto
odpowiednig profilaktyka, a nosicielkom mutacji genu BRCAI
proponowano profilaktyczng operacje narzadu rodnego.
W powyzszym kontekscie w niniejszej pracy okreslono sku-

tecznos¢ programu profilaktycznego poprzez okreslenie za-
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Results: In the period 1999-2001 in Western Pomerania
470 (approximately 157/y.) women were diagnosed with ovar-
ian cancer. Material for DNA testing was obtained from 392
(83.4%) patients. In this group 49 BRCAI mutation carriers
were diagnosed (12.5%). Between 2008-2010, 371 patients
(approximately 124/y.) were diagnosed with ovarian cancer.
Genetic material was obtained from 328 (88.4%) women. In
this group 22 BRCAI mutation carriers (6.7%) were diagnosed.
In the same periods of time in Poland average 3167 women
per year were diagnosed with ovarian cancer between 1999-
2001 vs. 3262 per year between 2008-2010. The average fre-
quency of BRCAI mutation observed among patients with
ovarian cancer is about 13% in Poland.

Conclusions: Population screening for a strong predispo-
sition to ovarian cancer associated with consequent preven-
tive program in a few years reduces the incidence of ovarian
cancer by approximately 20%, and between BRCAI mutation
carriers by 55%.

Key words: ovarian cancer, BRCAI, screening program.

chorowalnosci na raka jajnika w okresie bezposrednio poprze-
dzajacym rozpoczecie programu profilaktycznego, tj. w latach
1999-2001, oraz po 8 latach jego stosowania, tj. w okresie
2008-2010.

Wyniki: W latach 1999-2001 w wojewddztwie zachodnio-
pomorskim raka jajnika zdiagnozowano u 470 kobiet (5red-
nio u ok. 157/rok), materiat do badania DNA uzyskano od 392
(83,4%) pacjentek, w tej grupie zdiagnozowano 49 nosicielek
mutacji genu BRCAI (12,5%). W latach 2008-2010 zdiagno-
zowano raka jajnika u 371 kobiet (u ok. 124/rok), materiat
do badania genetycznego uzyskano od 328 (88,4%) pacjen-
tek, w tej grupie zdiagnozowano 22 nosicielki mutacji genu
BRCA1 (6,7%). Dane ogblnokrajowe wskazujg, ze w Polsce
raka jajnika diagnozowano u Srednio u 3167 pacjentek/rok
w latach 19992001 vs 3262/rok w latach 2008-2010. Srednia
czestos¢ mutacji genu BRCAI obserwowana w naszym kraju
wsréd pacjentek z rakiem jajnika wynosi ok. 13%.

Whioski: Przesiew populacyjny w kierunku diagnozy silnej
predyspozycji do raka jajnika potaczony z konsekwentnym
programem profilaktycznym umozliwia po kilku latach sto-
sowania obnizenie zachorowalnosci na ten nowotwoér o ok.
20%, a wsrod nosicielek mutacji genu BRCAI o ponad 55%.

Stowa kluczowe: rak jajnika, BRCAL, programu badar prze-
siewowych.
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Postepy w poznaniu genomu raka (projekt TCGA)

Maciej Wiznerowicz
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Profile molekularne krgzacych komérek nowotworowych (CTC) u chorych

na raka piersi

Anna Zaczek!, Aleksandra Markiewicz', Marzena Wetnicka-Jaskiewicz?, Jacek Jassem?

IChair of Medical Biotechnology, Intercollegiate Faculty of Biotechnology of Gdansk University and the Medical University

of Gdansk, Gdansk, Poland

’Department of Oncology and Radiotherapy, Medical University of Gdansk, Poland
Katedra Biotechnologii Medycznej, Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii Uniwersytetu Gdarskiego i Gdariskiego Uniwersytetu

Medycznego, Gdarsk, Polska

2Katedra i Klinika Onkologii i Radioterapii, Gdanski Uniwersytet Medyczny, Polska

Abstract

Background: Metastatic spread still remains the main
cause of deaths in breast cancer. There are two main routes
of cancer cells dissemination in breast cancer: lymphatic and
hematogenous. An important stage in the development of
invasive cancer is epithelial-mesenchymal transition (EMT),
during which cancer cells gain mesenchymal phenotype.
Knowledge of the biology of this phenomenon and its clinical
significance is still incomplete. In our study we attempted to
determine the gene expression profile characteristic of the
cells disseminated through the blood or lymphatic vessels,
which can be detected before the development of distant
metastases. For this purpose, we compared the expression
of selected genes associated with mesenchymal and invasive
phenotypes in primary tumors, circulating tumour cells (CTC)
and lymph node metastases in patients with operable breast
cancer, and related those profiles to clinical data.

Material and methods: Clinical material was collected
from the group of 126 prospectively collected, stage I-lll, can-
cer patients, half of which had lymph node metastases. Circu-
lating tumour cells were detected by developed by our team
method based on negative selection of blood-derived cells.
Molecular profiles associated with mesenchymal (TWISTL,
SNAI1, SNAI2, VIM) and invasive (HER2, CXCR4, uPAR) phe-
notypes were assessed by real time PCR in primary tumors,
CTC and metastatic lymph nodes. The resulting profiles were
correlated with each other and with clinicopathological data
and patients outcome.

Results: Mesenchymal phenotype of CTC showed in-
creased expression of invasion-associated markers (CXCR4,
UPAR), which correlated with adverse clinical features (high-
er T status, lymph node involvement). Expression of TWIST1,
SNAI1 and SNAI2 was significantly higher in lymph node
metastases compared with corresponding primary tumors
samples. Increased expression of TWIST and SNAIL in lymph
nodes metastases was associated with shorter overall surviv-
al and disease-free survival.

Conclusions: Breast cancer cells with mesenchymal phe-
notype disseminated either by hematogenous or lymphatic
route show particular aggressiveness. The clinical significance
of these findings requires further study.

Key words: breast cancer, circulating tumor cells, lymph
node metastasis, epithelial-mesenchymal transition.

Streszczenie

Wstep: Przerzuty odlegte sg gtéwna przyczyna zgonu z po-
wodu raka piersi. Istniejg dwie gtowne drogi rozsiewu ko-
morek nowotworowych: limfatyczna i krwionosna. Waznym
etapem w rozwoju inwazyjnosci nowotworow jest przemiana
epitelialno-mezenchymalna (epithelial-mesenchymal trans-
ition — EMT), prowadzaca do powstania fenotypu mezen-
chymalnego. Wiedza na temat biologii tego zjawiska i jego
klinicznego znaczenia, szczegélnie w kontekscie obu drég
przerzutowania, jest wcigz niepetna. W naszych badaniach
podjelismy prébe okreslenia profilu ekspresji genéw charak-
terystycznego dla komérek rozsianych droga krwionosna lub
limfatyczna, ktéry moze zosta¢ wykryty przed pojawieniem
sie przerzutéow odlegtych. W tym celu poréwnalismy eks-
presje wybranych genéw zwigzanych z fenotypem mezen-
chymalnym i inwazyjnym w guzach pierwotnych, krazacych
komodrkach nowotworowych (circulating tumor cells — CTC)
i przerzutach do weztéw chtonnych u chorych na operacyj-
nego raka piersi, a nastepnie oznaczone profile molekularne
odnieslismy do charakterystyki klinicznej.

Materiat i metody: Materiat do badan pochodzit od 126
chorych w stopniu I-ll, sposrdd ktorych potowa miata przerzu-
ty do regionalnych weztéw chtonnych. Krazace komérki nowo-
tworowe wykrywano metoda opracowang przez nasz zespot,
polegajaca na selekcji negatywnej komarek krwiopochodnych.
Profile molekularne zwigzane z fenotypem mezenchymalnym
(TWISTL, SNAIL, SNAI2, VIM) i inwazyjnym (HER2, CXCR4, UPAR)
ocenione zostaty technikg PCR w czasie rzeczywistym w gu-
zach pierwotnych, CTC i przerzutowych weztach chtonnych.
Uzyskane profile poréwnano ze sobg i odniesiono do danych
kliniczno-patologicznych oraz czasu przezycia chorych.

Wyniki: Krazagce komorki nowotworowe o fenotypie me-
zenchymalnym wykazywaty podwyzszong ekspresje mar-
keréw inwazyjnosci (CXCR4, uPAR). Cechy te byty zwigzane
rownoczesnie z niekorzystnymi cechami klinicznymi (wyzszy
stopien T, przerzuty w weztach chtonnych). Ekspresja TWIST1,
SNAI1 i SNAI2 byta istotnie wyzsza w prébkach pobranych
z przerzutowych weztdw chtonnych w poréwnaniu z odpo-
wiadajgcymi im prébkami z guzéw pierwotnych. Podwyzszo-
na ekspresja TWIST i SNAIL w przerzutach do weztéw chton-
nych wiagzata sie z krétszym czasem catkowitego przezycia
i przezycia wolnego od nowotworu.

Whioski: Komorki raka piersi o fenotypie mezenchymal-
nym rozsiane zaréwno droga krwionosna, jak i limfatyczna
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wykazuja szczegblng agresywnosc. Kliniczne znaczenie tych
obserwacji wymaga dalszych badan.

Stowa kluczowe: rak piersi, kragzace komérki nowotworo-
we, przerzuty do weztéw chtonnych, przemiana epitelialno-
-mezenchymalna.
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KAP1/Trim28 transcriptional corepressor regulates tumor growth

Biatko KAP1/Trim28 reguluje tempo wzrostu guza
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Abstract

Introduction: Epigenetic modifications play a crucial role
in the maintenance of Cancer Stem Cells (CSCs) population,
which is largely responsible for metastases and relapse and
contribute to cancer resistance to chemotherapy and radio-
therapy. KAP1/TRIM28 protein as an epigenetic modulator
regulates expression of large group of genes through local
DNA heterochromatization and may represent novel anti-can-
cer target.

Aim of the study: The main aim of the project is evaluate
the role of KAP1 protein in regulation of breast cancer stem
cell properties and tumorigenesis.

Materials and methods: KAP1 gene knockdown was
achieved with lentiviral vectors encoding specific ShRNA. The
efficiency of gene silencing was confirmed by RT-qPCR, West-
ern blot analysis and immunohistochemistry. FACS analysis
was performed to evaluate percentage and morphology of
CD44+/CD24 " CSCs population in the KAP1*C and WT breast
cancer cells. Chemotherapy (doxorubicin), as well as radio-
therapy, was conducted in dose-dependant manner. Cell pro-
liferation in vitro was examined by proliferation assays (such
as H-thymidine incorporation assay). The impact of KAP1
downregulation on kinetics of tumor growth was evaluated
in Athymic nude mice. High-throughput transcriptome stud-
ies are also in progress.

Results: Significant knockdown of KAP1 gene in selected
breast cancer cell lines was achieved. KAP1 downregulation
lead to enhanced proliferation in MDA-MB-231 cell line in
vitro. We did not observe the senstitization to chemo- and
radiotherapy after KAP1 knockdown. Results obtained so far
suggests that KAP1 knockdown lead to inhibition of tumor
growth in vivo in MDA-MB-231 cell line.

Conclusions: Our current work is focused on investigat-
ing molecular mechanisms that mediates KAPl-dependent
proliferation and tumor growth. Ultimately, our findings may
pave the way to novel and more effective therapies for breast
tumors.

Key words: epigenetic, breast cancer, cancer stem cells.

Streszczenie

Wstep: Modyfikacje epigenetyczne odgrywaja znacza-
ca role w regulacji nowotworowych komdérek macierzystych
(NKM), ktorym przypisuje sie odpowiedzialnos¢ za przerzuty
i wznowy choroby nowotworowej, jak réwniez chemio- i ra-
dioopornosé. Biatko KAP1/TRIM28 jako epigenetyczny czynnik
modulujacy heterochromatynizacje, reguluje ekspresje wielu
gendw i moze stanowi¢ nowy przeciwnowotworowy cel tera-
peutyczny.

Cel pracy: Charakterystyka roli biatka KAP1 w procesie no-
wotworzenia i regulacji komérek NKM.

Materiaty i metody: Wyciszenie ekspresji genu uzyskano
za pomocg wektoréw lentiwirusowych kodujgcych shRNA,
a wydajnos¢ wyciszenia oceniono za pomocg technik RT-qPCR,
Western Blot i immunohistochemii. Metoda FACS oceniono od-
setek komérek NKM o fenotypie CD44+/CD247°* W warunkach
in vitro oceniono réwniez chemio- i radioopornos¢ w zalezno-
sci od podanej dawki leku badz promieniowania. Proliferacje
oceniono w warunkach in vitro (m.in. z wykorzystaniem testu
z inkorporacjg H3-tymidyny) oraz in vivo po poadniu podskor-
nym myszom nude. W toku sa réwniez szerokoprzepustowe
badania transkryptomowe.

Wyniki: Uzyskano wydajne wyciszenie ekspresji genu
KAP1 w wybranych liniach raka piersi. W linii MDA-MB-231
obnizenie ekspresji genu KAP1 znaczaco zwiekszyto potencjat
proliferacyjny komérek w warunkach in vitro. Nie zaobserwo-
wano wptywu wyciszenia KAP1 na chemio- badZ radioopor-
nos¢ testowanych linii. Uzyskane dotychczas wyniki wskazuja
na zahamowanie tempa wzrostu guza in vivo w przypadku
podania podskérnego komérek MDA-MB-231 myszom nude.

Whioski: Dane literaturowe oraz uzyskane wyniki wska-
zujg na udziat biatka KAP1 w regulacji procesu nowotwo-
rzenia. Obecnie badamy molekularne mechanizmy odpo-
wiedzialne za KAP1-zalezng proliferacjg i wzrostu guza. Nasza
sza praca moze wzbogacic strategie terapeutyczne w bardziej
efektywne rozwigzania w przypadku nowotworu piersi.

Stowa kluczowe: epigenetyka, rak piersi, nowotworowe
komorki macierzyste.
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SKO053 an inhibitor of enzymes involved in allosteric disulphide bond formation
induces differentiation of human acute myeloid leukemia cells
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Rola syntazy galaktozyloceramidu (UGT8) i galaktozyloceramidu (GalCer)
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Abstract

Introduction: It was shown on the level of gene expression
that galactosylceramide synthase (UGT8) is one of six genes
whose elevated expression correlated with a significantly in-
creased risk of lung metastases in breast cancer patients. The
UGT8 is enzyme responsible for the synthesis of galactosylce-
ramide (GalCer) which is known mostly as the constituent of
myelin. Our recent studies with the use of immunochemistry
suggest that UGT8 is a significant index of tumour aggressive-
ness and a potential marker for the prognostic evaluation of
lung metastases in breast cancer.

Aim of the study: The role of UGT8 and GalCer in breast
cancer progression.

Material and methods: Control MDA-MB-231 cells (MDA/
LUC) and MDA-MB-231 cells (MDA/LUC-shUGTS8) with de-
creased expression of UGT8 and GalCer after stable expres-
sion of shRNA directed against UGT8 mRNA was studied in
vivo in athymic nu/nu mice. Apoptotic cell were analyzed by
Western blot using antibody directed against caspase-3.

Results and conclusions: Control MDA/LUC cells formed
tumors and metastatic colonies much more efficiently in com-
parison to MDA/LUC-shUGTS cells with suppressed synthesis
of GalCer after their, respectively, orthotopic and intracardiac
transplantation. These findings indicate that UGT8 and GalCer
have a profound effect on tumorigenic and metastatic prop-
erties of breast cancer cells. In accordance with this finding,
immunohistochemical staining of tumor specimens revealed
that high expression of UGT8 accompanied by accumulation
of GalCer in MDA-MB-231 cells is associated with a much
higher proliferative index and a lower number of apoptotic
cells in comparison to the MDA/LUC-shUGT8 cells. These data
suggest that accumulation of GalCer in tumor cells inhibits
apoptosis, which would facilitates metastatic cells to survive
in the hostile microenvironment of tumor in target organ.
In addition, it was found that expression of UGT8 in MDA-
MB-231 cells increased their resistance to apoptosis induced
by doxorubicin in vitro, suggesting that UGT8 can be involved
also in multidrug-resistance (MDR) of cancer cells.

Key words: UGTS, breast cancer, drug resistance, apopto-
sis.

Streszczenie

Wstep: Analiza ekspresji genéw w przerzutach raka piersi
do kosci, watroby, ptuc i mézgu wykazata, ze tylko w przerzu-
tach do ptuc obserwuje sie ekspresje genu UGT8 kodujacego
syntaze galaktozyloceramidu (UGT8). UGT8 jest enzymem
biorgcym udziat w syntezie galaktozyloceramidu (GalCer), ga-
laktolipidu znanego dotychczas gtéwnie jako sktadnik oston-
ki mielinowej. Ostatnio w badaniach wtasnych wykazano, ze
UGT8 moze mie¢ udziat w potencjale przerzutujagcym komoé-
rek raka piersiijego progresji do bardziej ztosliwego fenotypu.

Cel pracy: Okreslenie roli UGT8 i GalCer w progresji raka
piersi.

Materiat i metody: Komérki MDA-MB-231 z wyciszong za
pomoca shRNA ekspresja UGT8 (MDA-MB-231/LUC-shUGTS)
oraz kontrolne komérki MDA-MB-231/LUC przeszczepiano s.c.
lub i.c. myszom nu/nu. W testach in vitro oba typy komaérek
analizowano pod katem opornosci na apoptoze indukowanga
doksorubicyna.

Wyniki i wnioski: Komorki MDA-MB-231 z zahamowang
ekspresja UGT8 i GalCer charakteryzowaty sie nizsza zdol-
noscig do tworzenia guzéw nowotworowych oraz nizszym
potencjatem przerzutujgcym w poréwnaniu z komaérkami
0 wysokiej ekspresji tego enzymu i jego produktu. W zgodzie
z tymi wynikami w guzach nowotworowych utworzonych
przez komorki MDA-MB-231/LUC stwierdzano z jednej stro-
ny znacznie wieksza liczbe komérek proliferujgcych, z drugiej
wyraznie mniejszg liczbe komérek apoptotycznych w poréw-
naniu z guzami MDA-MB-231/LUC-shUGT8. Wykazano takze,
ze komorki raka piersi zzahamowana syntezg GalCer staja sie
podatne na apoptoze przy mniejszych stezeniach doksorubi-
cyny w stosunku do komérek kontrolnych.

Podsumowujac — przeprowadzone badania pokazaty, ze
UGT8 i GalCer odgrywaja istotng role w progresji raka piersi,
co prawdopodobnie jest zwigzane z ich wieksza opornoscia
na stres, ktérego Zrédtem jest mikrosrodowisko guza nowo-
tworowego. Co wiecej, moga one takze odgrywac wazna role
w lekoopornosci komarek raka gruczotu piersiowego i tym sa-
mym w opornosci na chemioterapie tych pacjentek, u ktérych
stwierdza sie wysoki poziom UGT8.

Stowa kluczowe: UGTS, rak piersi, lekoopornos¢, apoptoza.
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Abstract

Introduction: The NADPH oxidase is a complex of five
proteins encoded by the CYBA, CYBB, NCFI, NCF2 and NCF4
genes. The enzyme is located in the cellular membrane of
phagocytic cells and generates microbicidal superoxide an-
ion in a process called oxidative burst. Mutations in any of
the NADPH oxidase genes manifest in chronic granulomatous
disease characterized by recurrent and severe infections and
a predisposition to cancer. The NADPH oxidase has been de-
scribed also in other types of cells including B-cell where it
produces reactive oxygen species that function as signaling
molecules involved in such processes like differentiation or
proliferation.

Aim of the study was the identification of NADPH oxidase
gene alterations in classical Hodgkin lymphoma and the anal-
ysis of their consequences for the enzyme functionality.

Material and methods: We used several molecular tech-
niques including microarrays, FICTION (copy number anal-
yses), sequencing, protein analyses (Western blot and im-
munophenotyping) and also methylation analysis using the
Infinium microarray to identify putative alterations of the
NADPH oxidase genes. Moreover, we performed functional
analyses to quantify superoxide anion produced in classical
Hodgkin lymphoma cell lines as compared to non-Hodgkin
lymphoma cell lines.

Results and conclusions: The analyses showed recurrent
deletions of the CYBB gene in cell lines (2/7 cases) and pri-
mary tumors (8/18 cases) of classical Hodgkin lymphoma and
also deletions of the other NADPH oxidase genes. Moreover,
we have identified epigenetic alterations silencing the NCF1
gene in 5/5 analyzed cell lines. Using a functional assay we
demonstrated loss of superoxide anion synthesis capacity of
the NADPH oxidase in all seven classical Hodgkin lymphoma
cell lines analyzed.

The presented results suggest that recurrent alteration of
the NADPH oxidase genes in classical Hodgkin lymphoma re-
sult in an inactivation of the enzyme, disruption of reactive
oxygen species homeostasis and possibly contribute to the
pathogenesis of this lymphoma.

Key words: classical Hodgkin lymphoma, reactive oxygen
species, NADPH oxidase.

Streszczenie

Wstep: Oksydaza NADPH jest kompleksem ztoZzonym
z pieciu biatek kodowanych przez geny CYBA, CYBB, NCFI,
NCF2 oraz NCF4. Enzym zlokalizowany jest w btonie komor-
kowej fagocytéw, gdzie bierze udziat w wybuchu tlenowym,
podczas ktérego wytwarzany jest anionorodnik ponadtlenko-
wy o wtasciwosciach bakteriobdjczych. Mutacje ktéregokol-
wiek z genéw kodujacych oksydaze NADPH wywotuja prze-
wlekta chorobe ziarniniakowg cechujaca sie nawracajacymi
zakazeniami bakteryjnymi, a takze zwiekszong predyspozycja
do choréb nowotworowych. Oksydaza NADPH wystepuje row-
niez w innych typach komérek, w tym w limfocytach typu B,
w ktorych wytwarzane reaktywne formy tlenu petnig funkcje
czasteczek sygnatowych zaangazowanych w takie procesy ko-
morkowe, jak réznicowanie czy proliferacja.

Cel pracy: Celem badan byta identyfikacja uszkodzen ge-
néw kodujacych oksydaze NADPH w klasycznym chtoniaku
Hodgkina oraz analiza ich wptywu na enzym.

Materiat i metody: W celu identyfikacji potencjalnych
uszkodzeh badanych genéw wykorzystalismy wyniki z mi-
kromacierzy oraz technike FICTION (zmiany liczby kopii DNA),
sekwencjonowanie, analize kodowanych biatek (Western
blot, immunofenotypowanie), a takze analize poziomu me-
tylacji badanych genéw za pomocg mikromacierzy Infinium.
Przeprowadzilismy takze analize funkcjonalng majaca na celu
okreslenie ilosci wytwarzanego anionorodnika ponadtlenko-
wego w liniach komérkowych klasycznego chtoniaka Hodg-
kina w poréwnaniu z liniami komérkowymi chtoniakéw nie-
ziarniczych.

Wyniki i wnioski: Przeprowadzone badania wykazaty cze-
ste delecje genu CYBB zaréwno w liniach komérkowych (2 na
7 przypadkéw), jak i guzach pierwotnych (8 na 18 przypad-
kow) klasycznego chtoniaka Hodgkina, a takze delecje pozo-
statych genéw kodujacych oksydaze NADPH. Wykazalismy
ponadto zmiany epigenetyczne wyciszajace gen NCFI1 (5z 5
badanych linii komérkowych). Analiza funkcjonalna potwier-
dzita natomiast utrate zdolnosci do wytwarzania anionorod-
nika ponadtlenkowego przez oksydaze NADPH we wszystkich
siedmiu przebadanych liniach komoérkowych klasycznego
chtoniaka Hodgkina.

