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Ladies and Gentlemen, Friends,

On behalf of the Organizing and Science Committee | am pleased to welcome you to Poznan.
We are happy you have joined the Third Congress of Contemporary Oncology [Wspbtczesna Onkologial:
Tumour targeting of the “Cancer —a challenge of the 21°t century” series.

A number of international experts in the field and the cream of Polish oncologists decided to come
and discuss topics related to innovative oncology. The Second Congress held one year ago with the lead-
ing topic of personalized medicine continues today. Some of the invited speakers could not come last
year due to the volcano eruption. They are in Poznan today. We have 62 invited speakers, experts in
basic and clinical cancer research. Our ambition is to gather interdisciplinary specialists to discuss
the current state-of-the-art and further development of tumour targeting. We are witnessing rapid
development of new targeted therapies however; we are starting to face obstacles related to long-term
clinical follow-ups.

The end of 2010 and the beginning of 2011 will be remembered as a breakthrough for the develop-
ment of targeted active immunotherapy of cancer. The first therapeutic vaccine and anti-CTLA-4 anti-
bodies were approved by the FDA for cancer treatment, ending scepticism towards active immunother-
apy development. Similar scepticism lasting 20 years accompanied the development of therapeutic
monoclonal antibodies until humanized and human antibodies production technology was developed.
Today they are widely used in various cancer treatment strategies.

For the first time we have invited patients and patients’ organizations, both Polish and European,
for the panel discussion “The patient as a partner of professionals in health care”. Participants will dis-
cuss the need to build a communication platform for patients, physicians and health care administra-
tion. Rules for correct relationships between patients, physicians, and health care administration will
be suggested.

Contemporary Oncology has been published for 12 years. So far it has been published in Polish in
order to “make it easy” for Polish oncologists. However, we are back to Europe and the free world so
we need to use the language of science, which is English (often poor English). Thanks to all of you,
Contemporary Oncology is indexed in a growing number of databases including the Science Citation
Index. Thus it has its own impact factor. Accordingly, | invite you to submit your work and cite papers
published in our journal. After the Congress we would like to publish in Contemporary Oncology lec-
tures and results presented on posters. Hence, we invite speakers and poster presenters to submit full
papers to the Editorial Office.

Once again, welcome. We wish you fruitful discussions and a pleasant stay in Poznan.

Andrzej Mackiewicz
Editor-in-Chief






Programme/Program

Thursday, April 14, 2011/Czwartek, 14 kwietnia 2011 r.

Room A/Sala A Room B/Sala B

13.00-13.20 Morphological and molecular background The Cancer Genome Atlas
of hepatocellular carcinoma Atlas Genomu Nowotworéw
Morfologiczno-molekularne podtoze M. Wiznerowicz (Poznan)

rozwoju raka wagtrobowokomorkowego
A. Nasierowska-Guttmejer (Warsaw)

13.40-14.00 Sorafenib in the treatment Tumor cells of laryngeal carcinoma
of hepatocellular carcinoma — gold standard show expression and functional
or medical experiment? features of various Toll-like-receptors
Sorafenib w leczeniu raka Komorki raka krtani wykazujq ekspresje oraz
waqtrobowokomadrkowego — ztoty standard cechy funkcjonalne réznych wzorcéw
czy eksperyment medyczny? molekularnych receptoréw Toll-podobnych
A. Deptata (Warsaw) J. Sikora, M. Kaczmarek, M. Frydrychowicz,

B. Brzezicha, M. Szczepanski, G. Dworacki,
T. Whiteside, J. Zeromski (Poznan)

14.20-14.30 Discussion/Dyskusja Discussion/Dyskusja

Room A/Sala A Room B/Sala B

15.40-16.00 Personalized medicine in cancer
diagnosis and treatment
Medycyna spersonalizowana w diagnostyce i leczeniu nowotworéw
Ch. Zielinski (Vienna)
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16.00 - 16.20 Analysis of the frequency of pathological 16.00-16.20 Leukemic stem cells — hypotheses and facts
complete response after neoadjuvant Macierzyste komorki biataczkowe
chemotherapy with cisplatin in BRCAL — hipotezy i fakty

mutation carriers with breast cancer D.Dus

Analiza czestosci uzyskiwania catkowitych
remisji patologicznych w leczeniu
przedoperacyjnym cisplatyng
BRCAI-zaleznych rakéw piersi
T. Byrski (Szczecin)

16.30-16.40 Co-occurrence of MGMT gene promoter
methylation and amplification of EGFR
in malignant gliomas
Ocena wspotwystepowania metylacji promotora
genu MGMT i amplifikacji genu EGFR
w ztosliwych glejakach operowanych
w Klinice Neurochirurgii CM UJ
D. Adamek

16.50-17.00 Podoplanin expression by cancer-associated
fibroblasts as an unfavorable marker
of prognosis in invasive ductal breast carcinoma
Ekspresja podoplaniny w fibroblastach towarzyszacych
guzom jako niekorzystny czynnik prognostyczny
w raku przewodowym gruczotu piersiowego
B. Puta

17.10-17.20  Combination of DNA vaccine against endoglin
and cyclophoshamide effectively inhibit
tumor growth
Kombinacja szczepionki DNA skierowanej przeciwko
endoglinie i cyklofosfamidu skutecznie hamuje
wzrost guzoéw nowotworowych
M. Jarosz

17.30-17.40 Coffee break/Przerwa na kawe

17.40-18.00 Selenoprotein genotypes as well as selenium Session 4. Oral presentations continuance
levels in organisms are critical features Sesja 4. Doniesienia ustne cd.
of human cancer risk
Genotypy selenoprotein, a takze stezenia selenu
w organizmie jako kluczowe czynniki ryzyka wystagpienia raka u ludzi
). Lubinski (Szczecin)



18.10-18.20 Liposomes application
for transport vanadium (IV) complexes
in antitumor therapy
Zastosowanie liposoméw do transportu
zwigzkow wanadu (IV) w terapii antynowotworowej
A. Hatas

18.30-18.40 Photodynamic reaction in combination
with electroporation in human melanoma
cells in vitro
Reakcja fotodynamiczna w potgczeniu
z elektroporacjq na ludzkich komdrkach
czerniaka in vitro
N. Skotucka

18.50-19.00 Discussion/Dyskusja

19.40 OPENING CEREMONY
» Welcome address: J. Michalak, A. Mackiewicz
* Key-note lecture: Expectations and facts: involvement of the immune system
in the tumour growth and spread — A. Lange (Wroclaw)
« Concert
UROCZYSTE OTWARCIE KONGRESU
* Powitanie: J. Michalak, A. Mackiewicz
» Wyktad inauguracyjny: Oczekiwania i fakty: wptyw uktadu odpornosciowego
na wzrost i rozprzestrzenianie sie nowotworu — A. Lange (Wroctaw)

 Koncert

20.30-22.00 WELCOME RECEPTION/KOKTAIL POWITALNY

Friday, April 15, 2011/Pigtek, 15 kwietnia 2011 r.
All lectures will be simultaneously translated

9.00-9.20 AlL STAT proteins associate with mitochondria in different cell types
Wszystkie rodzaje biatek STAT tqczq sie z mitochondriami w réznych typach komérek
P Sehgal (New York)

9.40-10.00 From stem cells to cancer: novel regulators of microRNAs
Od komdrek macierzystych do nowotworu: nowe regulatory mikro-RNA
J. Dulak (Krakow)
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10.20-10.40 Pleiotropic effects of plasminogen activator inhibitor-1 in cancer
Plejotropowe dziatanie inhibitora aktywatora plazminogenu typu 1 (PAI-1) w chorobie nowotworowej
C. Cierniewski (Lodz)

10.50-11.00 Coffee break/Przerwa na kawe

11.00-11.20 Vaccination with salmonella of melanoma metastatic patients
Immunizacja szczepionkq opartg na salmonelli chorych na przerzutowego czerniaka
E. Pennacchioli, A. Testori (Milan)

11.40-12.00 Update on long term survival of high risk melanoma patients immunized
with an allogeneic whole cell genetically modified vaccine (AGI-101) after complete resection
Dtugotrwate przezycia chorych na czerniaka z usunietymi przerzutami immunizowanych alogeniczng
komorkowq szczepionkg czerniakowq (AGI-101)
A. Mackiewicz (Poznan)

12.20-12.40 Role of immunotherapy in patients with non-small cell lung cancer — multicenter clinical trials
Rola immunoterapii w leczeniu chorych na niedrobnokomaérkowego raka ptuca na podstawie
wieloosrodkowych badan klinicznych
t. Spychalski, M. Bryl, R. Ramlau, A. Barinow-Wojewodzki (Poznan)

13.00-13.10 Discussion/Dyskusja

12.50-14.00 Lunch break/Przerwa na lunch

14.00-14.20 Current approaches to discovery of new polymorphisms of pharmacogenomic importance
Aktualne podejscia do nowo odkrytych polimorfizméw o znaczeniu farmakogenomicznym
M. Ratain (Chicago)

14.40-15.00 Can we optimize the use of monoclonal antibodies in oncology?
Czy mozemy zoptymalizowac leczenie przeciwciatami monoklonalnymi w onkologii?
P Gascon (Barcelona)

15.20-15.40 Expression and targeted inhibition of immunoregulatory protein,
galectin-1in classical Hodgkin lymphoma and post-transplant lymphoproliferative disorder
Ekspresja i celowana inhibicja biatka immunoregulatorowego galektyny 1 w terapii chtoniaka Hodgkina
i poprzeszczepowej chorobie limfoproliferacyjnej
P Juszczynski (Warsaw)
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16.00-16.10 Discussion/Dyskusja

16.20-19.20 Session 9. New targets and therapy development
Sesja 9. Nowe cele oraz rozwéj terapii
Chair/Przewodniczacy: A. Lange, C. Szczylik

16.40-17.00 New targets in therapy of gastrointestinal stromal tumors
Nowe cele w terapii nowotworéw podscieliska przewodu pokarmowego
P Rutkowski (Warsaw)

17.20-17.40 New monoclonal antibodies close to registration for lymphoma treatment and active epigenetic agents (HDACI, IMiDs)
Nowe przeciwciata monoklonalne u progu rejestracji w leczeniu chtoniakéw
oraz nowe aktywne czynniki epigenetyczne (HDACI, IMiDs)
J. Walewski (Warsaw)

17.50-18.10 Chronic myeloproliferative neoplasms and Janus kinase 2 gene (JAK2)
and thrombopoetin receptor gene (MPL) mutations
Przewlekte nowotwory mieloproliferacyjne a mutacje genu kinazy Janusowej 2 (JAK2)
i genu receptora dla trombopoetyny (MPL)
K. Lewandowski (Poznan)

18.30-18.50 Classification of targeted therapies used in neoplastic disorders of hematopoietic system
Klasyfikacja terapii celowanych w nowotworach uktadu krwiotwérczego
W.W. Jedrzejczak (Warsaw)

19.10-19.20 Discussion/Dyskusja

Saturday, April 15, 2011/Sobota, 16 kwietnia 2011 r.

9.00-11.20 Session 10. Cancer biology Il and treatment Session 11. Progress in therapy
Sesja 10. Biologia nowotworéw Il oraz leczenie Sesja 11. Postepy terapii
Chair/Przewodniczgcy: B. Kaminska-Kaczmarek, S. Szala Chair/Przewodniczgcy: M. Reinfus, P Milecki
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9.40-10.00 Cancer stem cells as targets of anti-cancer therapy Numerous factionation scedules in
Nowotworowe komorki macierzyste brachytherapy of prostate cancer —
Jjako cele terapii przeciwnowotworowej clinical impications
J.K. Siwicki (Warsaw) Wiele schematow frakcjonowania w brachyterapii

raka gruczotu krokowego — implikacje kliniczne
M. Kanikowski, J. Skowronek, A. Chichet (Poznan)

10.10-10.30 Dissecting signal transduction in discrete Innovations in head and neck surgery
components of tumor microenvironment Innowacje w chirurgii gtowy i szyi
to select new therapeutic targets W. Golusinski (Poznan)

Przekaznictwo sygnatu w mikrosrodowisku
nowotworu i macierzystych komérkach
nowotworowych jako nowy cel terapeutyczny
B. Kaminska-Kaczmarek (Warsaw)

10.50-11.10 The role of ceramide galactosyltransferase (UGT8), Efficacy measurement in second line
new molecular marker of breast cancer malignancy treatment of metastatic renal cell carcinoma
and lung metastasis, in tumor progression Ocena skutecznosci drugiej linii leczenia
Znaczenie galaktozylotransferazy UDP-galaktoza: przerzutowego raka nerki
ceramid (UGTS8), nowego markera molekularnego P Tomczak, M. Litwiniuk, P. Kolenda,
ztosliwosci raka piersi i przerzutéw do ptuc M. Chajewska-Ciekanska (Poznan)

w progresji choroby nowotworowej
M. Ugorski (Wroclaw)

11.20-11.30 Coffee break/Przerwa na kawe

11.30-11.50 New perspectives for application of Current therapies of chronic
dendritic cells in cancer immunotherapy limphoblastic leukemia
Nowe perspektywy zastosowania komorek Wspotczesne leczenie przewlektej
dendrytycznych w immunoterapii nowotworow biataczki limfocytowej
J. Rolinski (Lublin) M.A. Komarnicki (Poznan)

12.10-12.30 Target therapy of neuroendocrine neoplasms: Why do Polish women not have
results of the treatment with radiolabelled preventive examinations?
somatostatin analogues What needs to be changed?
Leczenie celowane nowotworéw neuroendokrynnych: Dlaczego kobiety w Polsce nie zgtaszajq sie

ocena wynikéw terapii znakowanymi analogami somatostatyny na badania profilaktyczne — co trzeba zmienic?
D. Handkiewicz-Junak (Gliwice) A. Dyzmann-Sroka (Poznan)



12.40-12.50 Coffee break/Przerwa na kawe

12.50-13.10 Neurological paraneoplastic syndromes
Neurologiczne zespoty paranowotworowe
R. Zaucha (Gdansk)

13.30-13.50 Peripheral neuropathies induced by the anticancer treatment
Obwodowe neuropatie indukowane leczeniem onkologicznym
D. Izycki (Poznan)
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Key-note lecture
Wyktad inauguracyjny

(1]

Expectations and facts: involvement of the
immune system in the tumour growth and
spread

Oczekiwania i fakty udziatu uktadu odpornosciowego
we wzroscie i rozprzestrzenianiu sie howotworu

Andrzej Lange

Zaktad Immunologii Klinicznej, Instytut Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN, Dolnoslaskie Centrum Transplantacji
Komérkowej z Krajowym bankiem Dawcéw Szpiku

we Wroctawiu

Limfocyty T montuja odpornosé przeciwko strukturom
zawierajacym epitopy rozpoznawane przez ich receptory.
Organizacja tej odpornosci zwiazana jest z wykorzystaniem
odpornosci humoralnej w obszarze odpornosci komérko-
wej pomocniczych komarek, wsrod ktérych makrofagi odgry-
waja dominujaca role. Doskonale zorganizowana odpornosé
spostrzegana jest przez pokolenia lekarzy jako narzedzie
zwalczania nowotworéw. Problem polega na tym, ze nieko-
niecznie odpornos¢ rozpoznaje nowotwor jako cos obcego.
Aby pom6c odpornosci, opracowano caty katalog antyge-
néw zwigzanych z nowotworem, a jezeli nie mozna byto
zdefiniowa¢ takiego antygenu, ktéry bytby antygenem
publicznym charakteryzujacym ogét nowotworéw okreslo-
nego pochodzenia, zaczeto poszukiwaé specyficznosci pry-
watnych przypisanych danemu nowotworowi na zasadzie
polimorfizmu genéw kodujacych struktury powierzchniowe
guzow. Takie prywatne antygeny, wynik polimorfizmu genu,
maja byt odpowiedzialne za przypisane konkretnym oso-
bom spontaniczne regresje raka nerki. Nie jest to regeresja
spontaniczna, a wiasnie wywotana przez limfocyty T spo-
strzegajace antygen nowotworu, ktéry rézni sie od podob-
nego w innych tkankach w nastepstwie polimorfizmu genu.

Jezeli zgodzimy sie, ze uktad odpornosciowy moze znisz-
czy¢ nowotwor, a obecnosé antygenéw zwigzanych z nowo-
tworem moze wywotaé odpornosé, to dlaczego tak sie nie
dzieje w normalnej sytuacji? Prototypem takiego dziatania
jest aktywnos¢ przeciwnowotworowa w nowotworach krwi,
ktorg egzekwuja przeszczepione obce komorki. Jest to
wprawdzie aloreaktywnos¢, ale rowniez dowdd na to, ze
uktad odpornosciowy moze zniszczy¢ nowotwor. Podobne
dziatanie w raku nerki, tzn. przeszczepienie alogenicznego
szpiku jako immunoterapii przeciwnowotworowej, nie ma
uznanej efektywnosci, poniewaz sama procedura jest zbyt
obciazajaca a przeszczepione komorki niekoniecznie sa zain-
teresowane zwalczeniem nowotworu, ktéry wprawdzie jest
obcy, ale komorki niszczace nowotwér musza miec tak jak
sokot wypuszczony na polowanie zdjety kaptur z gtowy.

Istnieje system kontrolujacy jakos¢ i wysokos¢ odpo-
wiedzi immunologicznej. Mamy przed oczyma obrazy raka
jajnika, w ktérych to przypadkach limfocyty T znajdowaty
sie w otoczeniu guza, niekoniecznie infiltrujgc jego wnetrze.

tatwiej limfocytom T szto w Srodowisku wysieku nowo-
tworowego na co wskazuje zwigzane a dtuzszym przezy-
ciem nagromadzenie sie w wysieku efektorowych limfocy-
toéw T. Okazato sie, ze obecne w Srodowisku guza limfocyty
supresorowe moga hamowac aktywnos¢ przeciwnowo-
tworowg limfocytow T, ktére zdolne sg do tej odpowiedzi.
To hamowanie efektywnosci limfocytéow T przez komarki
supresujace (FoxP3+) moze mie¢ miejsce juz na poziomie
prezentacji antygenu przez komorki dendrytyczne. Wyka-
zano ten mechanizm tolerancji nowotworu w raku stercza.
Wykazalismy, ze zwiekszona proporcja regulatorowych
komorek (CD4+CD25++) u chorych po przeszczepieniu
komarek krwiotworczych wigze sie z wiekszym ryzykiem
rozwoju nowotworu. Wykazano, ze komérki regulatorowe
niezaleznie od tego czy sa w tkance w przebiegu raka czy
zapalenia jelita s3 morfologicznie i czynnosciowo takie same.
Blokowanie istotnego w ich dziataniu receptora CTLA4
(CD 152) ma juz swoja dobra karte w leczeniu chorych z czer-
niakiem.

Wazne obserwacje zwigzane s3 z nie tak dawno opisa-
na populacja limfocytéw T produkujacych interleukine 17
(Th17). Okazato sie, ze interleukina ta moze ograniczac roz-
przestrzenianie sie miejscowe i odlegte nowotworu. Pro-
blem efektywnosci a czesciej jej braku jest uposledzenie
naptywu tych limfocytéw do tkanki nowotworowej, ktore
tylko wtedy tam sie zgromadza jezeli wydzielana jest odpo-
wiednia chemokina. Limfocyty Th17 maja receptor CCR6
i moga odpowiada¢ na sygnat. Potrzebna jest tylko zache-
ta, ktéra moze mie¢ forme modyfikacji genetycznej guza
lub dziatania farmakologicznego. Przyktadem tego ostat-
niego dziatania jest stosowanie interferonu a. w niektérych
nowotworach.

Kolejnym przetomem myslowym sg ostatnio opubliko-
wane dane o wspétdziataniu chemioterapeutyku i przeciw-
ciata przeciwko receptorowej CD40 w leczeniu chorych na
raka trzustki. Okazato sie, pobudzenie tego receptora na lim-
focytach T, za ich widocznie udziatem, aktywuje makrofagi
do niszczenia raka. Podobnym dziataniem pobudzajacym
odpornos¢ przeciwnowotworowg jest oryginalna polska
szczepionka przeciwczerniakowa. Wykorzystanie w niej genu
Hyper-IL-6 (chimera sIL-6R/IL-6) modyfikujacego alogeniczne
komarki czerniaka promuje spostrzeganie przez uktad odpor-
nosciowy zwigzanych z guzem specyficznosci z korzystnym
przeciw nowotworowym dziataniem. Kazde miesigce to
nowe odkrycia w obszarze podstawowej immunologii bo
one determinuja nowe immunoterapeutyczne przedsie-
wziecia. Wiele z nich pozwala juz teraz na uratowanie sze-
regu istnien ludzkich.