Przedstawione wyniki sugeruja, ze powtarzajace sie uszko-
dzenia gendw kodujgcych oksydaze NADPH w klasycznym
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chtoniaku Hodgkina skutkuja inaktywacja tego enzymu, co za-
burza homeostaze reaktywnych form tlenu i tym samym praw-
dopodobnie przyczynia sie do patogenezy tego chtoniaka.

Stowa kluczowe: klasyczny chtoniak Hodgkina, reaktywne
formy tlenu, oksydaza NADPH.
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Udziat insuliny i insulinopodobnych czynnikéw wzrostu w rozwoju i progresji
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Abstract

Insulin is a peptide hormone and a crucial regulator of car-
bohydrate and fat metabolism, which is produced by B cells
in the pancreas. As insulin is normally linked with metabo-
lism control, the insulin-like growth factors (IGFs), produced
mainly in the liver, were identified as a proliferation regula-
tors. This classical view, although in general correct regard-
ing its basic premises, has become more complicated due to
recent findings. The IGFs system was shown to play a critical
role in cancer development and progression, including renal
cell carcinoma (RCC). Today there are convincing evidences of
a positive association between overweight, obesity and risk
of RCC. Indicated risk factors together with type 2 diabetes
are irreversibly connected with circulating insulin and IGFs
levels. The interplay between this molecules, their receptors
and IGF-binding proteins might be crucial for RCC cell biolo-
gy and RCC progression. Given the potent activity IGF/IGF-1R
inhibitors demonstrate against RCC in basic biology experi-
ments, some type of combination therapy may prove to be
beneficial clinically in the management of RCC. As IGF/IGF-
1R inhibitors have entered clinical trials with various effects,
their therapeutic potential in RCC should be considered.

Key words: renal cell carcinoma, insulin, insulin-like
growth factor, IGF, diabetes.

Streszczenie

Insulina produkowana przez komérki B trzustki jest klu-
czowym regulatorem procesoéw zwigzanych z metabolizmem
weglowodanéw i ttuszczéw. Jest ona podstawowym hormo-
nem regulujagcym metabolizm na poziomie catego organizmu,
a wytwarzane w watrobie insulinopodobne czynniki wzrostu
uwazane sg za czasteczki sygnatowe majgce wptyw na takie
procesy, jak proliferacja na poziomie komérkowym. Badania
naukowe z ostatnich lat zaburzajg ten przejrzysty podziat
funkcji. Udowodniono, ze insulinopodobne czynniki wzrostu
biorg udziat w takich procesach, jak rozwdj i progresja nowo-
tworéw, w tym raka nerki. Aktualnie istnieje wiele dowodéw
na pozytywna korelacje pomiedzy wystepowaniem nadwagi
i otytosci a ryzykiem raka nerki. Jednoczesnie wymienione
czynniki ryzyka raka nerki sa nieodtacznie zwiazane z cza-
steczkami, takimi jak insulina czy insulinopodobne czynniki
wzrostu. Wzajemne oddziatywania pomiedzy tymi czastecz-
kami, ich receptorami i biatkami wigzgcymi insulinopodobne
czynniki wzrostu moga znaczgco wptywac na biologie raka
nerki, a takze ryzyko progresji tego nowotworu. Wyniki badan
podstawowych pokazujace wptyw insuliny, insulinopodob-
nych czynnikéw wzrostu i zahamowania ich receptoréw na
wzrost komérek raka nerki moga sie okaza¢ pomocne w przy-
sztosci przy planowaniu nowych terapii raka nerki. W zwigz-
ku z obecnoscig inhibitoréw insulinopodobnych czynnikow
wzrostu w badaniach klinicznych innych nowotwordw, ich
przyszte uzycie w leczeniu raka nerki powinno by¢ rozwazone
przez naukowcow i klinicystéw.

Stowa kluczowe: rak nerki, insulina, insulinopodobne
czynniki wzrostu, IGF, cukrzyca.
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Technologia SMARTer® nowe mozliwosci diagnostyki onkologicznej -
analiza transkryptomu krazacych komérek nowotworowych
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Biokom s.j., Janki, Poland
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Abstract

The analysis of the transcriptome is widely used to study
tissue-specific gene expression associated with a disease
state or cell type. Most of the analyzes are performed on sam-
ples of tissues or cell populations. This approach makes it im-
possible to capture the biological differences between cells.
Until now, sequencing of RNA from single cells was a major
challenge. The analysis of such a small amount of RNA re-
quires a method that ensures, i.e.: equal representation of
the 3" and 5’ ends.

Single cell RNA analysis is of particular importance in on-
cology. Especially in the field of diagnostics. It can contribute
to a faster detection of metastases and to start appropriate
treatment, for example the enumeration of circulating tumor
cells is used as a prognostic factor of survival in metastatic
prostate cancer patients.

SMARTer® technology has been successfully applied to
the synthesis of cDNA directly from single tumor cells. The
method consists of a single step, using a single enzyme with
reaction in a single tube. The results obtained show a very
high correlation with the ERCC and equal representation of
the 3’ and 5’ ends. High correlation of the expression level as
determined by the SMARTer® and real-time PCR was showed.
SMARTer ® technology as the only enables rapid and efficient
synthesis of a representative cDNA directly from one cell or as
little as 10 pg of RNA.

The lecture will describe SMARTer® technology and a re-
view of selected publications showing the use of SMARTer®
for transcriptome analysis of single circulating tumor cells.

Streszczenie

Analiza transkryptomu jest powszechnie stosowana do
badania ekspresji gendéw specyficznej tkankowo, zwigzanej
ze stanem chorobowym lub z typem komaorki. Wiekszos¢ ana-
liz przeprowadzana jest na prébkach tkanek lub populacjach
komorek. Takie podejscie uniemozliwia uchwycenie biologicz-
nych réznic miedzy komérkami. Do tej pory ogromnym wy-
zwaniem byto sekwencjonowanie RNA z pojedynczych komé-
rek. Analiza tak niewielkiej ilosci RNA wymaga wprowadzenia
metody zapewniajacej m.in. réwna reprezentacje koncow
3’ oraz 5.

Analiza RNA pojedynczych komérek ma szczegélne zna-
czenie w onkologii, zwtaszcza w dziedzinie diagnostyki. Moze
sie przyczyni¢ do szybszego wykrycia przerzutow i wigczenia
odpowiedniego leczenia, np. ilos¢ krazacych komdrek nowo-
tworowych jest stosowana jako czynnik prognostyczny dla
przezycia u pacjentéw z przerzutowym rakiem prostaty.

Technologia SMARTer® z powodzeniem zostata zastoso-
wana do syntezy cDNA bezposrednio z pojedynczych komé-
rek nowotworowych. Metoda sktada sie z jednego etapu,
wykorzystuje jeden enzym, a reakcja odbywa sie w jednej
probéwce. Otrzymane wyniki wykazuja bardzo wysoka kore-
lacje z ERCC oraz réwnga reprezentacje sekwencji koncéw 3’
i 5. Wykazano réwniez wysokg korelacje poziomu ekspresji
wyznaczonej metoda SMARTer® z metodg real-time PCR.
Technologia SMARTer® jako jedyna umozliwia szybka i wy-
dajna synteze reprezentatywnego cDNA bezposrednio z jed-
nej komérki lub z zaledwie 10 pg RNA.

Na wyktadzie zostanie zaprezentowana technologia
SMARTer® oraz przeglad wybranych publikacji opisujgcych
zastosowanie SMARTer® do analizy transkryptomu pojedyn-
czych krazacych komdérek nowotworowych.

Stowa kluczowe: RNA, sekwencjonowanie, markery, trans-
kryptom, nowotwory, RNA-seq.
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Abstract

Introduction: Subtension progress was achieved in the
last decade in the field of biomedicine, allows elaborate of
advanced therapy medical products for new treatment mo-
dalities. To optimize mezenchymal stem cells cultures charac-
terization accordance to current state of knowledge and good
manufacturing practice advanced therapy medical products
guidelines both for human and veterinary use are necessary.

Aim of the study was to elaborate optimal MSC culture
conditions and guidelines for product characterization ac-
cording to EU directives.

Material and methods: Mesenchymal stem cells culture
was performed in clean laboratories grades D, C, B purify in
accordance with I1SO 14644, propagation was performed in
three parts — seeding the cells step, medium exchange pro-
cedure and finally cells harvest. These steps were performed
in class A laminar hood in the class B production clean room.
A final product was determined functionally, phenotypically
and her quality control parameters including microbiological
purity and cells viability.

Results and conclusions: During the culture, cells had fi-
broblasts-like shape and showed adhesion to plastic surface.
The cells were CD73, CD90 and CD105 positive and CD34 and
CDA45 negative. Karyotype was not altered, although sensitivi-
ty at the level of CGH is recommended. Microbiological results
at all steps of culture were negative. These results show that
is possible to produced advanced therapy medical products
for medical or veterinary use, according to the EU regulations
and directives.

Key words: mesenchymal stem cells, cells culture, EU reg-
ulation and directive, advanced therapy, quality control.

Streszczenie

Wstep: Obserwowany w ostatniej dekadzie rozw6j wiedzy
w zakresie biomedycyny umozliwia opracowanie produktéw
leczniczych terapii zaawansowanej i nowych metod leczenia.
Konieczna jest zatem optymalizacja warunkéw hodowli me-
zenchymalnych komdrek macierzystych (mesenchymal stem
cells — MSQ) i charakterystyki produktu zgodnie z aktualnym
stanem wiedzy i wytycznymi dobrej praktyki wytwarzania
produktéw leczniczych terapii zaawansowanej przeznaczo-
nych zaréwno dla ludzi, jak i do celéw weterynaryjnych.

Cel pracy: Opracowanie optymalnych warunkéw zapew-
niajacych hodowle MSC i charakterystyka produktu zgodnie
z restrykcyjnym uwzglednieniem wtasciwych regulacji i dy-
rektyw.

Materiat i metody: Hodowle MSC prowadzono w czy-
stych laboratoriach z pomieszczeniami o klasie czystosci D,
C, B zgodnie z norma ISO 14644, w trzech etapach — zatozenia
hodowli, wymiany medium i zakonhczenia hodowli. Etapy te
przeprowadzane byty w komorze laminarnej o klasie czystosci
A w pomieszczeniu technologicznym klasy B. Koficowy pro-
dukt okreslany byt czynnosciowo i fenotypowo z uwzglednie-
niem podstawowych elementéw jakosci, jakimi sg czystosc
mikrobiologiczna i zywotnos¢ komaérek.

Wyniki i wnioski: Obserwowane komaérki miaty wrzecio-
nowaty, fibroblastopodobny ksztatt oraz wykazywaty adhezje
do naczynia hodowlanego. Komérki posiadaty CD73, CD90,
CD105, nie posiadaty antygenu CD45 oraz CD34. Badanie ka-
riotypu nie wykazato zmian, aczkolwiek czuto$¢ na poziomie
CGH jest rekomendowana. Wyniki mikrobiologiczne przez
caty okres prowadzenia hodowli byty ujemne. Przedstawio-
ne rezultaty pozwalaja stwierdzi¢, ze przy restrykcyjnym
uwzglednieniu wtasciwych regulacji i dyrektyw mozliwe jest
przygotowanie preparatu terapii zaawansowanej spetniajacy
kryteria produktu leczniczego przeznaczonego do wykorzy-
stania klinicznego lub weterynaryjnego.

Stowa kluczowe: mezenchymalne komorki macierzyste,
hodowla komaérek, regulacje i dyrektywy UE, terapia zaawan-
sowana, kontrola jakosci.



VI Kongres Wspétczesnej Onkologii Next Generation

contemporary

Session 4. Immunooncology and immunotherapy

Sesja 4. Inmunoonkologia i immunoterapia

[15]

Involvement of autoreactive T lymphocytes in pathogenesis of chronic lymphocytic

leukemia

Rola autoreaktywnych limfocytéow T w patomechanizmie przewlektej biataczki
limfocytowej B-komérkowej: specyficzna odpowiedz cytotoksyczna przeciwko

autoantygenom

Joanna Zaleska’, Katarzyna Skérka’, Matgorzata Zajgc’, Agnieszka Karczmarczyk®, Marta Karp’,
Maciej Grzywnowicz', Waldemar Tomczak?, Paulina Wlasiuk’, Anna Dmoszynska?, Krzysztof Giannopoulos*?

Department of Experimental Hematooncology, Medical University of Lublin, Poland

Chair and Department of Hematooncology and Bone Marrow Transplantation, Medical University of Lublin, Poland
ISamodzielna Pracownia Hematoonkologii Doswiadczalnej, Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Polska

?Katedra i Klinika Hematoonkologii i Transplantacji Szpiku, Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Polska

Abstract

Introduction: Cytoskeletal proteins exposed on the sur-
face of apoptotic cells could represent autoantigens involved
in the development of chronic lymphocytic leukemia (CLL)
since monoclonal antibodies derived from CLL-specific B-cell
receptors (BCR) recognized MYHIIA (non-muscle myosin
heavy chain llA), vimentin, and cofilin-1.

Aim of the study: Definition the role of autoantigens in
T-cell immune response in CLL patients.

Material and methods: MYHIIA, VIM, and CFL-1 expres-
sion was analyzed using gRT-PCR. HLA-A2-restricted epitopes
derived from MYHIIA, VIM, and CFL-1 were selected in silico
using 2 independent prediction algorithms. Cellular-peptide
binding affinity assay utilizing T2 cell line was performed.
Mixed lymphocyte peptide cultures (MLPC) were performed
to define immunogenicity of synthesized peptides in vitro. To
detect specific immune response ELISpot assays were evalu-
ated. Finally, we assessed the frequency of the specific T cells
along with detailed phenotypical characteristics using dex-
trameric peptide-specific complexes.

Results: At the RNA level MYHIIA, VIM, and CFL-1 were
overexpressed in CLL patients. Nine peptides derived from
MYHIIA, VIM, and CFL-1 with the highest affinity to HLA-A2
were identified and synthetized. We detected specific cyto-
toxic immune responses for peptides derived from MYHIIA
in 5/7 (71%), vimentin 7/8 (87.5%) and cofilin-1 5/8 (62.5%)
in CLL patients. Additionally, low frequencies of autoreactive
T cells were found in 37.5% healthy volunteers. We detected
autoreactive, peptide-specific T cells, with the highest level of
3.6% CD8+ cells specific for M3 MYHIIA-derived peptide. Most
cells (83%) represented effector-memory phenotype.

Conclusions: The presence of cytotoxic immune responses
against 3 autoantigens in CLL patients was for the first time
demonstrated. The presence of autoreactive T lymphocytes
might indicate the important role of autoimmunity in the
pathogenesis of CLL. Our findings might also demonstrate
another hallmark of deregulation of immune system in CLL.

Streszczenie

Wstep: Badania ostatnich lat wykazaty obecnos¢ przeciw-
ciat monoklonalnych rozpoznajgcych antygeny MYHIIA, wi-
mentyny i kofiliny 1 u chorych na przewlekta biataczke limfocy-
towa (PBL). Naleza one do biatek cytoszkieletu wystepujacych
na powierzchni komérek apoptotycznych i mogg repre-
zentowac autoantygeny zaangazowane w rozwdj PBL.

Cel pracy: Okreslenie udziatu autoreaktywnych limfo-
cytow T w swoiste] odpowiedzi cytotoksycznej przeciwko
antygenom MYHIIA, wimentyny i kofiliny-1 u pacjentéw z PBL.

Materiat i metody: Przy uzyciu 2 algorytméw kompute-
rowych zaprojektowano epitopy pochodzace od antygenéw
MYHIIA, wimentyny i kofiliny 1 z restrykcjag MHC i HLA-A2.
Od 143 chorych z PBL wyizolowano komoérki jednojadrzaste
poprzez wirowanie w gradiencie gestosci. Dokonano oce-
ny powinowactwa peptydow do receptora HLA-A2, wyko-
rzystujac linie komoérkowa T2. W badaniach czynnosciowych
oceniono immunogenno$¢ peptyddéw za pomocy mieszanej
hodowli limfocytéw z peptydem. Przy uzyciu testu ELISpot
analizowano swoiste wydzielanie interferonu y przez stymu-
lowane komorki CD8 pozytywne przy kontakcie z epitopem
wywodzacym sie z autoantygendéw. U 14 chorych przepro-
wadzono analize odsetka oraz immunofenotypu swoistych,
autoreaktywnych limfocytéw T z uzyciem epitopowo-specy-
ficznych kompleksow dekstrameréw. Dodatkowo oceniono
ekspresje genéw MYHIIA, VIM i CFL-1 u 100 chorych.

Wyniki: Wykazano wystepowanie swoistej odpowiedzi
cytotoksycznej u chorych na PBL przeciwko zidentyfiko-
wanym, dominujgcym epitopom wywodzacym sie z antyge-
néw: MYHIIA u5/7 (71%), wimentyny 7/8 (87,5%) i kofiliny 15/8
(62,5%). Scharakteryzowano swoiste limfocyty T cytotoksycz-
ne skierowane przeciwko peptydowi M3 z antygenu MYHIIA
jako komarki o fenotypie limfocytéw efektorowych-pamieci.

Whioski: Obecnos¢ swoistych antygenowo autoreaktyw-
nych limfocytéw T moze Swiadczy¢ o znaczacej roli autoim-
munizacji w patogenezie PBL.
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Abstract

Chronic lymphocytic leukemia (CLL), is the most common
leukemia in the Western world. It is characterized by the ac-
cumulation of monoclonal B lymphocytes with phenotype
CD5+/CD23+/CD19+, low expression of surface immuno-
globulin and heterogeneous course. A question which still
remains unanswered is which patients will have a fast and
more aggressive course of the disease. Our studies suggests
that a latent EBV infection may have a significant impact on
the biology and clinical course of this disease, and the pres-
ence of this virus may become a new independent prognostic
factor for the clinical course of CLL.

The aim of the study was the assessment of the presence
of the EBV virus in cells from CLL patients and its influence on
the activation of leukemic cells and other immunological pa-
rameters. The study was conducted on 50 untreated patients
with CLL and 20 healthy subjects. To assess the presence of
the virus, DNA Real Time PCR tests were used, and to assess
immunophenotype, flow cytometry was used.

Theresults of work presented that CLL patients had a higher
number of activated BCD19+CD25+/CD69+and T CD3+CD25+/
CD69+ lymphocytes than healthy individuals (p < 0.000,
p < 0.000). Chronic lymphocytic leukemia patients with the EBV
compared to patients without it showed a statistical significantly
higher level of activation of lymphocytes B CD19+CD69+ and T
CD3+CD69+ (p < 0.05; p < 0.05). The percentage of activated B
CD19+CD69+ and T CD3+CD69+ lymphocytes also showed posi-
tive correlation with a number of the virus DNA copies (p < 0.05).
In addition, the levels of Treg demonstrated inverse correlation
with the activation of T lymphocytes (p < 0.05).

Our results suggest that the EBV virus is associated with
the activation of leukemic cells and can be a negative prog-
nostic factor in the course of the chronic lymphocytic leuke-
mia.

Key words: CLL, EBY, Treg.

Streszczenie

Przewlekta biataczka limfocytowa (PBL) jest najczesciej
wystepujaca biataczka w krajach Europy Zachodniej. Charak-
teryzuje sie akumulacjg monoklonalnych limfocytéw B o fe-
notypie CD5+/CD23+/CD19+ o stabej ekspresji immunoglobu-
lin powierzchniowych i heterogennym przebiegiem. Nadal bez
odpowiedzi pozostaje pytanie, u ktérych pacjentéw choroba
bedzie miata szybki i bardziej agresywny przebieg. Nasze ba-
dania sugeruja, ze latentne zakazenie EBV moze miec istotny
wptyw na biologie i przebieg kliniczny choroby, a obecnos¢
tego wirusa moze sie sta¢ nowym niezaleznym czynnikiem ro-
kowniczym pozwalajgcym przewidzie¢ przebieg kliniczny PBL.

Celem pracy byta ocena obecnosci wirusa EBV w komor-
kach pacjentéw chorych na PBL, a takze wptyw tej obecnosci
na wybrane parametry immunologiczne. Badania przeprowa-
dzono w grupie 50 pacjentéw z rozpoznang PBL i u 20 zdro-
wych dawcéw. Obecnos$¢ wirusa oceniono z zastosowaniem
metody real-time PCR, a do oznaczenia wybranych populacji
komorek uzyto cytometrii przeptywowej.

Wyniki pracy wykazaty, ze pacjenci z PBL prezentujg zde-
cydowanie wyzszy poziom aktywowanych limfocytéw B
CD19+CD25+/CD69+ i T CD3+CD25+/CD69+ w poréwnaniu
z grupa kontrolng (p < 0,000; p < 0,000). Chorzy EBV+ w porow-
naniu z EBV-wykazywali istotnie statystycznie wyzszy poziom
aktywowanych limfocytéw B CD19+CD69+ i T CD19+CD69+
(p < 0,05; p < 0,05). Odsetek aktywowanych limfocytéw B
CD19+CD69+i T CD3+CD69+ u pacjentéw z PBL dodatnio kore-
lowat z iloscig kopii DNA wirusa (p < 0,05). Dodatkowo w bada-
niach wykazano, ze poziom limfocytow regulatorowych prezen-
towat odwrotng korelacje z aktywacjg limfocytéw T (p < 0,05).

Wyniki pracy sugeruja, ze wirus EBV ma zwiazek z aktywa-
cja komérek biataczkowych i moze by¢ niekorzystnym czynni-
kiem rokowniczym w przebiegu PBL

Stowa kluczowe: PBL, EBV, Treg.
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Abstract

Immunotherapy using dendritic cells (DC) is designed to
stimulate and strengthen the anti-tumor immunity in the ear-
ly stages of chronic lymphocytic leukemia (CLL).

The aim of the study was to assess the clinical and immu-
nological efficacy of immunotherapy using autologous DCs
stimulated with tumor lysates in patients with CLL Ten previ-
ously untreated patients with CLL in early stages were includ-
ed into the study. Eligible patients received 8 injections of DC
vaccine at a 2 weeks intervals. Analysis of the clinical and im-
munological response was made after the planned course of
treatment in 278 day from the start of therapy. After each ad-
ministration of the vaccine, the patients additionally received
cyclophosphamide and celecoxib in order to reduce the popu-
lations of regulatory cells. In 6/10 patients, there was a clinical
response defined as a reduction in the number of peripheral
blood lymphocytes for at least 25% (RS group — response). In
2/10 patients stabilization of disease was observed (SD group
— stable disease). In 2/10 patients, there was a disease pro-
gression, despite the use of immunotherapy (group PD — pro-
gressive disease).

The median percentage of CD3+ and CD8+ T cells was sig-
nificantly higher in peripheral blood of CLL patients from RS
group as compared to SD and PD groups (p < 0.05). There was
also a significant decrease in the percentage and absolute
counts of CD19+ B cells in all three groups of patients. Further-
more, after the treatment completion, a significant increase
in the average percentage of CD4+CD25+FoxP3+ in patients
from RS and SD groups as compared to PD group (p < 0.05)
and a significantly higher percentage of Th17 lymphocytes in
patients from RS group as compared to SD (p < 0.01) and PD
(p < 0.05) groups was noted. There was no effect of cyclo-
phosphamide on the percentage of T regulatory cells.

Achievement of favourable clinical and immune response
in some patients justifies further research in immunotherapy
using DC in chronic lymphocytic leukemia.