Cytowane w pracy informacje sq w czesci wynikiem
wspotpracy z obecnymi lub niedawnymi kolegami z labora-
torium, ze wymienie tylko Inke Kryczek i Aleksandre Klim-
czak. Prace nad komorkami FoxP3 i Th17 prowadzone sq
w ramach grantu N R13 0082 06 (Ministerstwo Nauki i Szkol-
nictwa Wyzszego).
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ROUND TABLE DISCUSSION
Nothing about us without us - upright
partnership with participation of Polish
Cancer Patients Coalition

PANEL DYSKUSYINY
Nic o nas bez nas - rzetelne partnerstwo z udziatem
Polskiej Koalicji Organizacji Pacjentéw Onkologicznych

[2]
The prognosis of cancer incidence in
Wielkopolska in 2018

Prognoza wystepowania nowotworéw ztosliwych
w Wielkopolsce w 2018 roku

Dariusz Godlewski, Piotr Wojtys

Background: The cancer incidence in Wielkopolska in
2018 was one of the highest in the country and was high-
er than in Poland by 21% in men and by 14% in women. We
can quantify the future burden of cancer from two differ-
ent perspectives: the number of new cancer cases and age-
standardized rates (taking account the changes in age com-
position and size of the population).

Aim of the study: The prognosis of number of new can-
cer cases and cancer incidence in Wielkopolska in 2018.

Material and methods: These projections of number of
cancer cases, age specific rates and age-standardized rates
for 2018 (all cancers and the most frequent cancers for men
and women) has been based on the historical trends of can-
cer incidence in Wielkopolska in 1999-2008 and demo-
graphical prognosis of Central Statistical Office using the
method of Hakulinen and Dyba.

Results: There will be over 9000 new cancer cases in men
in Wielkopolska in 2018 and nearly 8000 in women. Com-
pare to the period 2004-2008 the number of cancer cases
will increase by 50% for men and by 30% for women. The
increase of cancer incidence for both sexes will be observed.
In 2018 the increase of colorectal cancer incidence for both
sexes, lung and breast cancer incidence for women, prostate
cancer incidence for men will be observed. For cervix can-
cer in women and lung cancer for men the incidence will
decrease.

Conclusions: The predicted cancer incidence increase in
Wielkopolska and in Poland in 20018 will be the results of:
the changes in the population demography (bigger impact
of the older age groups), the influence of the cancer risk fac-
tors (mainly smoking) and the participation in the screen-
ing programs.

Wstep: W 2008 r. zachorowalnos¢ na nowotwory ztosli-
we w Wielkopolsce nalezata do najwyzszych w kraju i byta
wyzsza niz srednia dla Polski 0 21% u mezczyzn oraz o 14%
u kobiet. Analiza wystepowania nowotworéw w przyszto-
sci wynika z interpretacji dwoch miernikéw: liczby zacho-
rowan oraz wspoétczynnika zachorowalnosci standaryzo-
wanego wzgledem wieku (wptyw czynnikéw niezaleznych

od zmian w strukturze wieku populacji).

Cel pracy: Wykonanie prognozy liczby zachorowan oraz
zachorowalnosci na nowotwory ztosliwe w Wielkopolsce
w 2018 r.

Materiat i metody: Przewidywane liczby zachorowan,
wartosci specyficzne dla grup wieku oraz zachorowalnosé
standaryzowana wzgledem wieku w 2018 r. dla wszystkich
nowotworéw ogétem oraz dla najczestszych umiejscowien
u mezczyzn i kobiet obliczono na podstawie trendéw histo-
rycznych wystepowania nowotworéw ztosliwych w Wiel-
kopolsce w latach 1999-2008 oraz prognoz demograficz-
nych Gtéwnego Urzedu Statystycznego, przy uzyciu metody
opracowanej przez Hakulinena i Dybe.

Wyniki: W 2018 r. w Wielkopolsce rozpoznanych zostanie
ponad 9000 nowych przypadkdw zachorowan na nowotwory
ztosliwe u mezczyzn oraz prawie 8000 u kobiet. W porow-
naniu z okresem 2004-2008 nastapi ok. 50-procentowy
wzrost liczby zachorowan u mezczyzn i 30-procentowy
u kobiet. Zachorowalnosé na nowotwory ztosliwe wzrosnie
dla obu ptci. Obserwowany bedzie wzrost zachorowalnosci
na nowotwory ztosliwe jelita grubego i odbytnicy u obu ptci,
piersi oraz ptuca u kobiet oraz gruczotu krokowego u mez-
czyzn. Tendencja spadkowa zachorowalnosci wystapi dla
nowotworéw szyjki macicy u kobiet oraz ptuca u mezczyzn.

Whioski: Prognozowany wzrost liczby zachorowan na
nowotwory ztosliwe oraz wzrost zachorowalnosci w Wiel-
kopolsce i w Polsce w 2018 r. bedzie wynikiem zmian
w strukturze demograficznej populacji (wiekszy udziat pro-
centowy starszych grup wiekowych), wptywu czynnikéw
ryzyka (przede wszystkim palenia papieroséw) oraz uczest-
nictwa w programach badan przesiewowych.

[3]

Breast cancer screening program attitudes
among women from Wielkopolska.

The report from Focus Group Interview (FGI)
studies

Postawy mieszkanek wojewddztwa wielkopolskiego
wobec profilaktycznych badar mammograficznych.
Raport z badan jakosciowych FGI

Dariusz Godlewski, Matgorzata Adamczak,
Paulina Pietrzak

Center of Cancer Prevention and Epidemiology, Poznan

Aim of the study: The assessment of breast cancer
screening program attitudes among women from Wielkopol-
ska. The research was ordered by the Center of Cancer Pre-
vention and Epidemiology in Poznan. It was conducted
between 30.01.2009 and 11.02.2009.

Material and methods: The research has been conduct-
ed in the Breast Cancer Screening Program target group
(women between 50 to 69 years old). This program is in
Poland financed by the NFZ. Participants were divided into
six groups of 7-12 women by place of residence and level of
education.
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The Focus Group Interview was used. There was a sce-
nario for the discussion prepared. The conversation was led
by the moderator in groups of women. The discussion was
conducted as informal as it was possible. The main aim of
moderator was to encourage women to exchange opinions
spontaneously.

Conclusions:

1. Women do not attend breast cancer screening program
because they do not receive invitations.

2. Mammaography in mobile mammography units is the best
solution for women from towns and villages because they
do not have to worry about traveling to the city.

3. Some of the women from families without the history of
cancers think that they will be never diagnosed with can-
cer.

4. The biggest irrational reason for avoiding mammography
is the fear of cancer diagnosis.

5. The recent mass media mess about the low quality of
mammography (especially in mobile units) is still in wom-
ens’ memory.

6. Most of respondents avoid contacts with the health ser-
vice.

Cel pracy: Okreslenie postaw mieszkanek wojewddztwa
wielkopolskiego wobec profilaktycznych badan mammo-
graficznych. Socjologiczne badanie jakoSciowe na zlecenie
Osrodka Profilaktyki i Epidemiologii Nowotworéw w Pozna-
niu zostato przeprowadzone w dniach od 30.01.2009 do
11.02.2009 r.

Materiat i metody: Mieszkanki wojewd6dztwa wielkopol-
skiego w wieku 50-69 lat, adresatki programu profilaktycz-
nych badah mammograficznych finansowanych przez Naro-
dowy Fundusz Zdrowia. Uczestniczki zostaty podzielone na
6 grup z uwzglednieniem miejsca zamieszkania i wyksztat-
cenia.

Focus Group Interview (Zogniskowany Wywiad Grupo-
wy) — prowadzenie przez moderatora wg przygotowanego
scenariusza dyskusji w 7-12 osobowych grupach. Dyskusja
przebiega w sposéb mozliwie mato sformalizowany. Celem
moderatora jest uruchomienie spontanicznej wymiany opi-
nii pomiedzy uczestnikami grupy.

Whioski:

1. Kobiety nie zgtaszaja sie na bezptatne badania mammo-
graficzne, dlatego ze nie docieraja do nich zaproszenia na
mammografie.

2. Badanie w mammobusie jest najwygodniejsze dla kobiet
z matych miast i ze wsi, bo nie naraza ich na wydatki
i stres, ktory towarzyszy wyprawie do duzego miasta.

3. Czesc¢ kobiet z rodzin, w ktérych nie byto choroby nowo-
tworowej, uwaza, ze nie zachoruje na raka.

4. Najwazniejszym z irracjonalnych powoddéw unikania
badan mammograficznych jest strach przed wykryciem
nowotworu.

5. Burza medialna wokét jakosci mammografii mocno utkwi-
ta w Swiadomosci kobiet. Watpliwosci co do jakosci
i sprawnosci mammografow dotycza przede wszystkim
mammobusow.