Key words: dendritic cells, immunothetapy, CLL.

Streszczenie

Immunoterapia z wykorzystaniem komorek dendrytycznych
(dendritic cells — DC) ma na celu stymulacje i wzmocnienie od-
pornosci przeciwnowotworowej we wczesnych stadiach prze-
wlekte] biataczki limfocytowe] (PBL).

W przedstawionej pracy przeprowadzono ocene kliniczng
oraz immunologiczng skutecznosci immunoterapii przeciwno-
wotworowej u chorych na PBL z zastosowaniem autologicz-
nych DC stymulowanych lizatami komérek nowotworowych.
U 10 chorych zakwalifikowanych do badania przeprowadzono
zaplanowany cykl leczenia, obejmujgcy 8 podan szczepionki
w odstepach 2-tygodniowych, i dokonano petnej analizy uzy-
skanych wynikéw klinicznych i immunologicznych w 278. dniu.
Po kazdym podaniu szczepionki chorzy dodatkowo otrzymywa-
li cyklofosfamid oraz celekoksyb w celu zmniejszenia populacji
komérek regulatorowych. U 6 z 10 chorych obserwowano po-
prawe kliniczng w postaci zmniejszenia liczby limfocytéw krwi
obwodowej w trakcie immunoterapii co najmniej 0 25% (grupa
RS —response). U 2 z 10 stwierdzono stabilizacje choroby (grupa
SD - stable disease). U 2 z 10 chorych pomimo stosowania im-
munoterapii obserwowano progresje choroby (grupa PD — pro-
gressive disease).

Ocena wartosci odsetkowych limfocytéw krwi obwodowej
wykazata znamiennie wyzsze Srednie wartosci procentowe lim-
focytow CD3+ oraz CD8+ w grupie chorych RS w poréwnaniu
z grupa SD i PD (p < 0,05). Stwierdzono zmniejszenie wartosci
odsetkowych oraz wartosci bezwzglednych limfocytéw CD19+
we wszystkich trzech grupach chorych. Po zakonczeniu leczenia
wykazano: istotny statystycznie wzrost Sredniego odsetka sub-
populacji CD4+CD25+FoxP3+ w grupie chorych RS i SD w po-
rownaniu z grupa PD (p < 0,05), a takze istotnie wyzszy odsetek
limfocytéw Th17 w grupie chorych RS w poréwnaniu z grupa SD
(p <0,01)iPD (p < 0,05). Nie obserwowano zmniejszenia odset-
ka limfocytéw T regulatorowych pod wptywem cyklofosfamidu.

Uzyskanie u czesci chorych korzystnej odpowiedzi klinicznej
i immunologicznej uzasadnia celowo$¢ prowadzenia dalszych
badan nad immunoterapig z wykorzystaniem DC w PBL

Stowa kluczowe: komoérki dendrytyczne, immunoterapia,
PBL
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Abstract

Introduction: During tumorigenesis cells acquire specific
phenotype properties which include the ability of unrestrict-
ed formation of tumor blood vasculature. Parts of tumor with
insufficient blood supply develop underoxygenated domains
(hypoxic regions). HIF-1 transcription factor is the basic hy-
poxia regulator which controls expression of numerous pro-
teins participating in adaptive cancer mechanisms. Inhibition
of blood vasculature formation via digoxin-mediated HIF-1in-
hibition appears as an effective anticancer strategy. Moreover,
combination of antiangiogenic approach and immunotherapy
seems to offer a very promising anticancer approach. Such
a combination results in a switch from angiogenic/immuno-
suppressive phenotype (tumor-promoting) into antiangio-
genic and immunostimulatory (which is tumor-inhibiting).

Aim of the study: We examined digoxin and DMXAA, two
agents affecting tumor blood vasculature and showing immu-
nostimulatory properties.

Material and methods: Cytotoxic and migratory pattern
of digoxin were examined. Antitumoral properties of digoxin
and DMXAA were examined using a murine melanoma tumor
model. Tumor blood vessel counts and inflammatory condi-
tion were both assessed with the help of immunohistochem-
ical staining.

Results and conclusions: It was demonstrated that di-
goxin does not affect proliferation of cancer cells with the
exception of A-172 human glioma cells. On the other hand,
its administration inhibits cell migration. An inhibitory effect
of digoxin upon HIF-la expression in cancer cells was ob-
served. Therapy of mice burdened with experimental B16-F10
murine melanoma tumors resulted in considerable inhibition
of tumor growth following DMXAA administration; additional
application of digoxin enhanced the therapeutic effect. Fol-
lowing administration of both DMXAA and digoxin we were
able to observe (using immunohistochemical approach) both
destruction of tumor blood vasculature, as well as extensive
tumor infiltration by immune system cells.

Key words: antiangiogenic therapy, antivascular therapy,
immunotherapy, hypoxia, HIF1lo.

Streszczenie

Wstep: W czasie procesu nowotworzenia komérki naby-
wajg specyficznych cech fenotypowych, m.in. zdolnosci do
nieograniczonego rozwoju naczyn nowotworowych. W rejo-
nach niedostatecznie ukrwionych dochodzi do powstawania
obszaréw niedotlenienia (hipoksji). Podstawowym regula-
torem hipoksji jest czynnik transkrypcyjny HIF-1, regulujacy
ekspresje wielu biatek uczestniczacych w mechanizmie przy-
stosowawczym nowotworéw. Zahamowanie powstawania
naczyn krwionosnych poprzez hamowanie czynnika HIF-1.

Cel pracy: W niniejszej pracy postanowiono zbada¢ dzia-
tanie dwadch czynnikéw wptywajgcych na naczynia nowotwo-
rowe i wykazujgcych wtasciwosci immunostymulujace — digo-
ksyny i DMXAA (5,6-dimethylxanthenone-4-acetic acid).

Materiat i metody: Zbadano wtasciwosci cytotoksyczne
i migracyjne digoksyny. Przeciwnowotworowe wtasciwosci
digoksyny i DMXAA zbadano na modelu mysiego czerniaka.
Liczbe nowotworowych naczyh oraz stan zapalny oznaczono
za pomocg barwienia immunohistochemicznego.

Wyniki i wnioski: Wykazano, ze digoksyna nie wptywa na
proliferacje komérek nowotworowych z wyjatkiem komaérek
ludzkiego glejaka A-172, ale jej podawanie hamuje migracje
komoérek. Zaobserwowano hamujgcy wptyw digoksyny na
ekspresje biatka HIF-1ao w komdrkach nowotworowych. W te-
rapii myszy z guzami czerniaka mysiego B16-F10 zauwazo-
no znaczne zahamowanie wzrostu guzéw po zastosowaniu
DMXAA, a dodatkowe podanie digoksyny wzmacniato uzy-
skiwane efekty terapeutyczne. Za pomocg immunohistoche-
mii obserwowano proces niszczenia naczyh nowotworowych
oraz rozlegty naciek komoérek uktadu odpornosciowego za-
réwno po podaniu DMXAA, jak i digoksyny.

Projekt finansowany z grantu MNiSW nr NN 401 587 540.

Stowa kluczowe: terapia antyangiogenna, terapia prze-
ciwnaczyniowa, immunoterapia, hipoksja, HIFla.
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Abstract

Renal cell carcinoma (RCC) is considered to be the most
lethal urological tumor that originates in the lining of prox-
imal convoluted tubules. Treatment of renal cancer remains
a challenge for clinicians. Traditional chemotherapy and ra-
dio therapy are ineffective, however, immunotherapy and
Tyrosine kinase inhibitors (TKI) are beneficial occasionally.
One of the hypothesis supports that some specialised cells in
heterogeneous population of RCC cells gained resistance over
periodically exposure to the above treatments. These spe-
cialised cells are termed as tumor initiating cells (TICs) which
share the common properties of stem cells. In this research
we have analysed the occurrence of TICs in primary and met-
astatic RCC cells. We used different molecular and cell culture
techniques to localize and identify TICs. RCC cells expressing
CD105 (Endoglin) and CD133 (Prominin-1) protein were anal-
ysed using flow cytometry technique on the basis of different
fluorochrome labelling. CD105+ cells that is also a marker for
mesenchymal stem cells (MSCs) associated with the progno-
sis and development of RCC in-vivo studies. However, CD133
contributes to tumor angiogenesis only when co-implanted
with RCC cells. These cells are capable of forming tumor until
and unless they retain above markers. To better understand
RCC pathogenesis, it is important to detect and isolate TICs
in several established RCC cell lines and further characterise
them. The data will be useful for further signalling pathway
studies, and to use TICs as platforms for pre-clinical drug ap-
plication analysis.
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Pharmacological modulation of cancer stem cell functions

Farmakologiczna modulacja funkcji nowotworowych komérek macierzystych
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Abstract

Cancer stem cells (CSCs) are rare tumor cells which share
stem cell-like properties such as self-renewal, pluripotency,
and in addition are therapy-resistant and highly tumorigen-
ic. However, recent efforts have focused on therapies which
target key apoptotic pathways which may confer tumor re-
sistance, such as Akt, p53, Bcl-2 family proteins, caspase
family proteases, microRNAs and those that promote cell
differentiation. CSCs forced to differentiate, lose their prop-
erties, and become more sensitive to chemotherapy. Some
targetable pathways capable of re-activating blocked termi-
nal differentiation programs have been identified. Differenti-
ation of glioma-initiating cells could be achieved with BMPs
(bone morphogenetic proteins), Wnt ligands or inhibition of
Notch signaling. Growing evidence demonstrates a variety of
mechanisms (somatic mutations in histone H3 variant H3.3
and H3.1 genes, mutations in IDH1/2, deregulated expression/
activity of epigenetic enzymes) all of which lead to global de-
regulation in the epigenetic landscape in gliomas. The possi-
bility of “resetting” the abnormal cancer epigenome by ap-
plying pharmacological or genetic strategies is an attractive,
novel approach. We developed several approaches to isolate
GSCs from established glioma cell lines and patients’ tissues.
These cells expressed higher levels of stem/progenitor cell
transcription factors: NANOG, OCT3/4, SOX2 as compared to
parental glioma cell lines, and are more resistant to pro-apop-
totic drugs: cyclosporine A, temozolomide and staurosporine
than the bulk of tumor cells. A number of compounds target-
ing epigenetic enzymes were screened for their ability to in-
duce differentiation or to make glioma cell lines and GSC less
therapy-resistant. The possibility of re-expression of genes
which target key apoptotic pathways which may confer tumor
resistance, was evaluated.

Studies supported by grant 2011/03/B/NZ3/04453 from
The National Science Centre, Poland.

Streszczenie

Nowotworowe komorki macierzyste stanowig niewielka
populacje w guzie, maja cechy komérek macierzystych, takie
jak zdolnos¢ do samoodnowy i réznicowania w komorki roz-
nych typdw. Sg bardziej odporne na terapie niz wigkszos¢ ko-
morek w populacji i wykazuja wysoki potencjat do tworzenia
guzow. Rozwijane w ostatnich latach strategie terapeutyczne
zostaty zogniskowane na kluczowych elementach szlakow sy-
gnatowych sterujacych proliferacja, przezywalnoscig komérek
i zdolnoscig do indukcji apoptozy, ktére moga by¢ odpowie-
dzialne za opornos¢ nowotworéw na terapie, takich jak Akt,
TP53, biatka z rodziny Bcl2, kaspazy, mikroRNA i inne odpo-
wiedzialne za réznicowanie komarek. Zidentyfikowano szereg
Sciezek sygnatowych, ktére moga by¢ odpowiedzialne za re-
aktywacje zahamowanych programéw réznicowania w nowo-
tworowych komérkach macierzystych. Skierowane na sciezke
réznicowania nowotworowe komoérki macierzyste tracg swo-
je wtasciwosci i staja sie bardziej wrazliwe na chemioterapie.
Komorki macierzyste glejakéw mozna skierowaé na Sciezke
réznicowania za pomocg biatek morfogenetycznych koésci,
ligandéw Sciezki sygnatowej Wnt lub poprzez zahamowanie
Sciezki sygnatowej Notch. W glejakach zidentyfikowano wiele
mechanizmoéw prowadzacych do zmian struktury chromatyny
(mutacje wariantéw histonu H3, mutacje IDH1/2, zmieniona
ekspresja/aktywnos¢ biatek wprowadzajacych modyfikacje
epigenetyczne). Mozliwos¢ przywrécenia prawidtowego wzo-
ru modyfikacji epigenetycznych za pomocg strategii genetycz-
nych badz farmakologicznych stanowi nowe podejscie tera-
peutyczne w walce z glejakami.

Opracowano kilka metod izolacji nowotworowych komé-
rek macierzystych z linii komérkowych oraz materiatu klinicz-
nego. Stwierdzono, ze takie komorki miaty zwiekszong eks-
presje czynnikéw transkrypcyjnych charakterystycznych dla
komérek macierzystych/progenitorowych: NANOG, OCT3/4,
SOX2, w poréwnaniu z komdérkami hodowanymi w standar-
dowych warunkach oraz byty bardziej odporne na czynniki
proapoptotyczne, takie jak: cyklosporyna A, temozolomid
i staurosporyna. Okreslono wptyw zwiazkéw chemicznych
hamujacych aktywno$¢ enzymoéw wprowadzajgcych mody-
fikacje epigenetyczne na ich zdolnos¢ do inicjowania rézni-
cowania lub uwrazliwiania komérek macierzystych glejakow
na terapie. Analizowano reaktywacje genéw kluczowych dla
Sciezki apoptotycznej, ktére moga by¢ odpowiedzialne za
opornos¢ glejaka na terapie.

Studies supported by grant 2011/03/B/NZ3/04453 from
The National Science Centre, Poland.
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let-7d as a way to personalized therapy of head and neck cancer

Let-7d drogg do personalizacji terapii nowotworéw gtowy i szyi
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’Medical Physics Department, Greater Poland Cancer Centre, Poznan, Poland
3Postgraduate School of Molecular Medicine, Medical University of Warsaw, Poland
“Department of Head and Neck Surgery, Poznan University of Medical Sciences, Poland

Abstract

Introduction: miRNAs are proposed to be a good candidate
as biomarkers for personalization of medicine nowadays. We
stilldon’t know if two different over-expression levels of them
have the same cellular effect. let-7d can act as tumor suppres-
sor and regulates expression proteins such as C-MYC, K-RAS,
HMGA2 proteins or Dicer enzyme and participates in epitheli-
al-to-mesenchymal transition process.

Aim of the study: Influence of different let-7d over-expres-
sion levels on behavior of hypopharynx squamous carcinoma
cells (FaDu cell line) after irradiation and chemoexposure.

Material and methods: FaDu cell lines with different let-
7d over-expression levels have been achieved using lentiviral
plasmids. The expression of let-7d and genes characteristic
for the phenotypes of the cells, target protein levels and pro-
liferation ratio have been measured in all models by gRT-PCR,
western blot and 3H-thymidine incorporation respectively.
The models have been irradiated using dose of 2 Gy and clo-
nogenic assays have been done. The influence of 5-FU, cispla-
tin, doxorubicine and pacilitaxel has been measured by MTT
assay.

Results: It was observed: 1) changes in expression of
genes characteristic for EMT process; 2) corelation of cells
survival after irradiation on miRNAs levels; in the case of low
over-expression , cell survival fraction (SF) was low (SF about
30%) and increased (SF about 70%) in the case of higher let-
7d over-expressions; 3) cell response to chemotherapeutic
agents depended on let-7d levels and type of drug.

Conclusions: The different overexpression levels have dif-
ferent cellular effect and cause different cell behavior after
irradiation and chemoexposure. We suspect, that some par-
ticular miRNA'’s expression levels influence on cell behaviour
in the similar way, but without unequivocal corelation. The
mechanism of this phenomenon is probably connected with
the changes in expression of genes regulated by let-7d.

Streszczenie

Wstep: miRNA s3 uwazane za potencjalny biomarker
umozliwiajgcy personalizacje leczenia. Jednakze nadal nie
jest wiadome, czy rézne poziomy nadekspresji miRNA maja
taki sam efekt komoérkowy. Let-7d moze dziata¢ jako supresor
i regulowac ekspresje m.in. takich genéw jak C-MYC, K-Ras,
HMGA2 i enzymu Diner. Bierze on tez udziat w przejsciu me-
zenchymalno-epitelialnym komérek (EMT).

Cel pracy: Analiza wptywu réznych pozioméw nadekspre-
sji let-7d na zachowanie sie komérek linii raka gardta (FaDu)
poddanych napromienianiu i dziataniu chemioterapeutykoéw.

Materiat i metody: Nadekspresja let-7d w komérkach linii
FaDu zostata uzyskana za pomoca systemu lentiwirusowego.
Otrzymane linie zostaty scharakteryzowane pod kgtem pozio-
mu: ekspresji let-7d (GRT-PCR), ekspresji biatek (Western blot)
ekspresji genéw charakterystycznych dla procesu EMT (gRT-
-PCR) oraz proliferacji (3H-tymidyna). Wptyw promieniowania
(2Gy) okreslono za pomoca testu klonogennego, a chemiote-
rapeutykow (5-FU, cisplatyny, doksorubicyny i taksolu) za po-
moca testu MTT.

Wyniki: Zaobserwowano: 1) zmiane w ekspresji genow
charakterystycznych dla przejscia EMT; 2) zaleznos¢ miedzy
poziomem ekspresji let-7d a odpowiedzig na promieniowa-
nie: niska nadekspresja zwigzana byta z mniejsza przezy-
walnoscig komorek (SF ok. 30%), ktdra rosta (do SF ok. 70%)
wraz ze wzrostem ekspresji let-7d; 3) rézng odpowied? na
chemioterapeutyki w zaleznosci od jego rodzaju i poziomu
nadekspresji miRNA.

Whioski: Rézne poziomy nadekspresji let-7d powoduja
rozne efekty komorkowe i r6zng odpowiedz komérek na pro-
mieniowanie i dziatanie chemioterapeutykow. Podejrzewamy,
ze pewne okreslone poziomy ekspresji let-7d majg wptyw na
zachowanie komérki w sposéb wykazujacy podobng tenden-
cje, bez korelacji liniowej. Mechanizm tego zjawiska prawdo-
podobnie zwigzany jest ze zmiang ekspresji genéw regulowa-
nych przez let-7d.
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Nasilenie ekspresji oraz prognostyczne znaczenie receptoréw melatoninowych
MT1A w komérkach raka gruczotu piersiowego
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Abstract

Introduction: Melatonin, the hormone synthesized pri-
marily by the pineal gland pinealocytes, exhibits potent an-
tiproliferative activity against various types of tumor cells. In
numerous in vitro and in vivo studies was confirmed onkostat-
ic effect of melatonin on breast cancer cells. It was shown that
administration of exogenous melatonin increases the time of
the tumor development from the moment of carcinogen acti-
vation, reduces the number and size of formed tumors and re-
duces the risk of their occurrence. Current research suggests
the possibility of using antiestrogen melatonin properties
in the treatment of estrogen dependent tumors. Melatonin
may act on the cell directly, independently of the receptors
or through them. Among membrane melatonin receptors of
high affinity are distinguished MT1A and MTIB receptors.
MTIA receptors are present inter alia in supraciasmatic nu-
cleus, hippocampus, aorta, ovary, duodenum or in the skin.
MT1A receptors belongs to the superfamily of G-coupled pro-
tein receptors. Through the o subunit of the G protein, MT1A
receptors inhibit adenylate cyclase, thereby contributing to
a reduction of intracellular levels of cAMP This mechanism
allows the regulation of the expression of genes associated
with the process of proliferation.

Aim of the study was to determine the location and the
relative level of MTI1A receptor in breast cancer cells and to
correlate it with selected clinicopathological factors (clinical
stage, expression level of ER, PR, Ki-67, HER-2, survival, the
patient’s age, menopausal status, histologic grade G).

Material and methods: The study was performed using
immunohistochemical techniques (immunohistochemistry,
immunofluorescence) and molecular techniques (real-time
PCR, Western Blot). Immunohistochemistry was performed
on the group of 190 cases of invasive ductal carcinoma (IDC).

Streszczenie

Wstep: Melatonina, hormon syntetyzowany gtéwnie przez
pinealocyty szyszynki, wykazuje silne wtasciwosci antypro-
liferacyjne wobec réznego typu komérek nowotworowych.
W licznych badaniach in vitro oraz in vivo potwierdzono on-
kostatyczny wptyw melatoniny na komorki raka gruczotu
piersiowego. Wykazano, ze podawanie egzogennej melatoni-
ny wydtuza czas rozwoju guza od momentu zadziatania kan-
cerogenu, obniza liczbe i wielko$¢ powstajacych guzéw oraz
zmniejsza ryzyko ich powstania. Aktualnie prowadzone ba-
dania sugerujg mozliwos¢ wykorzystania antyestrogenowych
wiasciwosci melatoniny w terapii nowotworéw estrogenoza-
leznych. Melatonina moze dziata¢ na komérke bezposrednio,
niezaleznie od receptoréw lub za ich posrednictwem. Wsréd
btonowych receptoréw melatoninowych o wysokim powino-
wactwie wyrdznia sie receptory MT1A oraz MT1B. Receptory
MT1A wystepujg m.in. w jadrze nadskrzyzowaniowym, hipo-
kampie, aorcie, jajnikach, dwunastnicy czy w skorze. Recepto-
ry MT1A nalezg do nadrodziny receptoréw zwiazanych z biat-
kami G. Za posrednictwem podjednostki biatka G receptory
MTIA hamujg aktywnosé cyklazy adenylowej, przyczyniajac
sie tym samym do obnizenia wewngtrzkomérkowego pozio-
mu cAMP. Mechanizm ten pozwala na regulacje ekspresji ge-
néw zwigzanych m.in. z procesem proliferacji.

Cel pracy: Celem badania byto okreslenie lokalizacji oraz
wzglednego poziomu receptora MTIA w komdrkach raka
gruczotu piersiowego, a takze skorelowanie go z wybranymi
czynnikami kliniczno-patologicznymi (stopien zaawansowa-
nia klinicznego, nasilenie ekspresji ER, PR, Ki-67, HER-2, czas
przezycia, wiek pacjentki, status menopauzalny, stopien zto-
sliwosci histologicznej G).

Materiat i metody: Badania wykonano przy uzyciu technik
immunohistochemicznych (immunohistochemia, immunoflu-
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Control for the study were 22 cases of fibrocystic breast dis-
ease. To determine the relative level of MTIA mRNA were
used 29 cases of frozen fragments of the studied tumors.
Selected breast cancer cell lines (MCF-7, SK-BR-3 and MDA-
MB-231) vary in malignancy as well as the status of estrogen
receptors (ER), progesterone receptor (PR) and HER2 were
used to demonstrate the relative differences of MT1A at the
protein level (Western Blot) and to determine the location of
the MT1A receptor by immunofluorescence.

Results: In most of the examined tumors, immunohistochem-
ical reaction showed membrane-cytoplasmatic localization of
the MTIA receptor. The higher level expression of MT1A was ob-
served in cases of invasive ductal carcinoma in relation to cases
of fibrocystic breast disease (p < 0.0001). MT1A expression was
higher in the ER+ tumors and HER2+ (p < 0.005). In the group of
triple negative tumors (ER—, PR—, HER2-) was observed the low-
est level of MT1A receptor expression (p < 0.001). The lowest level
of MT1A receptor protein was also observed in the cell line MDA-
MB-231 triple negative (ER—, PR—, HER2—) compared to ER+ lines:
MCF-7, SK-BR-3 (p < 0.05). It was also showed a weak negative
correlation between the expression of MT1A and ER (r = —0.17,
p =0.0429) and negative correlation of MT1A and the expression
of Ki-67 (r =—0.23, p = 0.0013). Analysis of real-time PCR results
showed a decrease of MT1A at the mRNA level with increasing
grade (G) of examined IDC cases. In addition, higher MTIA ex-
pression was associated with longer survival (OS) of patients in
both the ER + tumors, as well as in tamoxifen-treated patients
(p < 0.05). Multivariate analysis showed that higher MT1A ex-
pression was an independent prognostic factor of longer overall
survival of patients (OS) and event-free survival (EFS) in the ER+
tumors (p < 0.05).

Conclusions: The higher relative level of MTI1A receptors
in both IDC with lower grade (G1, G2) and in selected tumor
cell lines with less aggressiveness may indicate the poten-
tial prognostic and therapeutic significance of melatonin in
breast cancer. It can be assumed that melatonin and its MT1A
membrane receptors may be in the future promising subject
of research in finding alternative and supportive treatment of
breast cancer.

Key words: melatonin, melatonin receptors MTIA, breast
cancer.

orescencja) oraz technik molekularnych (real-time PCR, We-
stern Blot). Badania immunohistochemiczne przeprowadzono
na 190 przypadkach raka przewodowego gruczotu piersiowe-
go (invasive ductal carcinoma — IDC). Kontrole w badaniach
stanowity 22 przypadki tagodnej dysplazji gruczotu piersio-
wego. Do okreslenia wzglednego poziomu mRNA MT1A wyko-
rzystano 29 przypadkéw zamrozonych fragmentéw badanych
guzéw. Wybrane linie komdrkowe raka gruczotu piersiowego
(MCF-7, SK-BR-3 oraz MDA-MB-231), zréznicowane pod wzgle-
dem ztosliwosci, jak rowniez statusu receptoréw estrogeno-
wych (ER), receptoréw progesteronowych (PR) oraz HER2,
postuzyty do wykazania wzglednego zréznicowania MTIA na
poziomie biatka (Western blot) oraz okreslenia lokalizacji re-
ceptora MT1A za pomocg immunofluorescencji.

Wyniki: W wiekszoséci przypadkéw badanych guzéw
reakcja immunohistochemiczna wykazata btonowo-cyto-
plazmatyczna lokalizacje receptora MTIA. Wyzszy poziom
ekspresji MT1A odnotowano w przypadkach IDC wzgledem
przypadkéw tagodnej dysplazji (p < 0,0001). Ekspresja MT1A
byta wyzsza w guzach ER+ oraz HER2+ (p < 0,005). W grupie
guzdw potrojnie negatywnych (ER—, PR—, HER2-) zaobserwo-
wano najnizszy poziom nasilenia ekspresji receptora MT1A
(p < 0,001). Najnizszy poziom biatka receptora MT1A zaobser-
wowano réwniez w linii komérkowej MDA-MB-231 potréjnie
negatywnej (ER—, PR—, HER2-) w poréwnaniu z liniami ER+:
MCF-7, SK-BR-3 (p < 0,05). Wykazano takze stabg ujemna ko-
relacje pomiedzy ekspresja MT1A i ER (r = —0,17, p = 0,0429),
a takze ujemna korelacje ekspresji MTIA i Ki-67 (r=-0,23,p =
0,0013). Analiza wynikéw uzyskanych metodg real-time PCR
wykazata spadek MT1A na poziomie mRNA wraz ze wzrostem
stopnia ztosliwosci (grade — G) w badanych IDC. Co wiecej,
wyzsza ekspresja MT1A byta zwigzana z dtuzszym przezyciem
catkowitym (overall survival — OS) pacjentdw zaréwno w gru-
pie guzéw ER+, jak i w grupie pacjentéw leczonych tamoksife-
nem (p < 0,05). Analiza wieloczynnikowa wykazata, ze wyzsza
ekspresja MT1A byta niezaleznym czynnikiem prognostycz-
nym dtuzszych OS pacjentéw oraz przezy¢ wolnych od wzno-
wy (event-free survival — EFS) w grupie guzéw ER+ (p < 0,05).

Whnioski: Wyzszy wzgledny poziom receptoréw MTIA za-
réwno w guzach IDC o nizszym stopniu ztosliwosci (G1, G2),
jak i w wybranych nowotworowych liniach komérkowych
nowotworéw o mniejszej agresywnosci moze swiadczy€ o po-
tencjalnym znaczeniu prognostycznym oraz terapeutycznym
melatoniny w rakach gruczotu piersiowego. Mozna przypusz-
cza¢, ze melatonina i jej btonowe receptory MT1A moga sta-
nowi¢ w przysztosci obiecujgcy przedmiot badan w poszuki-
waniu alternatywnych oraz wspomagajacych metod leczenia
raka gruczotu piersiowego.

Stowa kluczowe: melatonina, receptory melatoninowe
MT1A, rak gruczotu piersiowego.
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Kliniczne znaczenie ekspresji mikroRNA (miRNA) u chorych na wczesnego
niedrobnokomérkowego raka ptuca (NSCLC) poddanych radykalnej resekcji
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Abstract

Background: About 50% of non-small-cell lung carcino-
ma (NSCLC) patients develop distant metastases following
pulmonary resection. Currently, there are no reliable factors
allowing for individual selection of high-risk patients for adju-
vant systemic therapies. New more precise methods of prog-
nostication are being investigated.

Material and methods: We assessed by gRT-PCR microR-
NA (miRNA) expression in 289 stage I-IlIA NSCLC samples. Ex-
pression of 677 miRNAs was screened in fresh frozen tumour
samples in the training cohort of 50 squamous cell carcinoma
(SCQ) patients who underwent curative surgery. Of those, 20
patients subsequently developed distant metastases, and
30 were free of recurrence for > 4 years. In the second step,
miRNAs with highest predictive value for distant relapse were
validated in formalin-fixed paraffin-embedded material in an
independent cohort of 134 stage I-IllA SCC patients. Addition-
ally, 754 miRNAs were investigated in 110 lung adenocarcino-
ma (AC) patients, among which 40% developed metastases
and the remaining were free of recurrence after at least 4
years follow-up.

Results: In the training cohort of SCC, six miRNAs were dif-
ferently expressed in the non-recurrent vs. recurrent groups
and correlated with distant recurrence-free survival (but none
was significant after correction for multiple testing). Of these
six MiRNAs, miR-662, -192, and -192* were confirmed as prog-
nostic in the independent SCC cohort. Expression of miR-128,
-10b, -502-3p, and -192 differed between SCC and AC. In the
discovery AC set, the expression of miR-939, -1303 was sig-
nificantly different between the group with and without me-
tastases after correction for multiple comparisons (Benjami-
ni-Hochberg).

Conclusions: We identified three new miRNAs predictive
of distant relapse in operable SCC and AC. Future miRNA stud-
ies should account for differences between NSCLC subtypes.

Key words: NSCLC, RT-PCR, microRNA, prognosis.

Streszczenie

Wstep: U ok. 50% chorych na wczesnego niedrobnokomor-
kowego raka ptuca (non-small-cell lung carcinoma — NSCLC)
poddanych doszczetnej resekcji migzszu ptucnego dochodzi
do rozsiewu. Obecnie chorzy sg kwalifikowani do uzupetnia-
jacej chemioterapii na podstawie stopnia zaawansowania no-
wotworu. Poszukuje sie nowych metod indywidualnej oceny
ryzyka nawrotu z uzyciem molekularnych technik.

Materiat i metody: U 289 chorych na NSCLC w I-I1IA stop-
niu zaawansowania zmierzono ekspresje mikroRNA metoda
RT-PCR. Ekspresje 677 miRNA zmierzono w 50 mrozonych
wycinkach tkankowych (grupa uczaca) pobranych od chorych
na wczesnego raka ptaskonabtonkowego ptuca (squamous-
-cell carcinoma — SCC). U 20 sposrdd tych chorych rozwinety
sie odlegte przerzuty po resekcji ptucnej, a u pozostatych 30
0s6b nie stwierdzono nawrotu raka po przynajmniej 4 latach
obserwacji. W kolejnym etapie miRNA o najwyzszej warto-
sci rokowniczej zweryfikowano w niezaleznej kohorcie wa-
lidacyjnej chorych na SCC w I-IlIA stopniu zaawansowania
(materiat parafinowy). Réwnolegle przeprowadzono badanie
ekspresji 754 miRNA w blokach parafinowych od 110 chorych
na gruczolakoraka ptuca (adenocarcinoma — AC) w | stopniu
zaawansowania, sposréd ktérych u 40% rozwinety sie odlegte
przerzuty, a u pozostatych nie obserwowano nawrotu.

Wyniki: W grupie ,uczacej” SCC ekspresja 6 miR byta
zwigzana z DMFS oraz rézna pomiedzy chorymi z przerzuta-
mi i bez przerzutdéw (p < 0,05). W walidacyjnej grupie (SCC)
potwierdzono znaczenie rokownicze ekspresji miR-662, -192
i 192*. Ekspresja miR-128, -10b, 502-3p oraz -192 byta rézna
pomiedzy SCCi AC. W grupie ,,uczgcej” AC miR-939, -1303 byty
istotnie r6zne pomiedzy grupa bez przerzutdw i z przerzutami
po zastosowaniu poprawki na wielokrotne poréwnania (Ben-
jamini-Hochberg).

Whioski: Ekspresja wybranych miRNA zwigzana jest z wy-
sokim ryzykiem rozsiewu NSCLC. Z uwagi na odmienng eks-
presje miR w SCC i AC podtypy te powinny by¢ rozpatrywane
oddzielnie.

Stowa kluczowe: niedrobnokomaérkowy rak ptuca, mikroR-
NA, czynnik rokowniczy, rak ptaskonabtonkowy ptuca, gruczo-
lakorak ptuca, RT-PCR.
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miR-221 and miR-324 as a prognostic factors in melanoma patients treated with

a genetic melanoma vaccine

MIRNA 221 i 324 jako wskazniki prognostyczne odpowiedzi na leczenie genetycznie
modyfikowang szczepionkq czerniakowq AGI-101H
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Abstract

Introduction: The new opportunity for better understand-
ing of tumor biology came with discovery of microRNAs,
a new class of gene regulatory molecules. MicroRNAs are
small, non-coding RNAs that negatively regulate gene expres-
sion at the post-transcriptional level and play important role
in a number of biological functions including tumorigenesis,
cell differentiation, metabolism and apoptosis. The discovery
of microRNA in serum and plasma, opens up the possibility
of using them as noninvasive biomarkers of disease and re-
sponse to therapy.

Material and methods: Serum samples originating from
85 melanoma patients were used. All patients were treated
with melanoma vaccine AGI-101H. The analyzed samples were
collected before and after 2 years of the treatment (non-pro-
gressors) and at the time of first progression (progressors).
MicroRNA was extracted from serum using the miRNeasy
Mini Kit (Qiagen). Next, the reverse transcription reactions
were performed using the Tag-Man miRNA Reverse Transcrip-
tion Kit and microRNA-specific stem-loop primers (Applied
Biosystems). Quantitative real-time PCR analysis of hsa-miR-
7b, hsa-miR-15b, hsa-miR-221 and hsa-miR-324 was done by
using a microRNA-specific TagMan MicroRNA Assay Kit (Ap-
plied Biosystems). The fold-differences in microRNAs expres-
sion between samples were calculated using the comperative
Ct method ( 2-AA Ct method).

Results: In melanoma patients treated with AGI-101H: 1)
patients with high miRNA-221 expression had over 4-fold low-
er risk of death comparing to patients with low expression;
2) patients with high miRNA-324 expression had over 3-fold
lower risk of death than patients with low expression; 3) two
variables: baseline micro-RNA 221 and micro-RNA 324 serum
level have diagnostic properties for the presence of metasta-
ses in treated patients.

Conclusion: High serum level of miRNA 221, 324 might be
predictive factors in the treatment of resected melanoma pa-
tients with AGI 101H.

Key words: melanoma, miRNA, progression, melanoma
vaccine.

Streszczenie

Wstep: Odkrycie miRNA, nowej klasy czasteczek regulu-
jacych ekspresje gendw, pozwolito na lepsze zrozumienie bi-
ologii nowotworéw. miRNA to mate, niekodujace czgsteczki
RNA, ktore reguluja ekspresje gendw na poziomie posttran-
skrypcyjnym, i ktére odgrywaja ogromna role w wielu proce-
sach komaérkowych takich jak proliferacja, ré6znicowanie, me-
tabolizm i apoptoza. Na podstawie ostatnich doniesie mozna
przypuszczad, ze wtasnie obecnosé konkretnych miRNA w sur-
owicy i odmienny profil ich ekspresji moze by¢ skutecznym
biomarkerem wskazujacym na proces progresji choroby.

Materiaty i metody: Do badan wykorzystano surowice od
85 pacjentéw chorych na czerniaka i leczonych genetycznie
modyfikowang szczepionka czerniakowg AGI101H. Surowica
pobierana byta: przed rozpoczeciem leczenia (u wszystkich
pacjentdéw), w momencie progresji (u pacjentéw ze wznow-
ieniem choroby), oraz dwa lata po wtgczeniu do badania (dla
pacjentéw bez przerzutéw). Izolacje miRNA z surowicy prze-
prowadzono przy uzyciu zestawu do izolacji ,,miRNeasy Mini
Kit” firmy Qiagen, zgodnie z instrukcja producenta. Reakcje
odwrotnej transkrypcji przeprowadzono z uzyciem Tag-Man
miRNA Reverse Transcription Kit firmy Applied Biosystems.
gRT-PCR dla hsa-miR-7b, hsa-miR-15b, hsa-miR-221 and hsa-
miR-324 przeprowadzono wykorzystujac TagMan MicroRNA
Assay Kit (Applied Biosystems). Do poréwnania wynikow
uzyskanych w analizie gRT-PCR wykorzystano wzgledna
metode analizy ilosciowej - metode komparatywna (2—-AA Ct).

Wyniki: U pacjentéw leczonych szczepionka AGI 101H: 1)
pacjenci z wysokim poziomem ekspresji mir-221 wykazuja
ponad 4 razy nizsze ryzyko zgonu w poréwnaniu z pacjentami
z niskg ekspresja; 2) pacjenci z wysokim poziomem ekspres-
ji mir-324 wykazujg ponad 3-krotnie nizsze ryzyko zgonu niz
pacjenci z niskim poziomem ekspresji tego miRNA; 3) poczat-
kowy poziom miR-221 i miR-324 w surowicy ma znaczenie
diagnostyczne dla pojawiania sie przerzutéw u leczonych
pacjentow.

Whioski: Wysoki poziom mir-221 oraz mir-324 moze by¢
czynnikiem predykcyjnym w leczeniu czerniaka u pacjentéw
leczonych szczepionkg AGI 101H.

Stowa kluczowe: czerniak, miRNA, progresja, szczepionka
czerniakowa.
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Polaryzacja mikrosrodowiska nowotworowego przez szczepionke DNA skierowana
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Abstract

Introduction: Cancer cells, as well as tumor microenviron-
mental cells, influence formation of new tumor blood vas-
culature and immunosuppressive milieu which in turn allow
cancer cells’ escape from immune surveillance.

Aim of the study: Elaboration of an anticancer therapeutic
approach via decreased of tumor blood vessels and abrogated
immunosuppression.

Material and methods: A DNA vaccine was constructed
which is directed against endoglin (CD105). The gene encod-
ing endoglin was carried by attenuated Salmonella typhimuri-
um SL7207 (aroA-) bacteria. Antitumor potential of this DNA
vaccine were examined using a murine melanoma tumor
model. Flow cytometry was used to detect the immunophe-
notype of cells infiltrating experimental tumors. Tumor blood
vessels were counted using immunohistochemical staining
approach.

Results: The examined DNA vaccine activated both specif-
ic and nonspecific immune responses. We observed increased
infiltration of T lymphocytes and NK cells in experimental
tumors. An immune CTL response was directed specifically
against endoglin present on the surface of both endothelial
and cancer cells. The vaccine inhibited angiogenesis in immu-
nized mice. When combined with immunomodulatory agents
[interleukin 12 (IL-12), cyclophosphamide (CTX)], it led to a de-
crease in the number of tumor blood vessels and level of Treg
lymphocytes in the treated mice. Ca. 30% of mice receiving
the vaccine as well as IL-12-mediated gene therapy demon-
strated complete tumor regression. Moreover, when combin-
ing the proposed immunotherapy with chemotherapy (CTX),
a long-term stabilization of tumor growth was noted.

Conclusions: The examined DNA vaccine is a variant of
therapy which aims at destroying tumor blood vessels. Suit-
able combinations of this vaccine with antiangiogenic and
immunomodulatory agents, such as IL-12 or CTX, lead to po-
larization of tumor milieu phenotype in the direction of an
antiangiogenic one which abrogates immunosuppression and
results in long-term stabilization of the disease, or even com-
plete tumor regression.

Key words: endoglin-based DNA vaccine, immunomodu-
latory agents, combined antitumor therapy, polarization of
tumor microenvironment.

Streszczenie

Wstep: Komorki nowotworowe i komérki mikrosrodo-
wiska majg wptyw zaréwno na powstanie nowych naczyn
krwionosnych, jak i srodowiska immunosupresyjnego, umoz-
liwiajgcego ucieczke komérek nowotworowych spod nadzoru
immunologicznego.

Cel pracy: Opracowanie metody terapeutycznej pozwa-
lajacej zaréwno zmniejszac liczbe naczyn nowotworowych
(hamowac unaczynienie), jak i zahamowac immunosupresje.

Materiat i metody: Skonstruowano szczepionke DNA skie-
rowana przeciwko endoglinie (CD105). Nosnikiem genu kodu-
jacego endogline byty atenuowane bakterie Salmonella typhi-
murium SL7207 (aroA-). Przeciwnowotworowe wtasciwosci
szczepionki DNA zbadano na modelu mysiego czerniaka. Do
oceny immunofenotypowej komérek naciekajacych guzy no-
wotworowe wykorzystano technike cytometrii przeptywowe;.
Liczbe nowotworowych naczyh oznaczono za pomocg barwie-
nia immunohistochemicznego.

Wyniki: Szczepionka DNA aktywowata odpowiedz zaréw-
no swoistg, jak i nieswoistg. Naciek limfocytéw T i komérek
NK w guzach nowotworowych byt zwiekszony. Pojawiajgca sie
odpowiedz immunologiczna (CTLs) byta skierowana swoiscie
przeciwko endoglinie, obecnej na komérkach srédbtonkowych
i nowotworowych. Szczepionka hamowata angiogeneze u im-
munizowanych myszy. W kombinacji z czynnikami immuno-
modulacyjnymi [interleukina 12 (IL-12), cyklofosfamid (CTX)]
zmniejszata liczbe naczyn krwionosnych i poziom limfocytéw
Treg w guzach nowotworowych leczonych myszy. U ok. 30%
leczonych myszy szczepionka DNA z terapig genowa z IL-12
zauwazono catkowitg regresje guzéw. W wyniku skojarzenia
immunoterapii z chemioterapia (CTX) uzyskano natomiast
dtugotrwata stabilizacje wzrostu guzow.

Whioski: Szczepionka DNA jest jednym z wariantéw tera-
pii niszczacej nowotworowe naczynia krwionosne. Odpowied-
nia kombinacja z czynnikami zaréwno antyangiogennymi, jak
i immunomodulacyjnymi, takimi jak IL-12 czy CTX, powoduje
polaryzacje fenotypu komoérek mikrosrodowiska w kierunku
fenotypu antyangiogennego znoszacego immunosupresje,
prowadzac do dtugotrwate] stabilizacji choroby, a nawet cat-
kowitej regresji nowotworu.

Projekt finansowany z grantu MNiSW nr NN 401 587 540.

Stowa kluczowe: szczepionka DNA przeciwko endoglinie,
czynniki immunomodulacyjne, przeciwnowotworowa terapia
kombinowana, polaryzacja mikrosrodowiska nowotworowego.
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Abstract

Introduction: Hypoxia in tumor microenvironment is
a significant factor that promotes mechanisms involved in
radio-resistance and drug resistance of tumor cells, tumor in-
vasiveness and angiogenesis. Tyrosine kinase inhibitors (TKI)
inhibit cellular pathways involved in therapy resistance, me-
tastasis and tumor progression.

Aim of the study: To evaluate effect of imatinib and suni-
tinib on the recovery of colon cancer cells following cytore-
duction carried out with the classical cytostatic drug 5-fluo-
rouracil (5-FU).

Material and methods: The established human colon can-
cer cell lines HT-29 and HCT-116 were tested in vitro. Cancer
cells were cultured with 5-FU in the standard oxygen condi-
tions (20% 0O,) or in the moderate hypoxia (5% 0,), and there-
after the recovery of cells resistant to 5-FU was evaluated in
the colony formation assay performed in the standard or in
the hypoxic conditions, without or in the presence of sunitinib
or imatinib. To determine the influence of TKI on cell migra-
tion following selection with 5-FU, HCT-116 cells were tested in
the monolayer wound healing assay in the presence of 20%
or 5% 02, without or with sunitinib or imatinib.

Results: In comparison to the standard oxygen conditions,
hypoxic conditions applied during cell preselection with 5-FU
as well as during colony formation assay promoted clonogen-
ic potential of HT-29 and HCT-116 cells. Clonogenicity of colon
cancer cells decreased in the presence of sunitinib or imatinib
in the standard oxygen conditions as well as in hypoxia. Suni-
tinib markedly reduced motility of colon cancer cells both in
the standard and in the hypoxic conditions.

Conclusions: Recovery potential of colon cancer cells pre-
selected in vitro with 5-FU in hypoxic conditions (~5%) which
mimic oxygen conditions in tumor microenvironment, is high-
er than that of cells preselected in the standard in vitro cul-
ture conditions. Tyrosine kinase inhibitors applied following
treatment of cancer cells with cytostatic drug 5-FU are capa-
ble to hamper cancer cell recovery in the normoxic and in the
hypoxic conditions. Sunitinib also inhibits motility of the inva-
sive colon cancer cell line HCT-116.

Key words: hypoxia, imatinib, sunitinib, clonogenicity, mi-
gration.

Streszczenie

Wstep: Niedotlenienie jest waznym czynnikiem mikro-
Srodowiska nowotworu, wzmagajacym radio- i lekoopornosé
komoérek nowotworowych, ich inwazyjnos¢ i oddziatywania
proangiogenne. Substancje z grupy drobnoczasteczkowych
inhibitorow receptorowych kinaz tyrozynowych (tyrosine-ki-
nase inhibitor—TKI) hamuja aktywno$¢ szlakéw komaérkowych
odpowiedzialnych za progresje i przerzutowanie nowotworu
oraz za jego wyzsza opornosé na leczenie konwencjonalne.

Cel pracy: Zbadanie skutecznosci imatinibu i sunitinibu,
substancji z grupy TKI, w hamowaniu odnowy komérek raka
jelita grubego po selekcji klasycznym cytostatykiem.

Materiat i metody: Badania zostaty wykonane in vitro na
ustalonych ludzkich liniach komaérkowych raka jelita grubego
HT-29 i HCT-116. Komérki nowotworowe preselekcjonowano
5-fluorouracylem (5-FU) w standardowych warunkach tle-
nowych (20% 0,) albo w warunkach umiarkowanej hipoksji
(5% 0,), a nastepnie — réwniez w warunkach normoksji lub
hipoksji — badano wptyw TKI na klonogennos¢ preselekcjo-
nowanych komérek. Wptyw TKI na migracje komérek po pre-
selekcji 5-FU badano testem zarastania rysy w warunkach
standartowych i w hipoksji z uzyciem linii HCT-116 o fenotypie
inwazyjnym.