6. Wiekszos¢ respondentek unika kontaktow ze stuzbg zdro-
wia.
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Prevalence and prognostic significance of
FLT3 internal tandem duplicatio in pediatric
acute myeloid leukemia (AML) in Poland

Czestos¢ wystepowania [ znaczenie prognostyczne
wewnetrznej tandemowej duplikacji w genie FLT3
u dzieci z ostrg biataczkq szpikowg (AML) w Polsce

T. Ksigzek', K Szewczyk’, G. Waqtor®, J.J. Pietrzyk’,

W. Balwierz', M. Matysiak’, B. Sikorska-Fic’,

A Balcerska’, L Maciejka-Kapuscinska’,

T. Szczepaniski’, R. Tomaszewska®, J. Kowalczyk’,

B. Wéjcik’, M. Krawczuk-Rybak®, K. Muszyriska-Rostan®,
W. Mtynarsk?, A Jasiniska®, T. Urasinski®,

E. Kamienska®, G. Sobol", A Mizia-Malarz",

M. Wieczorek®, |. Karpiriska-Derda®, G. Karolczyk®,

J. Podhorecka®”, M. Wysocki*, S. Kottan®, A Chybicka®,
J. Wachowiak*

IKlinika Onkologii i Hematologii Dzieciecej, PA Instytut Pediatrii,
Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie
27aktad Genetyki Medycznej, Uniwersytecki Szpital Dzieciecy
w Krakowie
3Klinika Chorob Dzieci, PA Instytut Pediatrii, Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellohskiego w Krakowie
oraz wspbtpracujace osrodki Polskiej Pediatrycznej Grupy
ds. Leczenia Biataczek i Chtoniakéw (PBGLBC): 4Warszawa,
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lKatowice, 12Chorzow, 13Kielce, 14Bydgoszcz, 15Wroctaw,
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Background: The FLT3 gene encodes a tyrosine kinase
receptor which participates in regulation of proliferation and
differentiation of hematopoietic stem cells. An internal tan-
dem duplication of FLT3 gene (FLT3/ITD) occurs in AML with
different frequency, in pediatric AML between 5.3% and
27.7%. Prognostic significance of FLT3/ITD in pediatric AML
is not fully known, but in some therapeutic protocols this
mutation qualifies patients to high risk group (HR).

Aim of the study: The aim of the study is to define the
prevalence of FLT3/ITD mutation in pediatric AML in a Pol-
ish population and to evaluate its prognostic significance.

Material and methods: Molecular study included 107
patients (0,1-18,5 years) with de novo AML since March 2006
till November 2009, treated with AML-BFM 2004 INTERIM
protocol in 14 centers of PBGLBC. The samples of blood and
bone marrow were collected during diagnosis. Genomic DNA
samples were tested for the presence of FLT3/ITD by PCR
amplification of exon 14 and 15 of FLT3 gene. Products were
resolved on 3% agarose gel. In the presence of FLT3/ITD",
patients were qualified to HR group (except for children with
Down syndrome and promyelocytic leukemia), which was
associated with more intensive treatment. The influence of
FLT3/ITD presence on frequency of deaths due to progres-
sion of AML and on frequency of disease relapse was
assessed within the HR. Observations ended on 30 Novem-
ber 2010.

Results and conclusions: In the study population of 107
patients, 37 children were qualified to SR group and 70 to
HR group. The presence of FLT3/ITD mutation was detect-
ed in 10 of 107 cases (9.3%), 9 of them in HR (12.9%). Within
HR in both analyzed subgroups (FLT3/ITD+ and FLT3/ITD-),
there was no predominance of particular FAB class
(p > 0.10), however it was showed significant differences
in the average percentage of peripheral blast cell number
(82.3 +15% vs. 44.9 +33.3%, p = 0.0047). The analysis did
not demonstrate significant differences in the frequency of
deaths due to progression of AML (p = 0.684) and incidence
of disease relapse (p = 0.2795) depending on the presence
of FLT3/ITD. This study is a part of attempt to evaluate
the predictive value of FLT3/ITD mutation in pediatric AML.

Wstep: Gen FLT3 koduje receptorowa kinaze tyrozynowa
uczestniczaca w regulacji namnazania i roznicowania hema-
topoetycznych komérek macierzystych. Wewnetrzna tan-
demowa duplikacja w FLT3 (FLT3/ITD) wystepuje w AML
z rozna czestoscia, u dzieci w zakresie 5,3-27,7%.

Jej znaczenie prognostyczne w dzieciecej AML nie jest
w petni poznane, jednak w niektérych protokotach tera-
peutycznych obecnos¢ mutacji FLT3/ITD kwalifikuje pacjen-
ta do grupy wysokiego ryzyka (HR).

Cel pracy: Okreslenie czestosci wystepowania mutacji
FLT3/ITD w AML u dzieci w populacji polskiej oraz préba oce-
ny znaczenia prognostycznego tej nieprawidtowosci.

Materiat i metody: Badaniami molekularnymi objeto
107 pacjentéw (0,1-18,5 roku) z nowo rozpoznang AML
w okresie od marca 2006 r. do listopada 2009 r., leczonych
wg protokotu AML-BFM 2004 INTERIM w 14 osrodkach
PBGLBC. Od dzieci w czasie diagnozy pobierano szpik kost-
ny i krew obwodowa. Prébki wyizolowanego DNA badano
pod katem obecnosci FLT3/ITD, za pomoca reakcji PCR obej-
mujacej egzon 14 i 15 genu FLT3. Detekcje produktow pro-
wadzono w 3-procentowym zelu agarozowym. W przypad-
ku FLT3/ITD* pacjenci byli kwalifikowani do HR (oprocz dzieci
z zespotem Downa i biataczka promielocytowa), co taczyto
sie z bardziej intensywnym leczeniem. Oceniono wptyw
obecnoéci FLT3/ITD na czestos¢ zgondw z powodu progre-
sji AML oraz na wystepowanie wznowy choroby w obrebie
HR. Obserwacje zakonczono 30 listopada 2010 r.

Wyniki i wnioski: Wsréd 107 ocenianych pacjentdw,
37 dzieci zakwalifikowano do grupy SR, a 70 do HR. Obec-
nos¢ FLT3/ITD tacznie stwierdzono w 10 (9,3%) przypadkach,
w tym 9 (12,9%) w HR. W grupie HR w obu analizowanych
podgrupach (FLT3/ITD* oraz FLT3/ITD") nie zaobserwowa-
no dominujacego typu FAB (p > 0,10), stwierdzono jednak
istotne réznice w srednim odsetku blastozy obwodowej
(82,3 £15% vs 44,9 £33,3%, p = 0,0047). Nie wykazano istot-
nego wptywu FLT3/ITD+ ani na czestos¢ zgonow z powodu
progresji AML (p = 0,684), ani na wystepowanie wznowy
choroby (p = 0,2795). Przeprowadzone badanie wpisuje sie
w problem oceny wartosci predykcyjnych mutacji FLT3/ITD
w AML u dzieci.
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Methylation profile of chosen TSGs in
normal thyroid tissue adjacent to primary
PTC

Analiza profilu metylacji regiondw promotorowych
wybranych genéw supresorowych (TSGs) w tkance
otaczajqcej pierwotng zmiane nowotworowq tarczycy
Monika Migdalska-Sek, Karolina Czarnecka, Dorota
Pastuszak-Lewandoska, Ewa Nawrot, Ewa Brzeziariska

Department of Molecular Bases of Medicine, | Chair of Internal
Diseases, Medical University of Lodz

Wstep: Hipermetylacja regiondéw promotorowych genéw
supresorowych (TSGs) jest epigenetycznym mechanizmem
ich funkcjonalnego wyciszenia. W ognisku pierwotnym raka
brodawkowatego tarczycy (PTC) modyfikacje epigenetycz-
ne stwierdzono dla wielu TSGs, dotad nie przeprowadzono
jednak analizy poziomu metylacji TSGs w tkance prawidto-
wej, otaczajacej pierwotne ognisko nowotworowe.

Cel pracy: Odpowiedz? na pytanie, czy w gruczole tarczo-
wym obecnos¢ metylacji TSGs jest charakterystyczna tylko
dla zmian nowotworowych, czy wystepuje réwniez w tkan-
ce niezmienionej makroskopowo, otaczajacej PTC.

Materiat i metody: Fragmenty tkanek tarczycy pobrane
od pacjentéw z rozpoznaniem PTC wraz z marginesem tkan-
ki niezmienionej makroskopowo (n = 11).

Konwersja bisulfidowa genomowego DNA. Amplifikacja
w reakgji MS-PCR zmetylowanych i niezmetylowanych frag-
mentow sekwencji promotorowych gendw ARHI, p16INK4A,
KCNQI1, MEST, RASSFI, SLC5A8, VHL, CDHI. Ocena jako-
Sciowa i ilosciowa (indeks metylacji — MI) produktéw MS-
PCR w zautomatyzowanej elektroforezie (na ptytkach DNA
LabChip).

Wyniki: Analiza jakosciowa wykazata obecnosé alleli zme-
tylowanych i niezmetylowanych badanych TSGs zaréwno
w PTC, jak i w tkance prawidtowej otaczajacej zmiane. Naj-
wyzsz3 czestos¢ wystepowania metylacji obserwowano dla
genow ARHI, CDHI, pl6INK4A, MEST i RASSFIA. Tylko
w przypadku KCNQI nie stwierdzono obecnosci alleli zme-
tylowanych. Analiza ilosciowa potwierdzita bardzo wysoki
poziom metylacji (wartosci MI) genu ARH/ oraz nieco nizszy
w przypadku CDHI i RASSFIA. Poziom metylacji badanych
TSGs tylko nieznacznie byt wyzszy w grupie PTC.

Whnioski: Zmiany poziomu metylacji TSGs w gruczole tar-
czowym mozna uznac¢ za wczesne zdarzenie molekularne,
charakteryzujace nie tylko zmiany nowotworowe. Epigene-
tyczne modyfikacje analizowanych genéw moga mie¢ zna-
czenie funkcjonalne w procesie nowotworzenia w gruczole
tarczowym. Zjawisko to moze jednak reprezentowac
tzw. kancerogeneze ptaszczyznowa.

Introduction: Promoter hypermethylation of tumor sup-
pressor genes (TSGs) represents epigenetic mechanism of
their functional silencing. In primary papillary thyroid carci-
noma (PTC) epigenetic modifications were observed for sev-
eral TSGs, although there is a lack of such studies involving
normal thyroid tissue adjacent to PTC.

Aim: Answer to the question if TSG methylation is
a genetic alteration found only in the malignant thyroid tis-
sue or is it also present in the surrounding normal tissue.

Material and methods: Thyroid tissue samples from
patients with PTC obtained from the centre of primary lesion
and the adjacent noncancerous tissue, macroscopically
unchanged (n = 11).

Sodium bisulfite modification of DNA. Methylation-spe-
cific polymerase chain reaction (MS-PCR) using methylated
and unmethylated primers for 8 TSGs: ARHI, p16INK4A,
KCNQI, MEST, RASSFI1, SLC5A8, VHL, CDHI. Qualitative and
quantitative (Methylation Index, MI) assessment of MS-PCR
products in automated electrophoresis (using DNA LabChip
plates).