Wyniki: Hipoksja zastosowana podczas preselekcji oraz
w trakcie odnowy komérek HT-29 i HCT-116 po preselekcji
5-FU zwiekszata ich potencjat klonogenny. Imatinib i sunitinib
obnizaty klonogennos¢ komaérek i w normoksji, i w hipoksji.
Migracja preselekcjonowanych komaérek byta znaczaco hamo-
wana i w normoksji, i w hipoksji tylko przez sunitinib.

Whioski: Komorki nowotworowe po selekeji cytostatykiem
w warunkach obnizonego stezenia tlenu (~5%), odpowiadaja-
cego warunkom panujacym w mikrosrodowisku guza, maja
wiekszg zdolnos¢ do odnowy, wyrazajaca sie wyzsza klono-
gennoscia niz komorki preselekcjonowane w warunkach nor-
moksji. Substancje z grupy TKI, zastosowane po klasycznym
chemioterapeutyku (5-FU), hamuja odnowe preselekcjono-
wanych komérek raka jelita grubego w normoksji i w hipok-
sji. Sunitinib ponadto hamuje migracje komérek nowotworo-
wych o fenotypie inwazyjnym.

Stowa kluczowe: hipoksja, imatinib, sunitinib, klonogen-
nos¢, migracja.
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Myeloid cells in the lung cancer microenvironment

Komérki mieloidalne w mikroSrodowisku raka ptuca
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Abstract

Introduction: The myeloid cells lineage is a major compo-
nent of the leukocyte infiltration of various tumours. They are
determined as a tumor-associated macrophages (TAM) or tu-
mor-associated neutrophils (TAN). In response to the factors
presented in the cancer microenvironment they have differ-
entiated phenotype defined as an anti-tumour (M1 for mac-
rophages, and N1 for neutrophils) or pro-tumour (M2 and N2,
respectively). In the environment of developing tumour was
described a rare population of cells named myeloid-derived
suppressor cells (MDSC). Myeloid-derived suppressor cells are
a combination of progenitor cells and immature cells of the
myeloid lineage. In this diverse population with a low degree
of maturity it has been distinguished garanulocytic (GrMDSC)
and monocytic cells (MoMDSC). In the tumor microenviron-
ment the MDSC inhibit T cells, dendritic cells, and NK cells.
They support the differentiation of Treg cells and protumor
actity of TAM and TAN. Their clinical significance in the course
of lung cancer is still poorly understood.

Aim of the study was the identification, phenotypic and
functional characterization of MDSC, TAM and TAN in pa-
tients with lung cancer.

Material and methods: Using a flow cytometer was evalu-
ated immunophenotype of MDSC, TAM and TAN in tumour, in
peripheral blood and pulmonary veins blood of patients with
non-small cell lung cancer, also in the pleural effusions with
different etiologies. Has been evaluated mediators regulat-
ing the recruitment and activity of tested cells. Also were as-
sessed the phagocytic function and the ability to intracellular
killing dependent on reactive oxygen species.

Results: In the studied material has been demonstrated
the presence of MDSC. Also has been demonstrated a re-
duced functional activity of TAN and TAM in their ability to
phagocytosis and intracellular killing dependent on oxidative
mechanisms.

Conclusions: Recognition of the pro-tumour activity of
myeloid lineage cells may be helpful in understanding the
reasons of insufficient efficiency of tumor therapy.

Key words: MDSC, macrophages, neutrophils, cancer mi-
croenvironment.

Streszczenie

Wstep: W nacieku leukocytarnym réznych nowotworéw
gtéwna sktadowa sg komorki linii mieloidalnej. Okresla sie je
makrofagami lub neutrofilami towarzyszacymi nowotworom
(tumor-associated macrophages — TAM, lub tumor-associated
neutrophils — TAN). W odpowiedzi na czynniki obecne w mi-
krosrodowisku nowotworu wykazujg zréznicowany fenotyp
okreslany jako przeciwnowotworowy (M1 dla makrofagow
i N1 dla neutrofiléow) badZ pronowotworowy (odpowiednio
M2 iN2). W Srodowisku rozwijajgcego sie nowotworu opisano
rowniez rzadka populacje komérek supresorowych pochodze-
nia szpikowego (myeloid-derived suppressor cells — MDSC).
Komorki supresorowe pochodzenia szpikowego sa mieszani-
na komérek progenitorowych oraz niedojrzatych komérek li-
nii mieloidalnej. W tej réznorodnej populacji o niskim stopniu
dojrzatosci wyrézniono komérki garanulocytarne (GrMDSC)
i monocytarne (MoMDSC). W mikrosrodowisku nowotworu
hamuja one aktywnos¢ limfocytow T, komoérek dendrytycz-
nych i natural killer (NK). Wspieraja réznicowanie limfocytow
Treg oraz pronowotworowych TAM i TAN. Ich znaczenie kli-
niczne w przebiegu raka ptuc jest wcigz mato poznane.

Cel pracy: Identyfikacja, charakterystyka fenotypowa
i funkcjonalna MDSC, TAM i TAN u chorych z rakiem ptuc.

Materiat i metody: Przy uzyciu cytometru przeptywowego
oceniono immunofenotyp MDSC, TAM i TAN w obrebie guzdw,
we krwi obwodowej i z zyty ptucnej od chorych z niedrobno-
komérkowym rakiem ptuc oraz w wysiekach optucnowych
o roznej etiologii. Oceniono mediatory regulujace rekrutacje
i aktywnos¢ badanych komorek. Oceniono funkcje fagocytar-
na i zdolnos¢ do wewnatrzkomérkowego zabijania zaleznego
od reaktywnych form tlenu.

Wyniki: W badanym materiale wykazano obecno$¢ MDSC.
Wykazano ograniczona aktywnos$¢ funkcjonalng TAM i TAN
w zakresie ich zdolnosci do fagocytozy i wewnatrzkomérko-
wego zabijania zaleznego od mechanizmoéw tlenowych.

Whioski: Poznanie pronowotworowej aktywnosci komé-
rek mieloidalnych moze by¢ pomocne w zrozumieniu przy-
czyn niedostatecznej skutecznosci terapii nowotwordw.

Stowa kluczowe: MDSC, makrofagi, neutrofile, mikrosro-
dowisko nowotworu.
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Ten year survival in BRCAl-negative and BRCA1-positive breast cancer patients
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Abstract

Aim of the study: To estimate ten-year overall survival
rates for patients with early-onset breast cancer, with and
without a BRCAL mutation. To identify prognostic factors
among BRCAI-positive breast cancer patients.

Material and methods: 3345 women with stage | to stage
[l breast cancer, at or below age 50 were tested for three
founder mutations in BRCAL. Information on tumor character-
istics and on treatments received was retrieved from medical
records. Dates of death were obtained from the vital statistics
registry. Survival curves for the mutation-positive and nega-
tive sub-cohorts were compared. Predictors of overall survival
were determined using the Cox proportional hazards model.

Results: 3345 patients were enrolled in the study, of whom
233 (7.0%) carried a BRCAT mutation. The ten-year survival for
mutation carriers was 80.9% (95% Cl: 75.4% to 86.4%) and for

non-carriers was 82.2% (95% Cl: 80.5% to 83.7%). The adjust-
ed hazard ratio associated with carrying a BRCA1 mutation
was 1.81 (95% Cl: 1.26 to 2.61). Among BRCAI carriers with
a small (< 2 cm) node-negative breast cancer, the ten-year
survival rate was 89.9%. Among BRCA1 mutation carriers,
positive lymph node status was a strong predictor of mortal-
ity (adjusted HR = 4.1; 95% Cl: 1.8 to 8.9). Oophorectomy was
associated with improved survival in BRCA1 carriers (adjusted
HR = 0.30; 95% Cl: 0.12-0.75).

Conclusions: The ten-year survival rate of women with
breast cancer and a BRCAI mutation is similar to that of
patients without a BRCAl mutation. Among women with
a BRCAL mutation, survival was much improved after oopho-
rectomy.

Key words: breast cancer, BRCAL.
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Stezenia mikroelementéw i warianty DNA w genach je metabolizujacych jako
markery wysokiego ryzyka rakéw
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Abstract

We have identified a number of DNA changes associat-
ed with a genetic predisposition to prostate cancer such
as: 1) 657del5 mutation in NBSI, 2) IVS2+1G>A mutation of
CHEK?2, 3) del5395 mutation in CHEK2, 4) 1100delC mutation
in CHEK2, 5) 1157T mutation of CHEK2, 6) G84E mutation in
HOXBI13, 7) Allele A of rs188140481 marker in 8g24. These
mutations contribute to 20% of familial aggregations of pros-
tate cancer in Poland. Carriers of these mutations who report
family history of prostate cancer (at least one first or second
degree relative affected) have a 3 to 8-fold increased risk of
prostate cancer in our population. Therefore, the life time risk
of prostate cancer in mutation carriers is high (25% to 70%).
Development the panel of genetic markers for prostate cancer
allows the introduction of individualized — addressed to men
at high risk — screening program for prostate cancer in the
Polish population.

Key words: prostate cancer, mutations, hereditary suscep-
tibility.

Streszczenie

Zidentyfikowalismy szereg zmian DNA zwigzanych z pre-
dyspozycja genetyczng do raka prostaty, takich jak: 1) muta-
cja 657del5 genu NBSI, 2) mutacja IVS2 + 1G>A genu CHEK2,
3) mutacja del5395 genu CHEK2, 4) mutacja 1100delC genu
CHEK?2, 5) mutacja 1157T genu CHEK?2, 6) mutacja G84E genu
HOXBI3, 7) allel A zmiany rs188140481 w regionie 8g24. Mu-
tacje te stanowia przyczyne ponad 20% przypadkéw rodzin-
nych agregacji raka stercza w Polsce. Nosicielstwo tych muta-
cji umezczyzn z dodatnim wywiadem raka stercza w rodzinie
(co najmniej jedno zachorowanie u krewnych | lub Il stopnia)
wigze sie z 3—-8-krotnie zwiekszonym ryzykiem raka prostaty
w naszej populacji. Tak wiec mezczyzna, u ktérego identyfi-
kuje sie jedna z powyzszych predysponujacych zmian DNA,
obarczony jest wysokim, 25-70-procentowym ryzykiem za-
chorowania na raka prostaty. Opracowanie panelu markeréw
ryzyka raka prostaty umozliwia wprowadzenie zindywiduali-
zowanego, skierowanego do 0s6b z grupy wysokiego ryzyka,
programu badan przesiewowych raka prostaty w polskiej po-
pulacji.

Stowa kluczowe: rak prostaty, mutacje, dziedziczna pre-
dyspozycja.
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miR-205 w diagnostyce i monitorowaniu niedrobnokomérkowego raka ptuca
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Abstract

Background: Non-small cell lung cancer accounts for 80%
of lung cancers, the leading cause of cancer mortality. Over
the last decade, microRNAs (miR) have emerged as import-
ant components of carcinogenesis and promising biomarkers.
miR-205 has been found to be overexpressed in lung cancer
tissue.

Aim of the study: We aimed to study the diagnostic utility
of circulating miR-205 assessment in patients with NSCLC.

Material and methods: Plasma was collected from 20
healthy donors and from NSCLC patients before and 1 month
after surgery (n = 40). In 9 cases, blood was also drawn one
year after surgery. Patients were diagnosed with adenocarci-
noma (n = 16), squamous cell carcinoma (n = 14), large cell
carcinoma (n = 5), and with mixed adenocarcinoma/squa-
mous cell carcinoma (n = 5).

We optimised a method of RNA isolation from human plas-
ma and selected an appropriate reference miR for RT-gPCR
measurements.

Results and conclusions: 1) Plasma miR-205 levels in NS-
CLC patients were significantly elevated before treatment, as
compared to normal levels (p = 0.019). 2) Plasma miR-205 lev-
els significantly decreased in NSCLC patients 1 month after
surgery (p = 0.043) and no more differed from that in normal.
3) One year after surgery, average miR-205 expression did not
change although decreased in 4 and increased in 5 patients.
Patients are followed-up to interpret these changes. 4) miR-
205 expression in tumour tissue has been known to differ
between non-small lung adenocarcinoma and squamous cell
carcinoma. We showed this difference in plasma, with low-
er miR-205 levels in adenocarcinoma than in squamous cell
carcinoma, and we revealed the lowest levels of circulating
miR-205 in large cell carcinoma. 5) The results point to the
potential of circulating miR-205 assessment for diagnostic
purposes, including monitoring of NSCLC patients after treat-
ment.

Key words: lung cancer, circulating miRNA, plasma, bio-
markers, miRNA-205, non small cell lung cancer.

Streszczenie

Wstep: Niedrobnokomérkowy rak ptuca (NDRP) stanowi
ok. 80% wszystkich diagnozowanych przypadkéw raka ptu-
ca. W ostatnich latach intensywnie poszukuje sie mozliwosci
wczesnej nieinwazyjnej diagnostyki tego nowotworu.

Cel pracy: Celem badan byto sprawdzenie przydatnosci
mikro(miR)-205 jako krazacego biomarkera w diagnostyce
i monitorowaniu leczenia NDRP

Materiat i metody: Materiat kliniczny stanowity prébki
krwi obwodowej 40 chorych na NDRP, w tym: na wielkoko-
moérkowego (n = 5), gruczotowego (n = 16), ptaskonabtonko-
wego (n = 14) oraz na raka mieszanego raka ptuca (n = 5).
Probki pobierano dzien przed oraz miesigc po zabiegu usunie-
cia guza. U 9 chorych materiat do badan pobrano takze rok po
zabiegu usuniecia guza. Materiat kontrolny stanowito 20 pro6-
bek krwi pobranej od zdrowych, dorostych dawcéw. Poziom
ekspresji miR-205 oznaczano technika RT-gPCR z uzyciem
miR-24, jako genu referencyjnego.

Wyniki i wnioski: 1) Stwierdzono znacznie podwyzszony
poziom ekspresji miR-205 u chorych na NDRP w poréwnaniu
z grupa kontrolng (p = 0,019). 2) Zaobserwowano znaczny
spadek poziomu ekspresji miR-205 w osoczu krwi chorych
po zabiegu usuniecia guza ptuca, w poréwnaniu z poziomem
ekspresji tego miR przed zabiegiem (p = 0,043). Poziom eks-
presji miR-205 w grupie chorych po zabiegu usuniecia guza
byt poréwnywalny z poziomem u 0s6b zdrowych. 3) Sredni po-
ziom ekspresji miR-205 we krwi chorych na NDRP miesigc po
zabiegu usuniecia guza utrzymuje sie na podobnym poziomie
po roku od operacji, niemniej u 4 chorych obnizyt sie, a u 5
chorych doszto do jego wzrostu. Dalsza obserwacja pozwoli
na poznanie klinicznego znaczenia tych zmian. 4) Poziom eks-
presji miR-205 w osoczu krwi obwodowej wydaje sie réznico-
wac podtypy NDRP, najnizszy poziom ekspresji stwierdzono
w wielkokomérkowym, wyraznie wyzszy niz w gruczotowym,
najwyzszy w przypadku ptaskonabtonkowego raka ptuca. 5)
Dane te sugeruja przydatnos¢ krazacego miR-205 jako bio-
markera w diagnostyce i monitorowaniu leczenia NDRP

Stowa kluczowe: rak ptuc, krazace miRNA, osocze, bio-
markery, miRNA-205, niedrobnokomérkowy rak ptuca.
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mikroRNA w ptynie mézgowo-rdzeniowym w diagnostyce chtoniakow

w osrodkowym uktadzie nerwowym
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Abstract

Introduction: Early, fast and precise differential diagnosis
of primary and secondary lymphomas and non-cancerous le-
sions in the central nervous system (CNS) is a prerequisite for
effective and safe treatment. Differentiation of CNS lesions
is a challenge, in spite of numerous diagnostic possibilities,
comprising imaging techniques, cytological and flow cytome-
try examination of cerebrospinal fluid (CSF), and histological
examination of stereotactic biopsy material. In addition, brain
biopsy carries risks of neurological complications, and some-
times cannot be performed, eg. due to lesion location.

Aim of the study: To assess the value of miR-21, miR-19b-1
and miR-92a-2 detection in CSF for the differential diagnosis
of primary lymphomas vs. neurological lesions in the CNS,
and for the early diagnosis of secondary CNS changes in the
progression of peripheral lymphomas.

Material and methods: Cerebrospinal fluid leftover sam-
ples collected for the routine diagnostic purposes from pa-
tients consulted at the Cancer Centre and Institute of Oncol-
ogy in Warsaw, suspected of the primary or secondary brain
lymphomas or neurological lesions in the CNS. Expression
levels of miR-21, miR-19b-1, and miR-92a were assessed by
RT-gPCR, with miR-24, as a reference level.

Results and conclusions: 1) Higher levels of miR-21, miR-
19b-1and miR-92a-2 characterised CSF from patients with pri-
mary CNS lymphomas, than from noncancerous neurological
lesions. 2) In patients with secondary lymphomas in the CNS
the assessed miR levels in CSF varied and need further stud-
ies. 3) Assessment of miR-21, miR-19b-1 and miR-92a-2 levels
in the CSF provides a promising, sensitive and less stressful
method for differentiation of CNS lymphomas from neurolog-
ical disorders. 4) Examination of miRs in the CSF emerges as
a chance for earlier treatment decisions and improvement of
long-term results of treatment.

Key words: microRNA, cerebrospinal fluid, CNS lymphoma,
diagnosis.

Streszczenie

Wstep: Wczesna, szybka i precyzyjna diagnostyka rézni-
cowa pierwotnych oraz wtérnych chtoniakéw w osrodkowym
uktadzie nerwowym (OUN) i nienowotworowych choréb neu-
rologicznych jest konieczna do podjecia skutecznej i bezpiecz-
nej terapii. Réznicowanie chtoniakéw w OUN wcigz stanowi
wyzwanie, nawet z zastosowaniem technik obrazowania,
oceng cytologiczng (CYT), cytometryczna (FCM) ptynu maézgo-
wo-rdzeniowego (PMR) i pobieraniem materiatu histopatolo-
gicznego droga biopsji stereotaktycznej, ktéra naraza pacjen-
ta na powiktania neurologiczne i czasami nie jest mozliwa
w wypadku trudno dostepnych lokalizacji.

Cel badan: Ocena przydatnosci oznaczania miR-21, miR-
-19b-1 oraz miR-92a-2 w PMR w réznicowej diagnostyce chto-
niakéw OUN z chorobami neurologicznymi oraz wczesnej
diagnostyce wtérnego zajecia OUN w przebiegu chtoniakéw
obwodowych.

Materiat i metody: Probki PMR, pobrane od pacjentéw
diagnozowanych w Centrum Onkologii-Instytucie w Warsza-
wie, pozostate po rutynowej diagnostyce CYT/FCM: 1) pier-
wotnego lub wtdérnego zajecia OUN, 2) nienowotworowych
chordb neurologicznych. Poziom ekspresji miR-21, miR-19b-1,
miR-92a oznaczano technikg RT-gPCR z uzyciem miR-24, jako
genu referencyjnego.

Wyniki i wnioski: 1) Poziom ekspresji miR-21, miR-19b-1
oraz miR-92a-2 w PMR chorych na pierwotnego chtoniaka
OUN jest wyzszy niz w grupie pacjentdw z nienowotworowy-
mi chorobami neurologicznymi. 2) W grupie chorych z podej-
rzeniem wtérnego zajecia OUN poziom ekspresji tych trzech
badanych mikroRNA jest zréznicowany i wymaga dalszej ob-
serwacji. 3) Dane te wskazuja, ze oznaczanie ekspresji miR-21,
miR-19b-1 oraz miR-92a-2 w PMR moze by¢ bardzo czuta i nie-
obciazajaca pacjenta metoda uzytecznag w diagnostyce rézni-
cowej pierwotnego chtoniaka OUN i choréb neurologicznych.
4) Uzupetnienie algorytmu diagnostyki guzow OUN o ocene
ekspresji mikroRNA w PMR stwarza szanse na znacznie szyb-
sze wdrozenie terapii i poprawe odlegtych wynikéw leczenia
chtoniakéw OUN.

Stowa kluczowe: mikroRNA, ptyn mézgowo-rdzeniowy,
chtoniak, diagnoza.
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Abstract

Vascular endothelial growth factor (VEGF) and presented
on the endothelial surface receptor proteins: VEGFR-1, VEG-
FR-2 as well as and sVEGFR-1 receptors, and sVEGFR-2 plays
an important role in pathological biochemical changes of me-
tastasis. VEGF binding to its receptors leads to the ATP-depen-
dent phosphorylation, and consequently to proliferation and
migration of endothelial cells. These processes determine the
growth of solid tumors and metastases.

Aim of the study was to assess the concentration of the
VEGF and soluble sVEGFR-1 and sVEGFR-2 receptors in wom-
en with breast cancer. Commonly recognized prognostic fac-
tors were taken into account.

Material and methods: Serum levels of VEGF and recep-
tors sVEGFR-1 and sVEGFR-2 were performed in the serum of
103 women with primary breast cancer before surgery, at the
age of 29-89 years (mean age 56 years) treated at the Depart-
ment of Oncology, Poznan University of Medical Sciences. The
concentrations of factors examined was assessed using an
enzyme-linked immunosorbent assay (R&D System).

Results: The studies demonstrated significantly higher lev-
els of soluble forms of VEGF receptors sVEGFR-1 and sVEGFR-2
in the serum of women with breast cancer as compared to
the value of these substances in the control group. The higher
the clinical stage of the disease the higher the achieved level
of cytokine receptors of VEGF and sVEGFR-1 and sVEGFR-2.
A similar relationship was observed in the group of women
with metastatic breast cancer to the lymph nodes and no
metastasis. There was also a positive correlation between the
average concentration of VEGF, sVEGFR-1 and sVEGFR-2 and
the size of the primary tumor.

Conclusions: High levels of VEGF, sVEGFR-1 and sVEGFR-2
in women with breast cancer at an advanced stage of the dis-
ease can confirm the participation of these factors in tumour
progression and metastasis. Determination of the concentra-
tions of VEGF and its receptors in women with breast cancer
may be of value in the assessment of their clinical status.

Key words: angiogenesis,VEGF, receptors, breast cancer.

Streszczenie

W patobiochemii powstawania przerzutéw istotng role
odgrywa naczyniowo-srédbtonkowy czynnik wzrostu (vascu-
lar endothelial growth factor — VEGF), obecne na powierzchni
srodbtonka biatka receptorowe: VEGFR-1 (vascular endothelial
growth factor receptor 1), VEGFR-2 oraz receptory sVEGFR-1
i SVEGFR-2. Zwigzanie tych receptoréw z VEGF prowadzi do
jego zaleznej od ATP fosforylacji, ktérej nastepstwem jest pro-
liferacja i migracja komérek srodbtonka. Warunkuje to wzrost
guzéw nowotworowych litych oraz powstawanie przerzutow.

Cel pracy: Ocena przydatnosci oznaczania VEGF i rozpusz-
czalnych postaci receptorow sVEGFR-1 i sVEGFR-2 u kobiet
chorych na raka piersi w zaleznosci od wybranych czynnikéw
rokowniczych, takich jak: stopien zaawansowania klinicznego
choroby, stopief ztosliwosci histologicznej nowotworu, stan
okolicznych weztéw chtonnych pachowych i wielkos¢ guza
pierwotnego.

Materiat i metody: Oznaczenia stezenia VEGF i recepto-
row sVEGFR-1 i sVEGFR-2 wykonano w surowicy 103 kobiet
chorych na pierwotnego raka piersi przed zabiegiem chirur-
gicznym, w wieku 29-89 lat (Srednia wieku 56 lat), leczonych
na Oddziale Chirurgii Onkologicznej Kliniki i Katedry Onkolo-
gii UM w Poznaniu. Stezenie badanych substancji oznacza-
no metoda immunoenzymatyczng przy uzyciu zestawu firmy
R&D System.

Wyniki: Wykazano istotnie wieksze stezenia VEGF oraz
rozpuszczalnych form receptoréw sVEGFR-1 i sVEGFR-2 w su-
rowicy kobiet chorych na raka piersi w poréwnaniu z war-
tosciami tych substancji w grupie kontrolnej. Im wyzszy byt
stopieni zaawansowania klinicznego choroby, tym wyzszy
uzyskano poziom VEGF oraz receptoréw sVEGFR-1i sVEGFR-2.
Podobna zaleznos¢ obserwowano w grupie kobiet chorych na
raka piersi z przerzutami do weztéw chtonnych i bez przerzu-
tow. Dodatnia korelacja wystepowata takze miedzy srednim
stezeniem VEGF, sVEGFR-1i sVEGFR-2 a wielkoscig guza pier-
wotnego.

Whnioski: Duze stezenia VEGF oraz sVEGFR-1 i sVEGFR-2
u kobiet chorych na raka piersi w zaawansowanym stadium
choroby sugeruja udziat tych czynnikéw w rozwoju nowo-
tworu i przerzutowaniu. Oznaczanie stezenia VEGF i jego re-
ceptoréw ma cechy badania uzupetniajacego w ocenie stanu
klinicznego kobiet chorych na raka.

Stowa kluczowe: angiogeneza,VEGF, receptory, rak piersi.
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hormonalnego raka piersi

Matgorzata Kuc-Rajca
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Czy napromienianie czeSci piersi po operacji oszczedzajgcej mozna uznaé
za standard?

Marta Olszyna-Serementa
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Podwéjna blokada receptora HER2

Tadeusz Pierikowski
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Stezenie w surowicy swoistego antygenu sterczowego (PSA) przed radioterapia
po wstepnej hormonoterapii jako potencjalny czynnik prognostyczny
w radioterapii raka stercza skojarzonej z leczeniem hormonalnym

Anna Ruciniska

Streszczenie

Cel pracy: Wyniki szeregu prac retrospektywnych wska-
zuja, ze stezenie swoistego antygenu sterczowego przed
radioterapig (sPSA) po wstepnej hormonoterapii (HT) jest
czynnikiem prognostycznym u chorych na raka stercza (RS).
Jednak w przeprowadzonych dotychczas analizach schematy
hormonoterapii i dawki radioterapii odbiegaty od stosowa-
nych obecnie standardéw. Dlatego postanowilismy ponownie
zweryfikowaé powyzszg hipoteze.

Materiat i metody: Dokonaliémy analizy retrospektywnej
282 pacjentéw z miejscowo zaawansowanym rakiem stercza
(RS), ze Srednim (37%) i wysokim (63%) ryzykiem wznowy
choroby, leczonych w Wielkopolskim Centrum Onkologii w la-
tach 2006-2008. Leczenie wszystkich chorych rozpoczeto od
wstepnej HT (analog LHRH + antyandrogen), stosowanej min.
miesigc (Srednio 8 miesiecy). U pacjentéw z grupy wysokie-
go ryzyka HT prowadzono w trakcie RT i po jej zakonhczeniu.
Wszyscy pacjenci otrzymali na okolice stercza i pecherzykéw
nasiennych dawke biologiczng przekraczajaca 80 Gy (telera-
dioterapia i boost z brachyterapii). W badaniu przyjeto naste-
pujace punkty koncowe: przezycie do wznowy biochemicznej
(bPFS), przezycie wolne od choroby (DFS), przezycie zalezne
od choroby nowotworowej — raka prostaty (CSS) i przezycie
catkowite (0OS).

Wyniki: Sredni czas obserwacji chorych to 53,5 miesigca
(maks. 79 miesiecy). Dla tego okresu obserwacji uzyskano
w grupach éredniego i wysokiego ryzyka odpowiednio: bPFS
91% i 68%; DFS 94% i 79%; CSS 95% i 88%; oraz OS 84%
w obu grupach. Uzyskano istotnie statystyczna korelacje mie-
dzy sPSA a bPFS (p 0,0003) i DFS (p 0,01) w analizie wieloczyn-
nikowej, bez wzgledu na czas trwania neoadiuwantowej HT.

Whioski: Przeprowadzona analiza materiatu wtasnego
wskazuje, ze sPSA jest czynnikiem prognostycznym w RS
w odniesieniu do bPFS i DFS. Udowodnienie zwigzku z CSS
i OS wymagatoby zapewne dtuzszego okresu obserwacji.
Wskazane jest przeprowadzenie badania prospektywnego.
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Znaczenie czynnika czasu w radioterapii raka stercza

Anna Adamska

Streszczenie

Jednym z najistotniejszych parametréw zwiazanych z ra-
dioterapig wptywajacych na wyniki onkologiczne nowotworéw
ztosliwych jest intensywnos¢ dawki radioterapii w trakcie kur-
su napromieniania. Dla raka ptaskonabtonkowego gtowy i szyi,
raka szyjki macicy czy raka niedrobnokomérkowego ptuca kaz-
dy dzien przedtuzenia leczenia napromienianiem ma bardzo
negatywny wptyw na wyniki leczenia. Jednak w odniesieniu
do nowotwordw o innym tempie proliferacyjnym powstaje py-
tanie, w jakim stopniu wydtuzenie czasu prowadzenia kursu
napromieniania moze negatywnie wptyng¢ na wyniki leczenia
onkologicznego. Przyktadem takiego nowotworu jest rak gru-
czotowy stercza. W przypadku raka stercza przeglad dostep-
nego pismiennictwa nie pozwala na jednoznaczne wysuniecie
wniosku co do znaczenia wptywu czynnika czasu. Z tego wzgle-
du postawiono roboczg hipoteze, ze wydtuzenie czasu napro-
mieniania nie ma wptywu na wyniki leczenia napromienianiem
w raku stercza. Do analizy zakwalifikowano 540 chorych z ra-
kiem stercza leczonych w Wielkopolskim Centrum Onkologii
w okresie od 2006 do 2009 r.

Stowa kluczowe: rak stercza, radioterapia, czynnik czasu.
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Aktywnos¢ fizyczna u chorych z rakiem stercza, u ktérych wdrozono leczenie

hormonalne

Katarzyna Hojan’, Piotr Milecki**

Department of Rehabilitation, Greater Poland Cancer Centre, Poznan, Poland

215t Department of Radiotherapy, Greater Poland Cancer Centre, Poznan, Poland

3Chair and Department of Electrocardiology, Poznan University of Medical Sciences, Poznan, Poland
10ddziat Rehabilitacji Dziennej, Wielkopolskie Centrum Onkologii, Poznar, Polska

?Zaktad Radioterapii I, Wielkopolskie Centrum Onkologii, Poznan, Polska

*Katedra i Zaktad Elektroradiologii, Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego, Poznan, Polska

Abstract

Introduction: Androgen deprivation therapy leads to
a number of adverse effects including deterioration of the
musculoskeletal system and increased risk factors for car-
diovascular and metabolic complications. Regular exercise is
established for primary and secondary prevention of several
chronic diseases including cardiovascular disease, diabetes,
and even premature death. Physical activity is an easily acces-
sible lifestyle intervention that may have significant positive
impact on the quality of life in men with prostate cancer.

Aim of the study: We conducted a systematic review of the
literature regarding the effects of exercise on treatment-re-
lated adverse effects in men receiving androgen-deprivation
therapy for prostate cancer.

Material and methods: Eligible study designs includ-
ed randomized controlled trials as well as uncontrolled tri-
als investigating the effects of exercise on bone health and
physical function in men with prostate cancer. Information
was extracted regarding participant and exercise interven-
tion characteristics as well as the effects of exercise on bone
health, body composition, physical performance, cardiomet-
abolic risk, fatigue, and quality of life and psychological dis-
tress.

Results and conclusions: Among patients with prostate
cancer treated with androgen-deprivation therapy, appropri-
ately prescribed exercise is safe and may ameliorate a range
of treatment-induced adverse effects. This multidisciplinary
studies layed the foundation for the development of a pre-
vention and wellness program within a multidisciplinary, com-
prehensive cancer care program for men with prostate cancer.

Key words: rehabilitation, oncology, androgen deprivation
therapy.

Streszczenie

Wstep: Leczenie hormonalne u chorych z rakiem prostaty
pomimo niepodwazalnych korzysci moze wywotywac wiele
dziatan niepozadanych, w tym pogorszenie w obrebie uktadu
miesniowo-szkieletowego czy zwiekszenie ryzyka powiktan
sercowo-naczyniowych lub metabolicznych. Regularne ¢éwi-
czenia sa szczegoblnie istotne dla pierwotnej i wtérnej profi-
laktyki wielu choréb przewlektych, w tym choréb uktadu kra-
zenia, cukrzycy, a nawet przedwczesnej Smierci. Aktywnos¢
fizyczna jest tatwo dostepna zmiang stylu zycia, ktéra moze
miec znaczacy, pozytywny wptyw na jakos¢ zycia u mezczyzn
z rakiem prostaty.

Cel pracy: Systematyczny przeglad literatury dotyczgcej
wptywu Ewiczeh na dziatania niepozadane wynikajace z hor-
monoterapii u mezczyzn z rakiem prostaty.

Materiat i metody: Prezentacja obejmuje projekty badan
klinicznych z randomizacja oraz niekontrolowanych, oceniaja-
ce wptyw ¢wiczen na uktad kostny i sprawnosc fizyczng mez-
czyzn z rakiem prostaty. Dokonano oceny wptywu éwiczen
na uktad kostno-szkieletowy, sktad ciata, sprawnos¢ fizyczna
i psychiczng, ryzyko kardiometaboliczne, zespdt zmeczenia
i jakosé zycia.

Wyniki i wnioski: U pacjentéw z rakiem prostaty otrzymu-
jacych leczenie hormonalne odpowiednio przewidziana ak-
tywnos¢ fizyczna jest bezpieczna i moze wptynaé pozytywnie
na szereg niepozadanych skutkéw wynikajacych z tej formy
terapii. Multidyscyplinarne badania kliniczne dajg podstawe
do rozwoju profilaktyki i programéw odnowy biologicznej w ra-
mach kompleksowej opieki nad chorymi z rakiem prostaty.

Stowa kluczowe: rehabilitacja, onkologia, terapia hormo-
nalna.
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Radiochirurgia raka stercza: ocena potencjalnych czynnikéw prognostycznych

Marek Konkol

Streszczenie

Rak stercza nalezy do najczestszych nowotworéw ztosli-
wych diagnozowanych u mezczyzn w Stanach Zjednoczonych
i Unii Europejskiej. Wzrost czujnosci onkologicznej spowodo-
wat powiekszenia sie puli chorych, u ktérych rozpoznajemy
raka stercza gtéwnie we wczesnych stadiach zaawansowa-
nia klinicznego. W garniturze metod terapeutycznych mamy
obecnie do zastosowania leczenie operacyjne (radykalna
prostatektomia) oraz leczenie napromienianiem (radioterapia
wigzkg intensywnie modulowang, brachyterapia, radiochi-
rurgia). Wprowadzenie w ostatnich dekadach nowoczesnych
technik radioterapii pozwolito na zwiekszenie podawanej
dawki catkowitej w objetosci guza nowotworowego, co pr-
zetozyto sie na poprawe wynikéw leczenia, ale niestety za
cene wydtuzenia czasu kursu napromieniania. W ostatnich
latach pojawity sie wyniki badan wskazujacych, ze parametr
o/p okreslajacy odpowiedz komorek raka stercza na wysokos¢
dawki frakcyjnej jest nizszy (o/p =1,5) anizeli dla tkanek nar-
zadoéw zdrowych (a/p =3,0) bedacych w napromienianej ob-
jetosci (odbytnica, pecherz moczowy). Powyzsze fakty spra-
wity, ze w wiodacych osrodkach onkologicznych USA i Europy
rozpoczeto badania nad radiochirurgia (SBRT) w raku stercza
i w zwigzku z tym pojawita sie mozliwos¢ zastosowania ra-
diochirurgii w naszym osrodku. W prospektywnym badaniu
CyberProst zainicjonowanym w 2013 roku w Wielkopolskim
Centrum Onkologii podjeto sie préby oceny przydatnosci sze-
regu potencjalnych czynnikéw predykcyjnych dla powiktan
jak okresu czasu przezycia swoistego dla raka stercza. Przed-
miotem analizy jest ocena parametréw napromieniania i ich
potencjalnych korelacji z poziomem jakosci zycia (quality of
life). Kolejnym watkiem badawczym jest poznanie zwigzku
pomiedzy ekspresja badanych gendw a skutecznoscia i toksy-
cznoscig SBRT.

Stowa kluczowa: rak stercza, radiochirurgia, jakos¢ zycia,
przezycie swoiste dla raka stercza
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Problemy z ustaleniem wtasciwego stopnia histologicznej ztosliwosci guza

u pacjentéw z rozsianym rakiem nerki
Wojciech Solarek, Cezary Szczylik

Military Institute of Medicine, Warsaw, Poland
Wojskowy Instytut Medyczny, Warszawa, Polska

Abstract

Renal cell carcinoma is the 7" most common cancer in
men and the 9" among women. Morbidity and mortality from
kidney cancer increases steadily for many years and is cur-
rently estimated at about 65 thousand new cases and 13.5
thousand deaths in the United States during the year. Renal
cell carcinoma histological differentiation splitting the kidney
tumors into different types, including clear cell, papillary or
chromophobe. Histological evaluation requires an assess-
ment based on the microscopic morphology of a neoplasm in
the Fuhrman system. Clear cell renal cell carcinoma (ccRCC)
tumors are considered to be less promising in relation to
chromophobe renal cell carcinoma (chRCC) and papillary renal
cell carcinoma (pRCC), however the worst prognosis is con-
nected with sarcomatoid tumors, collecting ducts of Bellini
tumors and unclassified tumors. The presence of mixed types
tumors, their histological heterogeneity and the difficulties in
microscopic assessment of total tumor volume, significantly
affect the availability of modern therapies aimed at inhibit-
ing angiogenesis. The inclusion criteria of the National Health
Fund clearly define the percentage of clear cell component in
the case of mixed tumor types, which is related to the criteria
for inclusion of patients for prospective trials evaluating the
effectiveness of the drug. Unfortunately, the comprehensive
assessment of the dominant component may prevent the use
of modern therapy for patients with borderline clear cell com-
ponent.

Key words: renal cell carcinoma, Fuhrman grade.

Streszczenie

Rak nerki jest 7. najczestszym nowotworem u mezczyzn
i 9. wsréd kobiet. Zachorowalnosé i smiertelnosé z powodu
raka nerki wzrastajg stale od wielu lat i aktualnie szacowane
s3 na ok. 65 tys. nowych przypadkéw i 13,5 tys. zgondw w Sta-
nach Zjednoczonych w ciggu roku. Zréznicowanie histologicz-
ne nowotworéw nerki doprowadzito do podziatu guzéw nerki
na rézne typy, m.in. jasnokomaérkowego, brodawczakowatego
czy chromofobowego. W ramach oceny histologicznej kazdo-
razowo poza typem ustalany jest réwniez stopief ztosliwosci
komérkowej wg Fuhrman. Guzy nerki typu ccRCC (clear cell
renal cell carcinoma) uwaza sie za gorzej rokujace niz chRCC
(chromophobe renal cell carcinoma) i pRCC (papillary renal
cell carcinoma), jednakze z najgorszym rokowaniem mamy
do czynienia w przypadku guzéw z przeksztatceniem ,miesa-
kowatym”, guzéw z kanalikéw zbiorczych Belliniego i guzéw
niesklasyfikowanych. Wystepowanie typéw mieszanych no-
wotwordw, ich heterogennosé histologiczna, a takze trudno-
Sci w ocenie mikroskopowej catosci guza wptywaja znaczaco
na dostepno$¢ nowoczesnych terapii ukierunkowanych na
hamowanie angiogenezy. Kryteria programu lekowego Na-
rodowego Funduszu Zdrowia jednoznacznie definiuja pro-
cent utkania komponentem jasnokomérkowym w przypad-
ku typoéw guzéw mieszanych, co jest zwigzane z kryteriami
wiaczenia pacjentéw do prospektywnych badan klinicznych
oceniajacych efektywnos¢ danego leku. Niestety rzeczywista
ocena dominujgcego komponentu niekiedy uniemozliwia za-
stosowanie nowoczesnych terapii u pacjentéw z granicznymi
wartosciami utkania jasnokomaérkowego.

Stowa kluczowe: rak nerki, stopien ztosliwosci histologicz-
nej, program lekowy NFZ, guz mieszany nerki.
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Powiktania ze strony uktadu oddechowego

Jolanta Korczak
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Optymalizacja leczenia raka nerki

Piotr Tomczak
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Rola prognostyczna i predykcyjna komponentéw szlakéw PI3K/AKT/mTOR
oraz WNT/B-katenina u chorych na raka nerki leczonych ewerolimusem — wyniki

badania Il fazy

Lubomir Bodnar’, Rafat Stec’, Szczepan Cierniak?, Agnieszka Synowiec’, Marzena Cichowicz?, Robert Koktysz?,

Gabriel Wecisto', Wojciech Koztowski?, Cezary Szczylik!
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Klinika Onkologii, Wojskowy Instytut Medyczny, Warszawa, Polska

2Zaktad Patomorfologii, Wojskowy Instytut Medyczny, Warszawa, Polska

Abstract

Background: The aim of this work was to search for prog-
nostic and predictive factors in patients with metastatic renal
cell carcinoma (MmRCC) treated with everolimus among com-
ponents PI3K/AKT/mTOR and WNT/B-catenin pathways.

Material and methods: In a prospective, single arm tri-
al Il phase study patients with mRCC received everolimus
10 mg/day in 30-day cycles. We evaluated in a prospectively
planned analysis of potential biomarkers in components of
PI3K/AKT/mTOR and WNT/B-catenin pathways, i.e. peripheral
blood plasma (VEGF), serum (soluble E-cadherin), and in pri-
mary tumor tissues (phosphorylated AKT 473, p70S6, WNT 1,
B-catenin, E-cadherin, cyclin D1, p53) and examined 13 single
nucleotide polymorphisms (SNP) of four genes: ACTI, ACT2,
PI3KCA, FRAPI.

Results: The median age of the 58 enrolled patients in the
study was 60 years (range 41-78). In multivariate analysis,
we found that the adverse independent predictor factors for
everolimus therapy were histologic grade G1/2 [HR: 2.68 (95%
Cl: 1.29-5.58, p = 0.0082)], increased level of lactate dehydro-
genase (LDH) [HR: 2.55 (95% Cl: 1.30-4.99, p = 0.0064)] and
rs6443624 variant of the PIK3CA gene [HR: AC + AA vs. CC =
2.08, 95% Cl: 1.11-3.89, p = 0.0254]. In multivariate analysis,
it was observed that the adverse independent prognostic fac-
tors were: elevated corrected calcium levels [HR: 4.17 (95% Cl:
1.66-10.51), p = 0.0024)] and rs6443624 variant of the PIK3CA
gene [HR: AC + AA vs. CC = 1.97 (95% Cl: 1.02-3.79), 95% Cl:
1.11-3.89, p = 0.0254].

Conclusions: PI3KCA gene polymorphism: rs6443624,
LDH, and histologic grade could predict effects of everolimus
treatment. The concentration of calcium and SNP of PI3KCA:
rs6443624 may be independent prognostic factors. There is
a need for further prospective studies to verify and validate
the importance assessed the predictive and prognostic pa-
rameters.

Key words: pathway PISK/AKT/mTOR, pathway WNT/
B-catenin, everolimus, renal cell carcinoma.

Streszczenie

Cel pracy: Poszukiwanie czynnikéw prognostycznych i pre-
dykcyjnych u chorych na przerzutowego raka nerki (meta-
static renal cell carcinoma — mRCC) leczonych ewerolimusem
wéréd komponentow szlakéw PI3K/AKT/mTOR oraz WNT/B-
katenina.

Materiat i metody: W prospektywnym, jednoramiennym
badaniu fazy Il chorzy na mRCC otrzymywali ewerolimus
w dawce 10 mg/dobe w cyklach 30-dniowych. W prospektyw-
nie zaplanowanej analizie oceniano potencjalne biomarkery
sposréd komponentow szlakéw PI3K/AKT/mTOR oraz WNT/
B-katenina, tj. w osoczu krwi obwodowej (vascular endothe-
lial growth factor—VEGF), surowicy (rozpuszczalna E-kadhery-
na), w tkankach guza pierwotnego (ufosforylowane AKT 473,
p70S6, WNT-1, B-katenina, E-kadheryna, cyklina D1, p53) oraz
zbadano 13 polimorfizméw pojedynczych nukleotydéw 4 ge-
néw: AKTI, AKT2, PI3KCA, FRAPI.

Wyniki: Mediana wieku 58 chorych wtgczonych do bada-
nia wyniosta 60 lat (przedziat 41-78). W analizie wieloczyn-
nikowej stwierdzono, ze niekorzystnymi niezaleznymi czynni-
kami predykcyjnymi dla terapii ewerolimusem byty: stopien
ztosliwosci histologicznej G1/2 [HR: 2,68 (95% Cl: 1,29-5,58;
p = 0,0082)], podwyzszony wyjsciowy poziom dyhydroge-
nazy mleczanowej (lactate dehydrogenase — LDH) [HR: 2,55
(95% Cl: 1,30-4,99; p = 0,0064)] oraz wariant rs6443624
genu PIK3CA [HR: AC + AA vs CC = 2,08, 95% Cl: 1,11-3,89;
p = 0,0254]. W analizie wieloczynnikowe]j zaobserwowano,
ze niekorzystnymi niezaleznymi czynnikami prognostyczny-
mi byty: podwyzszony skorygowany poziom wapnia [HR: 4,17
(95% Cl:1,66-10,51); p = 0,0024)] oraz wariant rs6443624 genu
PIK3CA [HR: AC + AA vs CC = 1,97 (95% Cl: 1,02-3,79), 95% Cl:
1,11-3,89; p = 0,0254].

Whioski: Polimorfizm genu PI3KCA: rs6443624, stezenie
LDH oraz okreslenie stopnia ztosliwosci histologicznej moga
poméc przewidzie¢ efekty leczenia ewerolimusem. Steze-
nie skorygowane wapnia oraz polimorfizm genu PI3KCA:
rs6443624 moga stanowi¢ niezalezne czynniki prognostycz-
ne. Istnieje koniecznos¢ przeprowadzenia dalszych prospek-
tywnych badan w celu weryfikacji i walidacji znaczenia oce-
nionych parametréw predykcyjnych i prognostycznych.