Results: Qualitative analysis revealed the presence of
methylated and nonmethylated alleles both in PTC and nor-
mal thyroid tissue for all genes, except one (KCNQI). The
highest methylation frequency was observed for ARHI,
CDHI, p16INK4A MEST and RASSFIA. Quantitative assess-
ment confirmed very high methylation level (MI values) for
ARHI and a little bit lower for CDHI and RASSFIA. Methyla-
tion levels of the studied TSGs were only slightly higher in
PTC group.

Conclusions: Alterations of TSG methylation levels in thy-
roid tissue may be considered as an early molecular event,
specific not only for cancerous lesions. Epigenetic modifi-
cations of these genes may be of functional importance for
thyroid carcinogenesis. On the other hand, it may be
explained by the concept of field cancerization.

82]

Overexpression of 17B-hydroxysteroid
dehydrogenase type 12 (HSD17B12)
correlates with poor prognosis in ovarian
cancer

Nadekspresja 173-dehydrogenazy steroidowej typu 12
(HSD17B12) jako niekorzystny rokowniczo marker raka
jajnika

Marta Szajnik’, Mirostaw Szczepanski’, Carmen Visus’,

Esther ElishaeV’, Diana Lenzner’, Marek Spaczynski,
Albert Deleo’, Theresa Whiteside’

1Ginekologiczno-Potozniczy Szpital Kliniczny, Uniwersytet
Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

2Katedra Immunologii Klinicznej, Uniwersytet Medyczny
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

3University of Pittsburgh Cancer Institute, USA

Introduction: There is growing evidence for the role of
17B-hydroxysteroid dehydrogenase (HSD17B) in the patho-
genesis and development of various hormone-dependent
carcinomas. The aim of the study was to correlate HSD17B
isoform 12 (HSD17B12) expression with clinicopathologic
outcome in patients with ovarian cancer and to determine
its role in growth and progression of this tumor.

Material and methods: Tumor specimens from 100
untreated patients with ovarian cancer were evaluated for
HSD17B12 by immunohistochemistry and correlated with
clinicopathologic characteristics, patient outcome and
5 year follow-up. Ovarian carcinoma cell lines OvCa, A2780
and AD10 were used in this study. In A2780 OvCa cell line
expressing HSD17B12, siRNA knockdown of the enzyme was
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performed and its effects on tumor cell proliferation and
Annexin V binding were determined.

Results: HSD17B12 expression was observed in all tumor
samples, but the staining intensity was variable. Normal
ovarian epithelium was negative. Patients with tumor show-
ing weak/moderate expression of HSD17B12 had a better
overall survival than those with strongly positive tumors
(p < 0.001). The time to first recurrence was longer for
patients with tumors with heterogenous staining relative
to patients with tumors that were uniformly positive
(p < 0.001). Upon silencing of HSD17B12, tumor cell growth
was inhibited (p < 0.005), and apoptosis of tumor cells
increased (p < 0.05). Arachidonic acid but not estradiol
reversed the growth inhibition mediated by HSD17B12
knockdown.

Conclusion: The overexpression of HSD17B12 is an inde-
pendent marker of poor survival in patients with OvCa.
Expression and function of this enzyme are essential for
OvCa progression.

Wstep: Istnieje coraz wiecej dowoddw potwierdzajacych
role 17B-dehydrogenazy steroidowej (HSD17B) w patoge-
nezie i rozwoju hormonozaleznych nowotworéw. Celem pra-
cy byta ocena ekspresji HSD17B isoformy 12 (HSD17B12),
a nastepnie korelacja z danymi klinicznopatologicznymi
pacjentek z rakiem jajnika oraz okreslenie roli HSD17B12 we
wzroscie i progresji guza.

Materiat i metody: Tkanki guza pobrano od 100 pacjen-
tek z pierwotnym rakiem jajnika. Za pomoca immunohisto-
chemii oceniono ekspresje HSD17B12 i nastepnie skorelo-
wano wyniki z danymi klinicznopatologicznymi i piecioletnia
obserwacja. Do badan funkcjonalnych uzyto linie raka jaj-
nika: A2780 | AD10. Oceniono proliferacje i apoptoze komo-
rek nowotworowych przed wyciszeniem genu HSD17B12 i po
wyciszeniu za pomocg SiRNA.

Wyniki: We wszystkich ocenionych tkankach raka jajni-
ka wykazano ekspresje HSD17B12, lecz z r6zng intensyw-
noscig. W zdrowej tkance jajnika nie wykazano ekspresji
HSD17B12. Pacjenci ze stabg lub umiarkowang ekspresja
HSD17B12 wykazywali istotnie statystycznie (p < 0.001) wyz-
sz catkowitg przezywalnos¢ w stosunku do pacjentéw z sil-
nie wyrazona ekspresja. Istotnie statystycznie dtuzszy czas
do pierwszej wznowy obserwowano u pacjentéw z hetero-
genng ekspresjg HSD17B12 (p < 0.001). Wyciszenie genu
HSD17B12 spowodowato zahamowanie proliferacji komo-
rek nowotworowych (p < 0.005) oraz wzrost liczby komo-
rek apoptotycznych (p < 0.05). Zastosowanie kwasu ara-
chidonowego, ale nie estradiolu przywraca proliferacje
komorek rakowych zahamowang przez wyciszenie
HSD17B12.

Whioski: Nadekspresja HSD17B12 jest niezaleznym i nie-
korzystnym rokowniczo markerem prognozny w raku jajni-
ka. Ekspresja i funkcja enzymu HSD17B12 jest niezbedna do

wzrostu i progresji guza.

(83]

Regulatory T cells in the microenvironment
of pleural effusion in lung cancer patients
and their impact on the course

Limfocyty T regulatorowe w mikroSrodowisku wysieku
optucnowego u chorych na raka ptuca oraz ich wptyw
na przebieg procesu nowotworowego

tukasz Spychalski', Joanna Budnda’, Halina Batura-GabryePl,
Jan Sikora’
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w Poznaniu
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Background: Treg cells are the subpopulation of T cells
that influence the development and progression of cancer.

Aim of the study: Evaluation of the lymphocytes, CD4*
cells, CD4*CD25* cells and Treg difference between malig-
nant effusion and study control likewise the determination
of relationship between Treg cells’ frequency and the dis-
ease status. Prognostic value of Treg frequency in the malig-
nant pleural effusion was analyzed.

Material and methods: Samples of pleural effusions from
76 patients were analyzed by conventional cytology. Bio-
logical materials were divided into three groups: malignant
pleural effusions with malignant cells (n = 30), effusions
without malignant cells (n = 21) and study control (n = 25).
The Treg levels (%) were measured utilizing a flow cytome-
try. The degree of disease advance was established accord-
ing to TNM lung cancer classification.

Results: There is a significant increased frequency of Treg
patients with malignant cells in pleural effusions (group )
compared to study control (2,68 +2,09% vs. 1,07 +0,78%;
p < 0.001) as well as in all patients regardless of absence or
lack of malignant cells in pleural effusions (group | + I
together) compared to study control (2,47 £2,17% vs. 1,07
+0,78%; p = 0.002). The data shown the association
between higher Treg cells level in pleural effusion and more
advanced disease stage. The highest frequency of Treg was
found out in patients with highest stage of the disease. In
patients who died during observation the negative correla-
tion was between Treg frequency and overall survival. When
alive patients were incorporated to that analysis significant
difference in overall survival was revealed between patient
with high and normal level of Treg (p = 0.035).

Conlusion: The data confirm the increase percentage of
Treg in microenvironment of malignant pleural effusion com-
pared to study control and the relationship between increase
level of Treg and disease stage and overall patients’ survival.
That results provide impetus to further investigate modula-
tion of Treg activity in lung cancer patients as part of therapy.

Wstep: Komorki T regulatorowe (Treg) sa subpopulacja

limfocytow T, ktére wptywaja na rozwo6j i progresje proce-
su nowotworowego.
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Cel pracy: Ocena réznic w zakresie odsetka limfocytow,
komérek CD4*, CD4*CD25% i Treg miedzy wysiekami nie-
nowotworowymi i wysiekami w przebiegu choroby nowo-
tworowej oraz okreslenie zaleznosci miedzy rozpowszech-
nieniem Treg a stopniem zaawansowania choroby
nowotworowej, a takze ocena ich wartosci prognostycznej

Materiat i metody: Badaniem objeto 76 chorych z wysie-
kiem w jamie optucnowej. Wysieki podzielono na trzy gru-
py: | — wysieki z obecnoscia komérek nowotworowych
(n = 30), Il —wysieki bez komérek nowotworowych (n = 21),
lll — grupa kontrolna (n = 25). Komarki Treg w wysiekach
oznaczano w badaniu cytometrycznym. Oceny stopnia
zaawansowania procesu nowotworowego dokonano na
podstawie klasyfikacji TNM dla raka ptuca.

Wyniki: Stwierdzono istotnie wyzsze wartosci odsetko-
we limfocytéw Treg w grupie | w poréwnaniu z grupg kon-
trolng (p < 0,001) oraz w grupie chorych z rozpoznaniem
raka niezaleznie od obecnosci badZ braku komérek nowo-
tworowych w wysieku (tj. tacznie grupy | + II) w poréwna-
niu z grupa kontrolna (p = 0,002). Zaobserwowano zwiek-
szanie sie odsetka Treg wraz ze wzrostem stopnia
zaawansowania choroby. W grupie pacjentéw zmartych
w trakcie obserwacji wykazano negatywna korelacje mie-
dzy odsetkiem Treg a czasem przezycia chorych. Po wta-
czeniu do analizy pacjentdw zyjacych uzyskano istotne sta-
tystycznie réznice w czasie przezycia miedzy chorymi
z wysokim i prawidtowym odsetkiem Treg (p = 0,035).

Whnioski: Dane potwierdzaja zwiekszony odsetek komoé-
rek Treg w wysieku nowotworowym w jamie optucnowe;j
oraz ich negatywny wptyw na czas przezycia chorych
i dostarczajg dowodéw na stusznosc dalszych badan sku-
pionych na modulowaniu aktywnosci Treg u chorych na raka
ptuca jako czesci terapii.

(84]

Optimization of purification method
of engineered spider silk for potential
application as anticancer drug carrier

Optymalizacja metody oczyszczania inzynierowanego
jedwabiu pajeczego, potencjalnego nosnika lekow
przeciwnowotworowych

Konrad Piekos’, Andrzej Mackiewicz*?,
Hanna Dams-Koztowska*?

IChair of Medical Biotechnology, Poznan University of Medical
Sciences

2Department of Cancer Diagnostic and Immunology, Greater
Poland Cancer Centre, Poznan

Background: Biomaterials made of engineered spider silk
(ESS) have great potential for medical applications (e.g.
regenerative medicine, drug carriers). ESS 15-mer is 15 fold
repeated consensus sequence of spider silk from N. clavipes.
15-mer protein is produced in bacteria and purified by two
alternative methods based on unusual silk properties as:
resistance to concentrated organic acids and high temper-
ature. Extraction with organic acid increases protein amount,

however, purified proteins show some cytotoxity and acti-
vate macrophages when tested at high concentration. Tox-
ity may be linked to contamination by lipopolysaccharides
(LPS). LPS are integral ingredients of the bacterial cell mem-
brane. Purification procedure of ESS needs to be optimized.

Aim of the study: Comparison of two methods of ESS
15-mer protein purification in respect of yield and cytotoxity.

Materials and methods: 15-mer protein production was
performed in bacteria Escherichia coli BLR. Protein was puri-
fied by extraction with Propionic acid. One of the methods
adopted an extra purification step in order to reduce LPS
content. Proteins were dialyzed, concentrated and analyzed
by SDS-PAGE. Purified proteins at concentration from 1 to
0.00001 mg/ml were used for cytotoxity (MTT) and
macrophage activation tests.

Results: Extra purification step decreased the yield of the
protein by 58% and elongated the procedure by 2 hours.
MTT test showed that 15-mer reduced the cells viability from
30to 42% at 1 mg/ml 15-mer concentration, however, there
was no significant difference between cytotoxicity of pro-
teins obtained by different methods. From the other hand,
protein obtained from extra purification step reduced
macrophage activation.

Conclusions: Application of extra purification procedure
is generally not profitable.

Wstep: Biomateriaty zbudowane z inzynierowanego paje-
czego jedwabiu (IPJ) maja duze potencjalne zastosowanie
w medycynie (m.in. medycyna regeneracyjna, nosniki
lekéw). Inzynierowany pajeczy jedwab 15-mer jest 15-krot-
nie powtoérzong sekwencja konsensusowa jedwabiu paje-
czego od pajaka N. clavipes. Produkcja biatka 15-meru pro-
wadzona jest w bakteriach, a do jego oczyszczania mozna
uzy¢ dwie alternatywne metody wykorzystujace nastepu-
jace wtasciwosci jedwabiu: odpornosé na stezone kwasy
organiczne lub na wysoka temperature. Dzieki ekstrakgji
w kwasie organicznym uzyskuje sie wiecej biatka, ktore
testowane w duzych stezeniach wykazuje niewielka cyto-
toksycznosc i aktywacje makrofagéw. Przyczyng tego moze
byt zanieczyszczenie lipopolisacharydem (LPS). Lipopolisa-
charydy stanowig integralny sktadnik zewnetrznej btony
komorkowej bakterii uzywanych w produkgji 15-meru. Opty-
malizacja procesu oczyszczania IP) ukierunkowana na reduk-
cje zawartosci LPS jest bardzo wskazana.

Cel pracy: Poréwnanie dwoch metod oczyszczania biat-
ka 15-meru pod wzgledem wydajnosci i cytotoksycznosci
produktu.

Materiat i metody: Produkcje biatka 15-meru jedwabiu
pajeczego przeprowadzano w bakteriach Escherichia coli
szczepu BLR. Biatko oczyszczano za pomocg metody eks-
trakcji w kwasie propionowym. W jednej z metod stoso-
wano dodatkowy etap oczyszczania, ktéry potencjalnie usu-
wa LPS. Nastepnie biatka poddawano kolejno dializie
i zageszczaniu, po czym analizowano metoda SDS-PAGE.
Oczyszczone biatka stosowano w testach cytotoksycznosci
(test MTT) oraz aktywacji makrofagéw w stezeniach od
1do 0,00001 mg/ml.

Wyniki: Dodatkowy etap oczyszczania biatka powodo-
wat spadek wydajnosci metody o 58% oraz wydtuzyt pro-
cedure o dodatkowe 2 godz. Test MTT wykazat, ze 15-mer
w stezeniach 1 mg/ml powoduje spadek zywotnosci komo-
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rek 0 30-42% niezaleznie od stosowanej metody oczysz-
czania. Z drugiej strony biatko dodatkowo oczyszczane redu-
kowato aktywacje makrofagow.

Whioski: Zastosowanie dodatkowego etapu oczyszcza-
nia IPJ jest nieracjonalne.

[85]
Designer hypercytokine IL-11 (H11) is

a biologically active molecule of great
potential for treatment of thrombocytopenia

Sztuczna hipercytokina IL-11 (H11) — aktywna
biologicznie molekuta o duzym potencjale leczenia
matoptykowosci

Hanna Dams-Koztowska*, Katarzyna Gryska’,

Eliza Kwiatkowska*, Andrzej Mackiewicz*

1Department of Cancer Diagnostic and Immunology, Greater
Poland Cancer Centre in Poznan

2Chair of Medical Biotechnology, Poznan University of Medical
Sciences

Background: Thrombocytopenia is a common problem
observed after chemo- or/and rdiotherapy in cancer patients.
Chemotherapy-induced thrombocytopenia may reduce the
frequency of drug dose and cause the treatment delays. The
major treatment of thrombocytopenia is platelet transfu-
sion. However, the transfusion may induce some side effects
e.g. allo-immunization. It is also limited by supply and cost.
Interleukin 11 (IL-11) is the only agent currently approved by
FDA for treatment of thrombocytopenia. We have con-
structed the Hyper interleukin 11 (H11) which is composed
of soluble IL-11 receptor alfa (sIL-11R) and IL-11. One of the
potential applications of H11 is treatment of thrombocy-
topenia and/or ex vivo platelet production.

Aim of the study: Production, purification and analysis
of biological activity of H11 including role at megakaryocy-
topoesis.

Material and methods: H11 protein was produced in bac-
ulovirus expression system and then was purified by using
ion exchange chromatography. The H11 activity was tested
in three independent assays: induction of acute phase pro-
teins, stimulation of B9 and Baf/3-gp130 cells proliferation.
The role of H11 at megakaryocytopoesis was analyzed by
flow cytometry.

Results: The yield of H11 after production and purifica-
tion was 525 g per liter of supernatant from infected insect
cells. H11is a biologically active protein: it induced acute
phase protein and stimulated proliferation of B9 i Baf/3-
gp130 cells. The plateau of B9 proliferation was observed
for IL-11 when tested at concentration of 32 000 pM, while
for H11 at 6.25 pM. The induction of Baf/3-gp130 directly
indicated that both H11 subunits are biologically active.
Moreover, H11 is involved in proliferation and differentiation
of human progenitors cells when tested at megakaryocyte
development process.

Conclusions: H11 protein is biologically active molecule
of great potential to treat thrombocytopenia.

Wstep: Matoptytkowos¢ jest czesto obserwowana u cho-
rych na nowotwory poddanych chemioterapii i/lub radiote-
rapii. Zmniejszenie liczby ptytek ogranicza stosowanie dawek
terapeutycznych lekéw badz opdznia kolejne cykle leczenia.
Gtéwna forma zapobiegania i/lub leczenia matoptytkowo-
sci jest transfuzja ptytek krwi. Transfuzja jednak moze
wywotywac reakcje niepozadane, np. autoimmunizacje. Pro-
blemem jest tez ograniczona dostepnos¢é materiatu do prze-
toczen, a takze wysoki koszt. Interleukina 11 (IL-11) jest
dotychczas jedynym lekiem zatwierdzonym przez FDA zapo-
biegajacym trombocytopenii. W naszym laboratorium skon-
struowalismy sztuczna cytokine hiperinterleukine 11 (H11),
ktora powstata poprzez potgczenie rozpuszczalnego recep-
tora IL-11 (sIL-11R) z cytoking IL-11. Jednym z potencjalnych
zastosowan H11 jest leczenie trombocytopenii i/lub wyko-
rzystanie do produkcji ptytek ex vivo.

Cel pracy: Produkcja, oczyszczanie i ocena aktywnosci
biologicznej H11 m.in. w szlaku megakariocytalnym.

Materiat i metody: Biatko H11 produkowano w systemie
bakulowirusowym, a nastepnie oczyszczano, stosujac chro-
matografie jonowymienna. Aktywnos¢ HI11 oceniano
w trzech testach in vitro: aktywacji biatek ostrej fazy, sty-
mulacji proliferacji komorek B9 i Baf/3-gp130. Aktywnosé
H11 w szlaku megakariocytalnym analizowano przy uzyciu
cytometrii przeptywowej.

Wyniki: Wydajnos¢ produkcji i oczyszczania biatka H11
wynosita 525 g z litra pozywki znad infekowanych komarek
owadzich. H11 jest aktywna biologicznie: indukuje biatka ostre]
fazy oraz stymuluje komarki B9 i Baf/3-gp130. Najwieksza
liczbe komarek w tescie proliferacji linii B9 obserwowano przy
stymulacji 32 000pM IL-11, podczas gdy dla H11 przy stezeniu
6,25 pM. Stymulacja komérek Baf/3-gp130 wskazuje bezpo-
Srednio na aktywnos¢ obu podjednostek biatka H11. Analiza
aktywnosci H11 w szlaku megakariocytalnym swiadczy o jej
zaangazowaniu zaréwno w proliferacje, jak i réznicowanie
wczesnych komarek progenitorowych.

Whioski: Biatko H11 jest aktywng biologicznie molekuta
o olbrzymim potencjale leczenia matoptytkowosci.