Stowa kluczowe: szlak PI3K/AKT/mTOR, szlak WNT/B-
katenina, ewerolimus, rak nerki.
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Przydatnos¢ badania pozytonowej tomografii emisyjnej (PET) w diagnostyce

guzéw moézgu
Paulina Cegta, Witold Cholewiriski, Michat Smolern

Greater Poland Cancer Centre, Poznan, Poland
Wielkopolskie Centrum Onkologii, Poznan, Polska

Abstract

A large part of the pathological changes occurring in the
central nervous system are malignant lesions. Central ner-
vous system tumors account for about 2% of all cancers in
humans. Diagnostic imaging of brain tumors can be divided
into two groups: morphological, which allow the accurate de-
termination of the localization, size and the characteristics
of a specific tumor, e.g.,, CT, MRI using the basic sequence
Tl-and T2-and PD-dependent and functional imaging, which
determine the selected parameters / functional aspects of
the tumor/ such as radioisotope studies, study, diffusion, MR
spectroscopy.

Positron emission tomography scanner was first used by
Edward J. Hoffman and Michael Phelbs in 1973 at the Univer-
sity of Washington in St. Louis. Since then the method has
been officially introduced for use in the medical environment.

Positron emission tomography is a diagnostic technique
which uses imaging radioactive isotopes that emit positrons.
The big advantage of these radioactive tracers is that they
are isotopes of elements which naturally form organic com-
pounds, such as oxygen, carbon, nitrogen, fluorine. This al-
lows the use of PET in a large range of organic compounds
such as amino acids, hormones, analogs of the substrates.
One of the significant disadvantages of isotopes used in PET
technique is their short or very short half-life, which for fluo-
rine (18F) are 106 min, and for carbon (11C) 20 min.

The gold standard in the evaluation of brain tumors is the
magnetic resonance imaging. Although magnetic resonance
imaging gives more accurate picture than the CT scan, it has
some limitations that make it is not always the best diagnos-
tic tool, particularly following surgery or radiation therapy.
The method, which allows a functional assessment of the
parameters of the tumor both before and after treatment the
patient is PET.

It has been proved that PET can provide a lot of informa-
tion about various disorders of the central nervous system. In
brain tumors, among others, used several markers to assess
blood flow, metabolism, or determine the extent of the tumor.
Among the various markers 18F-FDG is the most commonly
used marker for assessing the metabolism of brain tumors.
Despite the relatively high availability of this method, the
clinical experience shows limitations in wide use due to the
large tag physiological glucose uptake by the normal brain
tissue, which causes problems in the evaluation of tumors
of the brain, and low-grade tumor in the case of recurrence.
Therefore, for the evaluation of brain tumors, different vec-
tors based on different metabolic functional aspects of a tu-
mor cell such as amino acids are used. Labeled amino acids

Streszczenie

Duza czes¢ zmian patologicznych wystepujgcych w obre-
bie osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) stanowig nowo-
twory. Guzy OUN stanowig ok. 2% wszystkich nowotworéw
wystepujacych u ludzi. Badania obrazowe wykorzystywane
do diagnostyki guzéw mézgu mozna podzieli¢ na dwie grupy:
morfologiczne, ktére pozwalajg na doktadne okreslenie poto-
zenia i wielkosci zmiany oraz cechy typowe dla okreslonego
nowotworu, np. tomografia komputerowa (TK), rezonans ma-
gnetyczny (magnetic resonance — MR) z zastosowaniem se-
kwencji podstawowych T1-, T2- i PD-zaleznych, oraz badania
czynnosciowe, ktére okresélaja wybrane parametry/aspekty
funkcjonalne guza, np. badania radioizotopowe, badania dy-
fuzyjne, spektroskopia MR.

Skaner pozytonowej tomografii emisyjnej (positron emis-
sion tomography — PET) po raz pierwszy zostat uzyty przez
Edwarda J. Hoffmana i Michaela Phelbsa w 1973 r. na Uniwer-
sytecie w Waszyngtonie w St. Louis. Od tego czasu metoda
ta zostata oficjalnie wprowadzona do uzycia w $rodowisku
medycznym.

Pozytonowa tomografia emisyjna jest metoda diagno-
styczna, ktéra wykorzystuje do obrazowania izotopy promie-
niotworcze emitujace pozytony. Duzg zaleta stosowania tych
znacznikéw promieniotworczych jest fakt, iz s3 one izotopami
pierwiastkow, ktére w naturze tworza zwiazki organiczne, np.
tlen, wegiel, azot, fluor. Umozliwia to wykorzystanie w bada-
niu PET duzej gamy zwigzkéw organicznych, np. aminokwa-
sow, hormonéw, analogéw substratéw. Jedng z istotnych wad
izotopoéw wykorzystywanych w technice PET jest ich krotki
badz bardzo krétki okres péttrwania, ktéry dla fluoru (18F) wy-
nosi 106 min, a dla wegla (11C) 20 min.

Ztotym standardem w ocenie guzéw moézgu caty czas
pozostaje MR. Pomimo iz MR daje bardziej doktadny obraz
anizeli badanie TK, to ma on jednak pewne ograniczenia,
ktére powoduja, ze nie zawsze jest najlepszym narzedziem
diagnostycznym, szczegblnie po zastosowaniu leczenia ope-
racyjnego badz leczenia promieniami. Metoda, ktéra pozwala
w spos6b funkcjonalny oceni¢ parametry guza zaréwno przed
leczeniem, jak i po podjeciu leczenia przez pacjenta, jest ba-
danie PET.

Dowiedziono, ze badanie PET moze dostarczy¢ wiele in-
formacji o roéznych zaburzeniach OUN. W guzach mézgu
stosowano kilka znacznikéw m.in. do oceny przeptywu krwi,
metabolizmu bgdZ okreslenia stopnia ztosliwosci guza. Spo-
sréd réznych znacznikéw 18F-FDG jest najczesciej stosowa-
nym znacznikiem do oceny metabolizmu w guzach mézgu.
Pomimo stosunkowo duzej dostepnosci tej metody, z racji
wykorzystywanego wektora metabolicznego, doswiadczenia
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are frequently used in oncology, neurology and psychiatry.

Amino acids are preferred for the diagnosis of brain tumors

due to the high uptake in the tumor at the same time low up-

take in the normal brain tissue. One of the best amino acids

previously used for the study of brain tumors is 11C-methi-

onine. However, because of the short half-life of this isotope

(20 min), fluorine-labeled amino acids, e.g. tyrosine (FET), and

other fluorine compounds labeled with an isotope 18F (FDO-

PA) were introdused in clinical practice.

 Currently, PET is used for:

« evaluation of the effects of therapy,

* locating pathologic accumulation of tracer,

« confirmation/exclusion of multifocal process,

* help in choosing the most appropriate location for biopsy,

 assistance in determining the GTV in radiotherapy
planning,

« differentiating tumor recurrence from necrosis.

Currently used PET tracers used for the evaluation of brain
tumours can be considered as complementary methods for
morphological studies and, in some cases, they may be cru-
cial to take the most effective treatment.

Key words: oncology, pet, brain tumors.

kliniczne pokazujg ograniczenia w szerokim zastosowaniu
tego znacznika wynikajace z duzego fizjologicznego wychwy-
tu glukozy przez normalng tkanke mézgowa, co powoduje
problemy w ocenie niskozréznicowanych guzéw mézgu oraz
w przypadku wznowy. Dlatego tez do oceny guzéw mobzgu
wykorzystuje sie inne wektory metaboliczne opierajace sie
na réznych aspektach funkcjonalnych komérki nowotworo-
wej, np. aminokwasy. Znakowane izotopami aminokwasy sg
czesto wykorzystywane w onkologii, neurologii i psychiatrii.
Aminokwasy sg preferowane do diagnostyki guzéw moézgu
ze wzgledu na duzy wychwyt w guzie przy jednoczesnie ma-
tym wychwycie w zdrowej tkance mézgowej. Jednym z naj-
lepszych dotychczas aminokwaséw wykorzystywanych do
badania guzéw mézgu jest 11C-metionina. Jednak ze wzgledu
na krotki okres pétrozpadu tego izotopu (20 min) zaczeto wy-
korzystywaé aminokwasy znakowane fluorem, np. tyrozyna
(FET), oraz inne zwiazki znakowane izotopem fluoru 18F (FDO-
PA). Obecnie badanie PET jest wykorzystywane do:
* monitorowania efektéw terapii,
« zlokalizowania ognisk patologicznego gromadzenia znacz-
nika,
 potwierdzenia lub wykluczenia procesu wieloogniskowego,
» pomocy w wyborze najbardziej odpowiedniej lokalizacji do
biopsji,
« pomocy w okresleniu GTV (gross tumour volume) w plano-
waniu radioterapii,
« réznicowania wznowy guza od zmian martwiczych.
Wspdtczesne badania radioizotopowe PET zmian ognisko-
wych mézgu moga by¢ uznawane za metody komplementar-
ne do badan morfologicznych, a w niektérych przypadkach
ich znaczenie moze byt kluczowe dla podjecia najbardziej
skutecznego leczenia.
Stowa kluczowe: onkologia, PET, guzy moézgu.
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Badanie czynnikdw prognostycznych odpowiedzi na chemioterapie warunkujaca
przeszczepianie komérek macierzystych na podstawie badania profilu SNP genéw

zwigzanych z odpornoscia

Emilia Jaskuta

L. Hirszfeld Institute of Immunology and Experimental Therapy in Wroclaw, Polish Academy of Sciences, Poland
Lower Silesian Centre of the Cellular Transplantation with National Bone Marrow Donor Bank, Wroclaw, Poland
Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. L. Hirszfelda we Wroctawiu, Polska Akademia Nauk, Polska
Dolnoslgskie Centrum Transplantacji Komérkowych z Krajowym Bankiem Dawcéw Szpiku, Wroctaw, Polska

Abstract

To evaluate some biological features as prognostic factors
for successful effect of allotransplantation associated chemo-
therapies two sets of genetic features should be considered:
« these of cancer cells reflecting their susceptibility to che-

motherapy,

« those of patients and donors reflecting their immune sys-
tem potential to combat infections.

At the leukemic cells site the presence of mutations fa-
cilitating proliferations and resistance to apoptosis play the
main role. FLT3 mutation may serve as a good example of this
kind of genetic aberrations.

Genetic features associated with SNPs if analyzed provide
some information on patient’s immune system potential
pointing out on these more or those less susceptible to micro-
bial infections, procedure related toxicity, aGvHD or relapse.

NOD2 gene mutations serve for that as a good example.
The presence of NOD2 (i) SNP13 in recipients or donors was
more frequently seen in patients having post transplant sep-
sis (9/48 vs. 33/386, p = 0.046). (ii) SNP8 (recipient and/or
donor positive) was associated with a higher rate of Herpes
viruses reactivation (17/21 vs. 86/173, p = 0.007). (iii) SNPs
(SNP8, 12 or 13) at the donor site in ATG receiving MUD pa-
tients, was significantly associated with a risk of severe grade
> 11aGVHD (10/38 vs. 24/198, p = 0.042).

TNF-a recipient -308 AG genotype was associated with
> grade | toxicity in patients on myeloablative conditioning
(21/22 vs. 86/118, p = 0.022). Interleukin 6 -174 GG recipients
genotype, in patients receiving myeloablative conditioning,
constituted a risk of severe grade IV toxicity (13/41 vs. 15/98,
p = 0.028).

Genetic description of leukemic cells and profiling of im-
mune-related genes in recipients and potential donors may
optimize the process of selection of donors -recipient pairs.
With that a proper balance between the aggressiveness of
transplant associated chemotherapy and genetically de-
scribed susceptibility to the advert effect of conditioning may
be achieved.

Key words: polymorphism SNP, immune system potential,
hematopoietic stem cells transplantation, NOD2/CARD15, IL-6,
susceptibility to chemotherapy.

Streszczenie

W ocenie czynnikéw prognostycznych odpowiedzi na che-
mioterapie warunkujaca przeszczepianie komérek macierzy-
stych nalezy rozwazyc¢ cechy genetyczne:

* komérek nowotworowych odzwierciadlajace podatnos¢ na
chemioterapie,

« biorcédw i dawcow przeszczepu zwigzane z potencjatem ukta-
du odpornosciowego.

Po stronie komorki biataczkowe] najwazniejsza role odgry-
wajg zmiany genetyczne zwigzane z opornoscig na apoptoze
i utatwiajace proliferacje (np. gen FLT3). Nowych informacji
w opisie genetycznym komorki biataczkowej dostarcza tech-
nologia comparative genomic hybridization (CGH).

Cechy genetyczne zwigzane z wystgpieniem polimorfi-
zmoéw SNP gendw kodujacych biatka zaangazowane w proces
odpornosciowy moga determinowaé podatnosé pacjenta na
zakazenia drobnoustrojami, toksycznos¢ procedury, aGVHD
lub wznowe choroby podstawowe;.

Przyktadem takich genéw s3: NOD2/CARDI15, IL-6 czy
TNF-a.. Obecnos¢ mutacji SNP13 w genie NOD2 u biorcow
lub/i dawcow komorek krwiotwoérczych zwigzana jest z wyz-
szym ryzykiem wystapienia sepsy (9/48 vs 33/386, p = 0,046).
Obecnost SNP8 (biorca i/lub dawca) stanowi istotne ryzyko
infekcji/reaktywacji wirusami Herpes (17/21 vs 86/173, p =
0,007). Z kolei wystgpienie ktorejkolwiek z mutacji NOD2 ko-
jarzonej z zespotem Crohna (SNP8, 12 lub 13) po stronie nie-
spokrewnionego dawcy stanowi ryzyko ciezkiego aGVHD (> I
st.) (10/38 vs 24/198, p = 0,042) u pacjentéw otrzymujacych
ATG w warunkowaniu przeszczepu.

Genotyp TNF-a -308 AG u biorcy zwigzany jest z wystapie-
niem toksycznosci (> | st.) u chorych otrzymujacych warunko-
wanie mieloablacyjne (21/22 vs 86/118, p = 0,022). W tej grupie
chorych genotyp IL-6 -174 GG biorcy stanowi ryzyko wystapie-
nia ciezkiej toksycznosci (IV st.) (13/41 vs 15/98, p = 0,028).

Mozliwos¢ opisu genetycznego komorek biataczkowych
oraz gendéw biatek zaangazowanych w odpowiedZ immu-
nologiczng moze optymalizowaé dobér pary dawca—biorca
przeszczepu oraz da¢ wskazéwki do postepowania zabezpie-
czajacego stabe ogniwa odpornosci. Stanowi to nowa jakos¢
w medycynie transplantacyjne;.

Stowa kluczowe: polimorfizm SNP, odpowiedZ immuno-
logiczna, przeszczepienie komérek krwiotworczych, NOD2/
CARD15, IL-6, podatnos¢ na chemioterapie.
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Integrin ligands as novel therapeutic targets in malignant gliomas

Ligandy integryn jako nowe cele molekularne w terapii glejakéw

Pawel Wisniewski, Magdalena Kijewska, Aleksandra Ellert-Miklaszewska, Bozena Kaminska

Laboratory of Molecular Neurobiology/INAGEN, The Nencki Institute of Experimental Biology, Warsaw, Poland
Laboratorium Neurobiologii Molekularnej/INAGEN, Instytut Biologii Doswiadczalnej PAN im. Marcelego Nenckiego, Warszawa, Polska

Abstract

Introduction: Malignant gliomas attract brain resident
microglia and peripheral macrophages and re-program these
cells into pro-invasive, immunosuppressive cells that support
tumor growth, invasion, angiogenesis and cause immunosup-
pression. Tumor-derived signals involved in recruitment and
polarization of microglia/macrophages are mostly unknown.

Results and discussion: Combining functional approach
and proteomics of C6 glioma secretome we found that oste-
opontin (OPN, SPP1) and lactadherin (MGF-E8), highly over-
expressed in glioma cells, are essential for activation of the
pro-invasive phenotype of microglia. Both proteins are inte-
grin ligands and further studies demonstrated that a short
peptide, interfering with integrin binding blocks glioma in-
duced morphological alterations, motility, phagocytosis, and
FAK and Akt signaling in microglia cultures. Recombinant
osteopontin mimicked most of the glioma-induced function-
al responses and up-regulated the expression of the pro-in-
vasive phenotype genes in microglia. Knockdown of OPN in
glioma cells using specific ShRNA reduced both basal and
microglia dependent invasion as determined in Matrigel as-
say using automatic laser scanning cytometry. Knockdown of
OPN in glioma cells greatly reduced growth of experimental
gliomas in rats. A total number of infiltrating (Iba-1+) microg-
lia/macrophages was not reduced in OPN depleted gliomas,
but these cells had ramified morphology and reduced staining
for Arginase 1 (the alternative phenotype marker), in contrast
to amoeboid, fully activated cells infiltrating control, shNeg
tumors. Angiogenesis was completely reduced in OPN-deplet-
ed gliomas. The expression of OPN was found to be elevated
in all tested human glioma cell lines and glioblastoma sam-
ples in comparison to non-transformed astrocytes or normal
brain. Increased OPN expression correlates with malignancy
grade and poor patient prognosis (the Rembrant database
analysis). OPN expression is up-regulated in many cancers
and its increased expression in tumor or serum concentration
could be a biomarker of malignant tumors.

Conclusions: We found that OPN is overexpressed in gli-
oma cells and crucial for both tumor invasion and for the
alternative activation and differentiation of macrophages in-
filtrating gliomas. Genetic ablation or application of a short,
interfering peptide blocks the pro-invasive activation of tumor
infiltrating macrophages. This makes integrin ligands promis-
ing targets for glioma therapy.

Studies supported by a grant 2012/04/A/NZ3/00630 from
the National Science Center.

Streszczenie

Wstep: Glejaki, poprzez wydzielanie do mikrosrodowiska
czynnikéw chemotaktycznych, powodujg zwigkszony naptyw
do wnetrza guza komérek mikrogleju oraz obwodowych ma-
krofagéw, ktére nastepnie ulegaja swoistemu przeprogramo-
waniu do komérek pro-inwazyjnych, zzahamowanga odpowie-
dzig przeciwnowotworowa. Komérki te, wspierajg aktywnie
wzrost guza, inwazyjnosé komorek glejaka, angiogeneze, jed-
noczesnie wywotujac lokalng immunosupresje. Czynniki wy-
dzielane przez glejaka, ktére przyciagaja komarki mikrogleju/
makrofagdéw i powoduja zmiane ich fenotypu na tzw. fenotyp
alternatywny pozostajg w duzej mierze niepoznane.

Wyniki i dyskusja: W wyniku potaczenia badan funkcjonal-
nych z wynikami badan proteomicznych sekretomu komaorek
szczurzego glejaka C6, zindentyfikowano osteopontyne (OPN,
SPP1) i laktadheryne (MFG-E8) jako kluczowe dla aktywacji
proinwazyjnego fenotypu komérek mikrogleju. Ekspresja obu
gendw jest silnie zwiekszona w komérkach glejaka C6, jak
rowniez w komarkach glejakéw ludzkich z linii komérkowych
i tkanek operacyjnych od pacjentéw w poréwnaniu do prawi-
dtowych astrocytéw i zdrowego mézgu. Zidentyfikowane biat-
ka sg ligandami integryn. Dalsze badania wykazaty, ze krétki
peptyd, interferujacy z ich wigzaniem do receptoréw integry-
nowych, blokuje indukowane przez glejaka zmiany morfolo-
giczne, ruchliwos¢, fagocytoze, a takze szlaki sygnatowe FAK
i Akt w komdrkach mikrogleju. Jednoczesnie rekombinowana
osteopontyna indukowata zmiany funkcjonalne podobne do
zmian indukowanych przez komérki glejaka, oraz zwiekszata
poziom ekspresji gendw zwigzanych z proinwazyjnym feno-
typem komérek mikrogleju. Wyciszenie ekspresji OPN w ko-
morkach glejaka zmniejszato ich autonomiczna i stymulowa-
na przez mikroglej inwazyjnos¢ w modelu in vitro . Wyciszenie
ekspresji OPN w komérkach glejaka zmniejszato réwniez
w sposéb znaczgcy wzrost guzéw w szczurzym modelu gle-
jaka. Obnizenie ekspresji OPN nie powodowato zmniejszenia
liczby infiltrujacych komérek mikrogleju/makrofagow (Iba-1+),
jednak komorki te cechowata morfologia charakterystyczna
dla komérek spoczynkowych (niekatywowanych) oraz zmniej-
szona produkcja arginazy 1 (markera fenotypu alternatywne-
go), w pordwnaniu z komérkami infiltrujgcymi guzy kontrolne
— z niezmienionym poziomem ekspresji OPN. Jednoczesnie,
w guzach ze zmniejszong ekspresja OPN obserwowano cat-
kowite zahamowanie proceséw angiogenezy, w poréwnaniu
z guzami kontrolnymi. Analiza wynikéw zdeponowanych
w bazie danych ,,Rembrant” wykazata, ze zwiekszona ekspre-
sja OPN koreluje pozytywnie ze stopniem ztosliwosci glejaka
oraz negatywnie z prognozga przezycia pacjentow.
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Whioski: Podwyzszona ekspresja OPN w komérkach gle-
jakoéw jest czynnikiem kluczowym regulujgcym inwazyjnosé
glejakoéw, jak réwniez indukujacym alternatywng aktywacje
i roznicowanie makrofagéw infiltrujgcych guz. Usuniecie OPN
z mikrosrodowiska guza metodami inzynierii genetycznej, jak
rowniez uzycie krétkiego peptydu interferujacego blokuje pro-
inwazyjna aktywacje makrofagéw infiltrujacych guz. To czyni
ligandy integryn obiecujacymi celami w terapi glejakow.

Badania finansowane z grantu 2012/04/A/NZ3/00630 Na-
rodowego Centrum Nauki.
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Epigenetic dysfunctions in gliomas and its therapeutic targeting

Zaburzenia epigenetyczne w glejakach oraz ich znaczenie w terapii

Aleksandra Steranka, Marta Maleszewska, Magdalena Smiech, Pawet Nauman, Tomasz Tykocki,
Wiestawa Grajkowska, Katarzyna Kotulska, Janusz Siedlecki, Mateusz Bujko, Bozena Kamiriska

Nencki Institute of Experimental Biology, Polish Academy of Sciences, Warsaw, Poland
Instytut Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego, Polska Akademia Nauk, Warszawa, Polska

Abstract

Introduction: Glioblastomas are considered to be one of
the most difficult human malignancies to treat due to fre-
quent dysfunctions of tumor suppressors and oncogenes.
Besides genetic alterations, epigenetic modifications are crit-
ical to the development and progression of cancer. The con-
tribution of epigenetic changes to glioma carcinogenesis has
been broadly studied in terms of aberrant promoter methyl-
ation-induced gene silencing. Recent findings emphasize the
interplay between mutations in genes encoding metabolic
enzymes, epigenomic changes and gliomatogenesis. Recur-
rent mutations in the genes coding for IDH1 and IDH2 have
broad implications for DNA and histone demethylases, which
use a-ketoglutarate. Deregulation of the histone modifying
enzymes in glioblastomas and aberrant histone modifications
are implicated in cancer pathobiology, therefore histone mod-
ifying enzymes are emerging targets for anti-cancer therapy.
Epigenetic-based mechanisms are reversible and can be tar-
geted by pharmacological interventions, for example using
histone deacetylase/methyltransferase inhibitors. The re-
sults of evaluation of cytotoxic potential of common histone
deacetylase/methyltransferase inhibitors against cultured
glioma cells will be presented and their potential therapeutic
value will be discussed.

Material and methods: The effect of selected inhibitors
on epigenetic modifications and survival of glioma Cé cells
was studied using immunofluorescence and MTT metabolism
test. Exon 4 of the IDH1/2 genes was amplified by a poly-
merase-chain-reaction (PCR) assay and sequenced from the
patients’ tumor.