[86]

Potential application of engineered spider
silk proteins for targeted cancer therapy

Potencjalne zastosowanie biatek hybrydowych
inzynierowanego jedwabiu pajeczego w celowanej
terapii nowotworow

Anna Florczak*, Violetta Filas’, Andrzej Mackiewicz**,
Hanna Dams-Koztowska**

INanoBioMedical Centre, Faculty of Physics, Adam Mickiewicz
University in Poznan

2Department of Cancer Pathology, Greater Poland Cancer
Centre in Poznan

3Department of Cncer Diagnostics and Immunology, Greater
Poland Cancer Centre in Poznan

4Chair of Medical Biotechnology, Poznan University of Medical
Sciences

Background: The unique mechanical properties of spi-
der silk plus biocompatibility and biodegradability enables
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its potential applications in medicine. The assembly and
processing of engineered spider silk (ESS) proteins into bio-
materials has been at the recent focus. ESS sequences are
based on the repeated consensus motives of their natural
equivalents. Furthermore, the engineered silk proteins can
be modified in order to gain a new function. Hybrid proteins
besides silk structural domains contain also functional
domain recognizing cell receptors, what further expand their
potential application at targeted therapy.

Aim: Development of construction, production and purifi-
cation methods of hybrid spider silk proteins with potential
use in targeted anticancer therapy.

Material and methods: Synthetic spider silk construct
and its fusion variants were obtained using standard mol-
ecular biology techniques. The engineered 15mer protein
(comprising 15 repeats of consensus sequence MaSpl
derived from N. clavipes spider) and hybrid proteins (15mer
fused with Her2 receptor binding domains H2.1 and H2.2)
were produced in bacterial expression system. Proteins were
purified using organic acid extraction method. Obtained spi-
der silks were tested using SKOV3 cell line at Her2 receptor
binding assay. The presence of Her2 receptor on SKOV3 cell
surface was confirmed by immunohistochemical analysis.

Results: 15mer constructs and hybrid constructs 15X-H2.1,
H2.1-15X, 15X-H2.2, H2.2-15X were obtained. Different pro-
tein variants were produced and purified. Preliminary tests
indicated increased level of hybrid proteins bounding to the
SKOV3 cells comparing to control protein.

Conclusions: Preliminary results encourage further
exploiting the possibilities of hybrid spider silk proteins appli-
cation in targeted cancer therapy. Hybrid silk proteins, which
on the one hand assemble in morphological form (e.g.
spheres) and on the other hand recognize cell receptors, are
potential drug carriers.

Wstep: Unikalne wtasciwosci mechaniczne jedwabiu
pajeczego a przy tym biodegradowalnos¢ i biokompatybil-
nos¢ umozliwiaja potencjalne jego wykorzystanie w medy-
cynie. Obecnie inzynierowane biatka jedwabiu pajeczego
sg stosowane do tworzenia biomateriatéw. Ich sekwencje
sg wielokrotnie powtarzanymi motywami konsensusowy-
mi biatek naturalnych. Ponadto, biatka inzynierowane moz-
na konstruowac tak, aby nada¢ im ,nowe” funkcje. Tech-
nologia biatek hybrydowych wyposazonych procz jedwabnej
domeny strukturalnej w domene funkcyjnga rozpoznajaca
receptory komoérkowe stwarza potencjalne mozliwosci wyko-
rzystania w terapiach celowanych.

Cel pracy: Opracowanie technologii konstrukcji, produk-
¢ji i oczyszczania hybrydowych biatek jedwabiu pajeczego
o potencjalnym zastosowaniu w celowanych terapiach prze-
ciwnowotworowych.

Materiat i metody: Konstrukty sztucznego jedwabiu paje-
czego oraz jego fuzyjne warianty otrzymano dzieki stoso-
waniu standardowych technik biologii molekularnej. Inzy-
nierowane biatko jedwabnego 15-meru (zawierajace 15
powtorzen sekwencji konsensusowej biatka MaSpl od paja-
ka N. clavipes) oraz biatka hybrydowe (fuzja 15-meru z dome-
nami rozpoznajacymi receptor HER2 tzw. H2.1i H2.2) pro-
dukowano w bakteryjnym systemie ekspresyjnym. Biatka
oczyszczano poprzez ekstrakcje w kwasie organicznym. Uzy-
skane jedwabie analizowano w tescie wigzania do recep-

tora Her2 na powierzchni komaérek SKOV3. Obecnos¢ recep-
tora Her2 na SKOV3 oceniono immunohistochemicznie.

Wyniki: Otrzymano konstrukty zawierajace 15mer oraz
konstrukty hybrydowe 15X-H2.1, H2.1-15X, 15X-H2.2, H2.2-
15X. Wyprodukowano i oczyszczono wszystkie warianty bia-
tek. Pilotazowe testy wigzania do komérek SKOV3 wykaza-
ty wieksze wiagzanie biatek hybrydowych niz biatka
kontrolnego.

Whioski: Wstepne wyniki zachecaja do dalszego eksplo-
rowania mozliwosci wykorzystania hybrydowych biatek
jedwabiu pajeczego w celowanej terapii przeciwnowotwo-
rowej. Hybrydowy jedwab, ktéry z jednej strony tworzy
strukture (np. sfery), a z drugiej rozpoznaje receptory koméor-
kowe jest potencjalnym nosnikiem lekow.
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Estimation status of endothelium in women
with breast cancer

Ocena stanu $rédbtonka naczyniowego u kobiet
chorych na raka piersi

Anna Thielemann’, Zygmunt Kopczynski',
Sylwia Grodecka-Gazdecka®

1Department of Laboratory Diagnostics, Poznan University

of Medical Sciences
2Department of Oncological Surgery, Department of Oncology,
Poznan University of Medical Sciences

Background: The endothelium plays important role in
pathology many disease. It prove, that dysfunction of
endothelium is reason of generation of thrombus, sclerosis
and changes of blood vessels in hypertension. However,
influence of endothelium dysfunction for evolution of sol-
id cancer tumors and metastasic lesions is not explained
so far. It as assumed, that changes of quantitative forms of
soluble adhesion molecules can be tied with dysfunction of
endothelium in tumor process.

Aim of the study: The aim of the study was to ascertain
the value of assessment of VEGF, sVEGFR-1, sVEGFR-2,
sICAM-1 and sVCAM-1 levels in serum in women with pri-
mary breast cancer and its correlations with disease stage,
histological malignancy, status of axillary lymph nodes and
the size of primary tumor.

Material and methods: The group of 103 patients with
primary breast cancer who didn’t underwent surgery was
selected. Patient’s age ranged from 29 to 89 years old. All
patients were treated in the Oncological Surgery Depart-
ment, Poznan University of Medical Sciences. The 40 healthy
women age from 24 to 75 formed a control group.

The assessment of concentration of VEGF, sVEGFR-1,
SVEGFR-2 and soluble form of the vascular endothelial adhe-
sion molecule sVCAM-1 and soluble form of intercellular
adhesion molecule sICAM-1 was performed in serum by an
enzyme- linked immunosorbent assay ELISA (R&D Systems).

Results: The results of the study suggested that the lev-
el of VEGF, sVEGFR-1,sVEGFR-2 and sVCAM-1 and sVCAM-
2 in women with breast cancer was significantly higher than
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in serum of healthy women. The statistical analysis showed
a significant difference between VEGF,sVEGFR-1, sVEGFR-
2 and sVCAM-1,2 level in control group comparing to women
with breast cancer in stages I, Il and Il of clinical disease
advancement. The similar correlation was found between
all parameters levels and the size of primary tumor. Signif-
icant differences were also found in group of women with
metastases to the lymph nodes and women with no metas-
tases.

Conclusions: The results of the study suggested that the
concentration of the VEGF, sVEGFR-1,sVEGFR-2 and sICAM-
1 and sVCAM-1 can be involved in the disturbance of the
endothelium function in women with breast cancer.

Wstep: Srodbtonek naczyniowy odgrywa wazng role
w patologii wielu choréb. Uszkodzenie srodbtonka jest przy-
czyna powstawania zakrzepdw, miazdzycy oraz zmian naczy-
niowych w przebiegu nadcisnienia. Zmiany ilosciowe sub-
stancji produkowanych przez endotelium moga takze wigzac
sie z dysfunkcja srodbtonka naczyniowego u chorych na
raka.

Cel pracy: Celem badan byta ocena stanu érédbtonka
naczyniowego u chorych na raka piersi poprzez oznaczanie
czynnikéw produkowanych przez endotelium: czynnika
wzrostu srodbtonka naczyniowego (vascular endothelial
growth factor — VEGF), rozpuszczalnych receptoréw sVEGFR-1
i SVEGFR-2 oraz czasteczek adhezyjnych: sSICAM-1i sVCAM-L
W ocenie tej uwzgledniono takie czynniki rokownicze, jak:
zaawansowanie kliniczne choroby, stopien ztosliwosci histo-
logicznej, stan weztéw chtonnych pachowych oraz wielkosé
guza pierwotnego.

Materiat i metody: Oceny stezer badanych wskaznikéw
VEGF, sVEGFR-1i sVEGFR-2, sVCAM-1 i sICAM-1 dokonano
w surowicy 103 kobiet chorych na raka piersi w wieku 29—
89 lat przed zabiegiem chirurgicznym, leczonych w Kate-
drze i Klinice Onkologii Uniwersytetu Medycznego im. Karo-
la Marcinkowskiego w Poznaniu. Grupe kontrolng stanowi-
ty surowice 40 kobiet zdrowych w wieku 2475 lat. Stezenia
badanych parametréw oznaczano metoda ELISA.

Wyniki: Wykazano istotnie wieksze stezenia VEGF, recep-
toréw sVEGFR-11 sVEGFR-2, oraz rozpuszczalnych czastek
adhezyjnych sVCAM-1i sICAM-1 u kobiet chorych na raka
gruczotu piersiowego w poréwnaniu z grupa referencyjna.
Wraz ze wzrostem stopnia zaawansowania klinicznego cho-
roby wzrastaty istotnie stezenia biatka VEGF, receptoréw
SVEGFR-11i SVEGFR-2 oraz czastek sVCAM-1 i sSICAM-1. Podob-
na kierunkowos¢ zmian obserwowano miedzy srednim ste-
zeniem badanych czgsteczek a wielkoscig guza. Rdznice
istotnie statystyczng dla VEGF, receptoréw sVEGFR-1
i SVEGFR-2 oraz sVCAM-1 i sICAM-1 wykazano w grupie
kobiet chorych na raka piersi z przerzutami i bez przerzu-
tow do weztdw chtonnych pachowych.