Results: We found that VPA and TSA increase histone H4
acetylation in glioma cells, while chaetocin and BIX01294 re-
duce H3K9me3, and 3DZnep decreases H3K27me3. Treatment
with some epigenetic inhibitors affects viability of glioma
cells. Somatic mutations affecting the IDH1(R132) residue
were detected in 3/54 patients’samples.

Conclusions: Selected inhibitors inhibit epigenetic enzyme
activities and reduce viability of glioma cells. IDH1 mutation
is frequent in secondary glioblastomas that have progressed
from low-grade or anaplastic astrocytomas.

Key words: glioblastoma, epigenetics, IDH1/2, therapy.

Streszczenie

Wstep: Ztosliwe glejaki sa jednymi z najtrudniejszych do
leczenia nowotworéw ludzkich ze wzgledu na czesto wyste-
pujace mutacje w genach supresorowych badz onkogenach.
Oprécz zmian genetycznych, kluczowa role dla rozwoju i po-
stepu nowotworu odgrywaja modyfikacje epigenetyczne.
Udziat mechanizmow epigenetycznych w patogenezie gleja-
ka, zwtaszcza rola modyfikacji histonéw oraz metylacji DNA
prowadzacej do wyciszenia ekspresji genu, jest szeroko bada-
na. Zmiany epigenetyczne towarzyszace rozwojowi glejakéw
s3 zwigzane réwniez z wystepowaniem mutacji w genach
metabolizmu podstawowego. Mutacje w genach IDH1 oraz
IDH2 hamuja dziatanie demetylaz DNA/histonoéw zaleznych
od oa-ketoglutaranu. Zmiany epigenetyczne sg odwracalne
i moga stanowi¢ potencjalny cel terapii farmakologicznej
z udziatem inhibitoréw deacetylaz lub metylotransferaz hi-
stonéw. Dlatego enzymy modyfikujace histony sg potencjal-
nym celem w terapii przeciwnowotworowej. Zaprezentowane
zostang wyniki doswiadczeh oceniajacych cytotoksycznosé
wybranych inhibitoréw deacetylaz i metylotransferaz histo-
néw w hodowlach glejaka in vitro oraz ich potencjalne dziata-
nie terapeutyczne.

Materiat i metody: Zbadano wptyw wybranych inhibi-
toréw na modyfikacje epigenetyczne i zywotnos¢ komorek
glejaka C6 wykorzystujac metody immunofluorescencji oraz
biochemiczne. Obecnos¢ mutacji IDH1/2 w prébkach pocho-
dzacych od pacjentéw z glejakiem identyfikowano za pomoca
sekwencjonowania egzonu 4 po uprzedniej amplifikacji mate-
riatu DNA metoda PCR.

Wyniki: Stwierdzono, ze kwas walproinowy (VPA) i tricho-
statyna A (TSA) podwyzszaja poziom acetylacji histonu H4
w komoérkach glejaka C6, podczas gdy chaetocina i BIX01294
w niskich stezeniach obnizajg poziom H3K9me3. H3K27me3
spada w komérkach traktowanych 3DZnep. Traktowanie ko-
morek C6 niektérymi inhibitorami przez 24 h obniza przezy-
walnos¢ komorek glejaka. W 3/54 probkach pochodzacych
od pacjentdw wykazano obecnos$¢ mutacji genu IDH1 (R132)
i mutacje te wystepowaty w glejakach ztosliwych (stopien
WHO 1V); nie wykryto zadnej mutacji w glejakach tagodnych
(stopien WHO I).

Whioski: Wykazano, ze wybrane inhibitory hamuja aktyw-
nos¢ enzymow epigenetycznych w komérkach glejaka Cé oraz
ograniczaja jego zywotnos¢. Wysoka czestosé mutacji genu
IDH1 jest charakterystyczna dla glejakdw wtérnych.

Stowa kluczowe: glejak, epigenetyka, IDH1/2, terapia.
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Abstract

The main challenge in chemotherapy in cancer is to en-
hance therapeutic and minimize adverse effects of an anti-
cancer drug. As silk biomaterial combines superb mechanical
properties, biocompatibility and biodegradability, it can be
used as a drug carrier. Moreover, the bioengineered silk pro-
tein may be functionalized by fusion of tumor homing pep-
tides.

The aim of the study was to obtain a novel system based
on two functionalized silk proteins and their blends for a spe-
cific delivery of therapeutic agents. The bioengineered silk
proteins (MS1 and MS2 based on the proteins from Nephila
clavipes) and theirs Her2-directing hybrid variants were de-
signed. Obtained proteins were processed into spheres by
salting out process. The MS1/MS2 blends were produced in
different weight ratios. Spheres were characterized in terms
of morphology, size (scanning electron microscopy), Zeta po-
tential (ZP), stability (spectrophotometry). The binding (flow
cytometry and confocal microscopy) and drug delivery poten-
tial (MTT assay) of silk particles to cancer cells were investi-
gated.

Particles based on MS1 and MS2 proteins demonstrat-
ed differences in morphology, stability, zeta potential and
binding to targeted cells. The increasing MS2 concentra-
tion into MS1/MS2 blend improved physical properties of
spheres, however lowered their cell binding efficiency. For
80/20% blends (functionalized MS1/MS2), the binding effi-
ciency was maintained with greatly improved sphere stabil-
ity. The functionalized silk spheres loaded with doxorubicin
significantly higher reduced the cell viability of Her2-overex-
pressing cells comparing with Her2-negative cells and com-
paring to control spheres without the targeting domains.
The obtained results confirmed the potential for the delivery
of a therapeutic agent confined in silk spheres to the specific
tumor microenvironment.

Key words: targeted therapy, bioengineered spider silk,
drug carriers, doxorubicin.

Streszczenie

Gtéwnym wyzwaniem w terapii nowotwordéw jest zwiek-
szenie efektow terapeutycznych i zminimalizowanie skutkéw
ubocznych stosowanych lekéw. Jedwab pajeczy ze wzgledu na
swoje unikalne wtasciwosci mechaniczne, biokompatybilnos¢
i biodegradowalnos¢ moze znalez¢ zastosowanie jako nosnik
lekéw. Ponadto bioinzynierowany jedwab pajeczy mozna
funkcjonalizowac poprzez dotaczenie domen rozpoznajacych
receptory na powierzchni komérek nowotworowych.

Celem badan byto otrzymanie nowego systemu opartego
na dwach funkcjonalizowanych biatkach jedwabiu i ich mie-
szankach do celowanego dostarczania lekéw. Skonstruowa-
no bioinzynierowane biatka jedwabiu (MS1 i MS2 oparte na
biatkach naturalnych pajaka Nephila clavipes) i ich hybrydo-
we warianty rozpoznajace Her2. Z otrzymanych biatek wypro-
dukowano sfery poprzez wysolenie jonami fosforanowymi.
Stosowano mieszanki MS1/MS2 w r6znych stosunkach wa-
gowych. Sfery scharakteryzowano pod wzgledem morfologii,
rozmiaru (skaningowa mikroskopia elektronowa), potencjatu
zeta (Zeta potential — ZP) oraz stabilnosci (spektrofotometria).
Nastepnie badano wigzanie funkcjonalizowanych sfer in vi-
tro (cytometria przeptywowa i mikroskopia konfokalna) oraz
potencjat dostarczania lekéw (test MTT) do komdrek nowo-
tworowych.

Czasteczki oparte na MS1i MS2 réznity sie pod wzgledem
morfologii, stabilnosci, ZP oraz wigzania do komérek. Wieksza
ilos¢ biatka MS2 w mieszance wywotywata poprawe fizycz-
nych wtasciwosci sfer, jednak zmniejszata skutecznos¢ wia-
zania do komérek. Dla mieszanki 80/20% (funkcjonalizowane
biatka MS1/MS2) poziom wigzania byt zachowany przy jedno-
czesnie znacznym zwiekszeniu stabilnosci sfer. Funkcjonalizo-
wane sfery zatadowane doksorubicyna powodowaty spadek
zywotnosci komérek z nadekspresjg Her2 w poréwnaniu z ko-
morkami Her2-negatywnymi oraz kontrolnymi sferami bez
domeny funkcyjnej.

Uzyskane wyniki potwierdzajg potencjat jedwabnych sfer
w dostarczaniu $rodka terapeutycznego do specyficznego mi-
krosrodowiska guza.

Stowa kluczowe: terapia celowana, bioinzynierowany je-
dwab pajeczy, nosniki leku, doksorubicyna.
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Abstract

Rhabdomyosarcoma (RMS) is one of the commonest forms
of soft tissue sarcomas in children. Rhabdomyosarcoma is
usually derived from primitive mesenchymal cell, however it
can be found virtually anywhere in the body, including sites
where striated muscles are not normally found. Two main
groups of RMS may be distinguished: embryonal (eRMS) and
alveolar (aRMS) subtypes of RMS. Alveolar RMS are character-
ized by higher metastatic potential and malignancy.

We have recently shown that heme oxygenase-1 (HO-1),
which is key anti-oxidant enzyme within the cell can act as
inhibitor of muscle differentiation. Heme oxygenase-1 action
is possibly mediated by SDF1, p38 kinase pathway and inhibi-
tion of MyoD and muscle specific microRNAs (myo-miRNAs),
which are a novel class of particles involved in regulation of
gene expression. myo-miRNAs were shown to promote myo-
cyte differentiation.

Given its effect in muscle differentiation, we speculated
that HO-1 can also affect aggressiveness of RMS. Indeed, ac-
cording to the data obtained from in vitro experiments aRMS
are characterized by higher expression of HO-1. This effect
may be also observed in tumor samples from patients with
different subtypes of RMS. Moreover blockade of HO-1 activity
leads to better response of RMS to chemotherapeutics and
increased myocyte-like phenotype in in vitro culture of RMS
cell lines, as indicated by higher expression of myosin and
other markers of myogenesis.

Here we indicate that HO-1 can be one of proteins of great
interest for novel approaches toward treatment of myoblast
derived tumors such as rhabdomyosarcoma.

Key words: rhabdomyosarcoma, heme oxygenase-1, mi-
croRNAs.

Streszczenie

Miesak  prazkowanokomdrkowy  (rhabdomyosarcoma
— RMS) jest najczestszym miesakiem tkanek miekkich wy-
stepujacym u dzieci. Wywodzi sie z prymitywnej komaorki
o pochodzeniu mezenchymalnym, jednak nowotwoér ten
moze powstac¢ w wielu miejscach ciata, w tym niezwigzanych
z tkanka mezenchymalna.

Wyréznia sie dwie gtowne grupy RMS: embrionalne
(eRMS) i pecherzykowe (aRMS). Pecherzykowe RMS charak-
teryzuja sie wyzsza ztosliwoscia i wyzszym potencjatem do
przerzutowania. Wykazalismy, ze oksygenaza hemowa-1 (HO-1)
bedaca kluczowym enzymem przeciwutleniajagcym hamuje
réznicowanie komérek miesniowych. Ta niekanoniczna ak-
tywnos¢ HO-1 jest zwigzana ze szlakami SDF1, kinazy p38 czy
tez miesniowo specyficznych miRNA (miomirw).

Postulowalismy, ze ze wzgledu na role HO-1 w réznicowa-
niu miesni, enzym ten moze odgrywac role réwniez w pato-
genezie RMS, nowotworu zwigzanego z tkankg miesniowa.
Wykazalismy, ze agresywniejsza forma RMS jest zwigzana
z wyzszg ekspresjg HO-1 oraz z nizszym poziomem czynnikow
promujacych zréznicowany, tagodniejszy fenotyp RMS. Zaha-
mowanie HO-1 prowadzi réwniez do przywrdcenia potencjatu
miogennego i obnizenia proliferacji RMS. Uzycie drobnocza-
steczkowych zwigzkéw hamujacych aktywnosé HO-1 prowa-
dzi rowniez do zahamowania wzrostu guzéw w mysim mo-
delu in vivo.

Podsumowujac — HO-1 wydaje sie intrygujacym celem
molekularnym w badaniach nad terapiami majacymi na celu
przywrécenie rownowagi pomiedzy proliferacjg i réznicowa-
niem komaérek RMS.

Stowa kluczowe: rhabdomyosarcoma, oksygenaza hemo-
wa 1, mikroRNA.
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Abstract

The ageing of the population, increasing life expectancy
and cancer morbidity make the systemic treatment of pa-
tients over the age of 65 common issue in medical oncolo-
gy. Older patients constitute a very heterogenous group due
to the differences in their general condition, organ reserves,
comorbidities and the polypharmacy as its consequence.
The comprehensive geriatric assessment (CGA) seems to be
a useful tool in the treatment planning in geriatric oncology
as it helps to select those patients who are able to tolerate
intensive treatment eg. induction chemotherapy or adjuvant
treatment (in those with expected long survival) and patients
in whom less aggresive treatment or best supportive care is
the most beneficial approach.

The ageing process has been associated with changes
in pharmacodynamics and pharmacokinetics of the cancer
medications resulting in their higher toxicity in elderly. My-
elotoxicity is very common and older age is one of the most
important risk factors for severe neutropenia and febrile neu-
tropenia. It has been exhibited that comorbid conditions in
elderly independently increase the risk of febrile neutropenia.
It should also be noticed that in case of curative treatment
myelosupression and its complications may result in chemo-
therapy dose reductions, treatment interruptions, decreasing
overall treatment efficacy. For these reasons the assesment
of risk of myelotoxicity and its complications as well as the
appropiate use of G-CSF in elderly patients is very important
in clinical practice.

Streszczenie

Wraz ze starzeniem sie spoteczenstwa, wydtuzeniem $red-
niej dtugosci zycia oraz wzrostem zapadalnosci na nowotwory
ztosliwe coraz czgstszym problemem w praktyce onkologa kli-
nicznego staje sie leczenie systemowe 0séb powyzej 65. roku
zycia. Ze wzgledu na réznice w stanie biologicznym, rezerwach
narzadowych, wystepowaniu choréb wspétistniejacych oraz
wynikajacej z nich polipragmazji pacjenci w zaawansowanym
wieku stanowig grupe niezwykle heterogenng. W zwigzku
z tym w kwalifikacji do leczenia pomocna jest tzw. catosciowa
ocena geriatryczna (CGA), pozwalajaca na wyselekcjonowa-
nie pacjentéw, u ktérych mozliwe jest zastosowanie leczenia
analogicznego do prowadzonego u 0séb mtodszych, takiego
jak np. chemioterapia indukcyjna czy leczenie uzupetniajgce
w przypadku pacjentéw z dtugim przewidywanym okresem
przezycia, oraz pacjentéw, u ktérych nalezatoby rozwazyé po-
stepowanie mniej agresywne lub wytacznie objawowe.

Wraz z procesami starzenia dochodzi do zmian w farma-
kodynamice oraz farmakokinetyce lekdw, stad leczenie syste-
mowe U 0s6b w wieku podesztym wigze sie z wystepowaniem
toksycznosci o znacznym nasileniu. Szczegélnie czesto obser-
wuje sie istotng mielotoksycznosé, a wiek powyzej 65. roku
zycia jest jednym z gtéwnych czynnikéw predysponujacych do
gtebokiej neutropenii, co wiagze sie ze zwiekszonym ryzykiem
wystgpienia gorgczki neutropenicznej. Wykazano réwniez, ze
szereg choréb przewlektych, wystepujgcych w populacji oséb
starszych niezaleznie zwigksza ryzyko wystapienia goraczki
neutropenicznej. Ponadto w przypadku leczenia o zatozeniu
radykalnym mielosupresja oraz powiktania z nia zwigzane
moga wigzac sie z koniecznoscia redukcji dawek stosowanych
cytostatykéw, przerwami w leczeniu, a tym samym wptywac
na skutecznos¢ prowadzonej terapii. W zwigzku z powyzszym
oszacowanie ryzyka powiktan zwigzanych z mielotokstyczno-
Scig chemioterapii oraz witasciwe zastosowanie G-CSF w tej
grupie pacjentdéw ma szczegodlnie istotne znaczenie kliniczne.
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Abstract

Lung cancer is responsible for the largest number of deaths
caused by cancer in the world. Diagnosed annually 1.6 million
new cases of cancer, including non-small cell lung cancer (NS-
CLC) accounts for approximately 85% of cases. Currently used
methods of treating lung cancer, depending on the stage of
the disease at diagnosis include surgery, radiotherapy and/
or chemotherapy . Despite advances in treatment, which oc-
curred in the last decade, the prognosis, especially distant
survival rates still remain unsatisfactory. Currently, research
is subjected to various new therapeutic approaches, whose
task is to improve the results of treatment. As a result of many
years of research with the use of immunotherapy in NSCLC,
managed to get some positive results in phase Il clinical tri-
als, but large randomized phase III clinical trials showed no
statistically significant treatment results , but nevertheless ,
it is still an area of interest of researchers dealing with this
subject. In particular, some new paradigms have their source
in the results of clinical trials in both the treatment associat-
ed with the use of more advanced specific vaccines as well
as analysis of end points arising from the study design. Vari-
ous immunotherapy approaches were tested in the course of
NSCLC, both in early and in advanced stages of the disease.
The best results are seen in the case of the use of immuno-
therapy as adjuvant therapy in locally advanced NSCLC. This
presentation provides an overview of the major clinical trials
in several different cancer vaccines for the treatment of early
and advanced stage NSCLC.

Key words: non-small cell lung cancer, immunotherapy,
vaccines

Streszczenie

Rak ptuca odpowiedzialny jest za najwieksza liczbe zgo-
néw spowodowanych chorobg nowotworowa na Swiecie.
Rocznie rozpoznaje sie 1,6 miliona nowych przypadkéw tego
nowotworu, w tym niedrobnokomaérkowy rak ptuca (NDRP)
stanowi ok. 85% przypadkéw. Obecnie stosowane metody
leczenia raka ptuca, uzaleznione od stopnia zaawansowania
nowotworu w chwili rozpoznana, obejmuja chirurgie, radio-
terapie i/lub chemioterapie. Mimo postepu w leczeniu, jaki
nastapit w ostatniej dekadzie, rokowanie, zwtaszcza odsetki
przezy¢ wieloletnich, nadal pozostaja niezadowalajace. Aktu-
alnie badaniom poddaje sie r6znorakie nowe podejscia tera-
peutyczne, ktérych zadaniem jest poprawa wynikdw leczenia.
W wyniku wielu lat badan z zastosowaniem immunoterapii
w NDRP udato sie uzyska¢ pozytywne rezultaty niektérych
badan Il fazy, jednakze duze badania lll fazy z randomiza-
cja nie wykazaty istotnych statystycznie wynikéw leczenia,
niemniej jednak ciggle stanowi ono obszar zainteresowania
badaczy zajmujacych sie tg tematyka. W szczegélnosci kilka
nowych paradygmatéw ma swoje zrédto w wynikach ba-
dan klinicznych zaréwno dotyczacych leczenia skojarzonego
z uzyciem bardziej zaawansowanych swoistych szczepionek,
jak i w analizie punktéw koncowych wynikajacych z projektu
badania. Rézne podejécia immunoterapeutyczne przebadano
w przebiegu NDRP — we wczesnym oraz w zaawansowanym
stadium choroby. Najlepsze wyniki stwierdzono w przypadku
zastosowania immunoterapii jako leczenia uzupetniajacego
w miejscowo zaawansowanym NDRP Niniejsza prezentacja
zawiera przeglad gtéwnych badan klinicznych z udziatem kil-
ku réznych szczepionek przeciwnowotworowych w leczeniu
wczesnego i zaawansowanego stadium NDRP

Stowa kluczowe: niedrobnokomarkowy rak ptuca, immu-
noterapia, szczepionki.
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Abstract

Colorectal cancer (CRC) is the most common malignacy in
Europe and one of the leading causes of cancer death world-
wide. According to the European epidemiologic studies met-
astatic disease is diagnosed in 50% of the colorectal cancer
patients (at the diagnosis or in the course of the disease).

In patients with the metastatic CRC (mCRC) chemothera-
py is the primary treatment with sequential or combined use
of the cytotoxic chemotherapy and the targeted therapies. In
Poland the use of the targeted drugs is regulated by the treat-
ment programme formulated by the National Health Fund. Ac-
cording to this programme, FOLFOX4 regimen combined with
the bevacizumab can be used as the second line treatment
in the patients who progressed on the fluoropirimidine with
irinotecan. Moreover in the patients with wt k-ras gene the
anti-EGFR antibody can be used as the third line treatment.

Among the mCRC patients those with the oligometastatic
disease limited to liver and/or lungs require special concern.
In some patients with initialy unresectable leasions, RO resec-
tion may become possible after intensive induction treatment,
giving them a chance for a long term disease-free survival. In
induction treatment most active regimen should be used in-
cluding targeted therapies. Unfortunetaly this approach is not
considered in the National Health Fund programme, making it
a source of claims submitted by patients. It should be noticed
that the programme inclusion and exclusion criterias are
different from the guidliness published by medical oncology
societies and the drug characteristics limiting its availability.
Moreover the programme is not adjusted to the current state
of medical knowledge (eg. does not require n-ras mutation
testing prior to the anti-EGFR treatment).

Streszczenie

Rak jelita grubego (RIG) jest najczesciej rozpoznawanym
nowotworem ztosliwym w Europie oraz jedng z gtéwnych
przyczyn zgondw zwiazanych z chorobg nowotworowa na
Swiecie. Wedtug europejskich danych epidemiologicznych
chorobe w stadium pierwotnego lub wtérnego uogélnienia
rozpoznaje sie u ok. 50% pacjentow.

Podstawowa metoda terapii u takich chorych jest leczenie
systemowe polegajace na sekwencyjnym lub skojarzonym za-
stosowanie chemioterapii oraz lekéw celowanych. W warun-
kach polskich zastosowanie lekéw ukierunkowanych mole-
kularnie finansowane przez NFZ regulowane jest programem
lekowym ,Leczenie zaawansowanego raka jelita grubego”.
Przewiduje on zastosowanie schematu FOLFOX4+bewacyzu-
mab w Il linii po zastosowaniu fluoropirymidyny w skojarze-
niu z irynotekanem. Ponadto w ramach programu pacjenci
bez mutacji genu k-ras moga otrzymac w Il linii leczenia prze-
ciwciato anty-EGFR.

Szczegoblng grupe pacjentéw z RJG stanowig chorzy z po-
jedynczymi, pierwotnie nieresekcyjnymi przerzutami w wa-
trobie lub ptucach, ktérzy po intensywnej chemioterapii in-
dukcyjnej maja szanse na przeprowadzenie resekcji RO, co
pozwala u czesci z nich uzyskaé wieloletnie przezycia bezob-
jawowe. W chemioterapii indukcyjnej nalezy stosowac sche-
maty o najwiekszej aktywnosci, w tym réwniez zawierajace
leki celowane. Postepowania takiego nie przewiduje program
lekowy, co moze by¢ przedmiotem roszczenh ze strony pacjen-
téw. Z kolei w grupie, ktéra program obejmuje, narzucone
kryteria kwalifikacji do leczenia, odmienne od zalecen towa-
rzystw onkologicznych oraz zalecen producentéw, dodatkowo
ograniczaja mozliwosci zastosowania terapii celowanych.
Nalezy réwniez podkresli¢, ze zapisy programu nie s3 na bie-
73co aktualizowane wraz z postepem wiedzy medycznej (np.
koniecznos$¢ oznaczania mutacji genu n-ras w przypadku le-
czenia anty-EGFR).
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