Whioski: U kobiet chorych na raka gruczotu piersiowego
wykazano ilosciowe zmiany stezenia badanych parametrow
VEGF, receptoréw sVEGFR-1i sVEGFR-2 oraz czastek sVCAM-1
i sICAM-1. Zaobserwowane zmiany wskazuja na zaburzenia
funkcji srodbtonka naczyniowego u chorych na raka piersi.
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Development of the recombinant protein
Hyper-IL-11 production and analysis its
biological activity

Opracowanie metody produkcji rekombinowanego
biatka sztucznej cytokiny Hyper-IL-11 oraz analiza
Jjego aktywnosci biologicznej
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Hanna Dams-Koztowska?’,
Eliza Kwiatkowska-Borowczyk®’, Katarzyna Lamperska’
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2Department of Cancer Immunology, Faculty of Medical
Biotechnology, Poznan University of Medical Sciences

3Department of Diagnostics and Cancer Immunology, Great
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Background: Hyper-IL-11 (H11) is a fusion protein coded
by cDNA fragment, which was constructed by linkage of
IL-11 nucleotides sequence with the sequence of its soluble
receptor (sIL-11Ra). The fusion protein H11 affects directly
gp130 receptor on the cell surface increasing the probabil-
ity of the cell reaction. H11 influences also the cells, which
do not express IL-11Ra.. The recombinant IL-11 is approved
as a drug for prevention severe thrombocytopenia follow-
ing chemotherapy.

Aim of the study: The effective method of production and
purification of biological active H11 will enable further
research, both in vitro and in vivo, connected with its poten-
tial application in thrombocytopenia prevention and treat-
ment.

Material and methods: H11-Histag protein was purified
from Mich2/AdH11-Histag cells supernatant using the affin-
ity chromatography method. Two functional tests were per-
formed to analyse the biological activity of the purified pro-
tein: Baf/3/gp130 cells proliferation test and a/ACT expression
by HepG2 cells.

Results: The purified H11-Histag was obtained using the
suitable concentration of imidazole in the particular steps
of purification process. Baf/3/gp130 proliferation test showed
that the biological activity of stimulated cells by purified
H11-Histag compared to unstimulated cells increased. The
biological activity of the purified H11-Histag was confirmed
in the second test, in which HepG2 cells expressed o ACT in
the dose-dependent manner after the purified H11-Histag
treatment.

Conclusions: The production and purification methods
used in the project allow to obtain the biological active H11-
Histag protein. The received amount of the purified protein
will enable its functional analysis and further research con-
nected to potential usage in prevention and treatment of
thrombocytopenia.

Wstep: Czasteczka Hyper-IL-11 (H11) jest biatkiem fuzyj-
nym bedacym potaczeniem interleukiny 11 (IL-11) z frag-
mentem jej rozpuszczalnego receptora a. Biatko fuzyjne H11
bezposrednio wiaze sie do gp130, zwiekszajac prawdopo-
dobienstwo odpowiedzi komérki na bodziec. Fuzyjne biat-
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ko oddziatuje réwniez na komorki, ktére nie wykazujg obec-
nosci IL-11Ra.. Rekombinowana IL-11 zostata zaakceptowa-
na przez FDA jako lek stosowany u chorych z trombocyto-
penig po chemioterapii.

Cel pracy: Opracowanie metody wydajnej produkcji
i oczyszczania aktywnego biologicznie rekombinowanego
biatka Hyper-IL-11 umozliwi prowadzenie dalszych badan,
rowniez in vivo, nad zastosowaniem H11 w profilaktyce
i leczeniu trombocytopenii.

Materiat i metody: Biatko H11-Histag wydzielane do
pozywki przez modyfikowane komérki Mich2/AdH11-Histag
oczyszczano, wykorzystujac metode chromatografii powi-
nowactwa. Ocene jego aktywnosci biologicznej in vitro prze-
prowadzono za pomoca dwoch testéw funkcjonalnych okre-
Slajacych stopien proliferacji komodrek Baf/3/gp130 oraz
ekspresje a ACT przez komérki HepG2 pod wptywem sty-
mulacji oczyszczonym H11-Histag.

Wyniki: Stosujgc odpowiednie stezenie imidazolu na
poszczegélnych etapach oczyszczania, otrzymano H11-Histag
w czystej postaci. Test proliferacji komorek Baf/3/gp130
wykazat wzrost aktywnosci biologicznej komérek stymulo-
wanych oczyszczonym H11-Histag w poréwnaniu z komor-
kami niestymulowanymi. Test indukcji wydzielania a ACT
przez komorki HepG2 potwierdzit aktywnosé biologiczng
0czyszczonego biatka.

Whioski: Zastosowane metody produkcji i oczyszczania
umozliwiajg otrzymanie aktywnego biologicznie biatka H11-
Histag w ilosciach warunkujacych przeprowadzenie jego
analizy funkcjonalnej oraz dalszych badan zwigzanych
z potencjalnym wykorzystaniem w profilaktyce i leczeniu
trombocytopenii.

(89]

Expression of different insulin-like growth
factor 1 (IGF-1) mRNA isoforms in colorectal
cancer

Ekspresja réznych izoform mRNA insulinopodobnego
czynnika wzrostu 1 (IGF-1) w raku jelita grubego

Aldona Kasprzak', Witold Szaflarski®, Jacek Szmeja’,
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Background: The factors known to stimulate normal and
abnormal growth of intestinal epithelial cells include IGF-1
and IGF-2. Human /GFI gene is composed of 6 exons and
demonstrated expression of 6 different splice variants (iso-
forms) of MRNA, e.g. |, I, A, B, C. Exons 1 and 2 are used
interchangeably, and constitute classes | and II, respective-
ly. Exons 3 and 4 are invariants. The expression and

nucleotide composition of exons 5 and 6 determine class-
es A, B, C within IGF-1-1 or IGF-1-1I. IGF-1 expressed from dif-
ferent mRNA variants may impact on the proliferation lev-
el of neoplastic cells.

Aim of the study: expression of different isoforms of IGF-1
mMRNA in human adenocarcinoma of the colon and adjacent
normal colon tissue.

Material and methods: 13 paired tissue specimens (col-
orectal tumor and nontumor tissues) were obtained by sur-
gical treatment (12 adenocarcinomas and one adenocarci-
noma in situ). The samples were analyzed using both
quantitative PCR (QPCR) and immunocytochemistry meth-
ods. The expression of all classes of IGF-1 mRNA (I, II, A, B,
C) were measured and presented as a fold change between
cancerous and control tissue.

Results: Expression of class I IGF-1 increased in 6 patients
with adenocarcinoma and in 6 decreased (the patients with-
out fold changes not counted). The level of class Il increased
in 7 and decreased in 4 cases. As continued, the class A, B
and C represented the following fold changes: 8 up, 4 down,
7 up, 3 down, 5 up, 7 down, respectively. Furthermore a sig-
nificant Spearman’s rank correlation was found between class
I and A, and between Il and C analized isoforms of IGF-1.
Immunocytochemical study showed variable intensity of
cytoplasmic and nuclear expression of IGF-1in 9/13 patients.

Conclusions: The expression of different IGF-I isoforms
is varied between normal and neoplastic tissues of the colon
but any of them predominates in examined adenocarcino-
ma specimens. Furthermore, positive correlations between
class I'and A, and between Il and C indicate that they form
IGF-1-1A and IGF-1-1IC transcripts in the cell but their pres-
ence is observed in control as well as in cancer cells.

Wstep: Do poznanych czynnikéw stymulujacych nor-
malny i patologiczny wzrost komoérek nabtonka jelitowego
zaliczaja sie IGF-1i IGF-2. Ludzki gen /GF-1 zbudowany jest
z 6 eksonow, ktére w wyniku splicingu daja ekspresje 6 r6z-
nych wariantow (izoform) mRNA, tj. 1, II, A, B, C. Eksony 11 2
wystepuja zamiennie i tworzg odpowiednio klasy I'i Il. Eks-
ony 34 sa niezmienne. Ekspresja i sktad nukleotydéw eks-
ondéw 5 i 6 determinujg tworzenie klas A, B i C w obrebie
IGF-1-1 lub IGF-1-I1. IGF-1 eksprymowany z réznych warian-
tow mRNA moze mie¢ wptyw na poziom proliferacji komo-
rek nowotworowych.

Cel pracy: Ekspresja réznych izoform mRNA IGF-1 w gru-
czolakoraku jelita grubego i towarzyszacej zdrowej tkance
jelita.

Materiat i metody: Trzynascie par materiatu tkankowe-
go (guzy jelita grubego i kontrola) uzyskane w czasie ope-
racji (12 gruczolakorakow i 1 adenocarcinoma in situ). Mate-
riat tkankowy badano z zastosowaniem ilosciowej metody
PCR (QPCR) i immunocytochemii. Ekspresje wszystkich klas
mRNA IGF-1 (I, II, A, B, C) mierzono i prezentowano jako
zmiane poziomu ekspresji w tkance nowotworowej w sto-
sunku do kontrolnej.

Wyniki: Ekspresja klasy | IGF-1 wzrosta u 6, a zmalata
u 6 pacjentéw z adenocarcinoma (pacjenci bez zmian w eks-
presji nie byli brani pod uwage). Zwiekszony poziom eks-
presji klasy Il obserwowano u 7, a zmniejszony u 4 pacjen-
tow. Kontynuujac, zmiany poziomu ekspresji klas A, B'i C
prezentowaty sie odpowiednio: w 8 przypadkach wzrost,
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aw 4 spadek, w 7 wzrost i w 3 spadek, w 5 przypadkach
wzrost i w 7 spadek. Istotna statystycznie korelacje Spear-
mana wykazano pomiedzy ekspresjg klasy l'i Aoraz Il'i C
izoform IGF-1. Badania immunocytochemiczne wykazaty
zmienng w nasileniu cytoplazmatyczng i jadrowa ekspresje
biatka IGF-1 u 9/13 pacjentow.

Whioski: Ekspresja réznych izoform IGF-1 r6zni sie pomie-
dzy prawidtowa i nowotworowa tkanka jelita grubego, choc
zadna z izoform nie dominuje w badanych przypadkach ade-
nocarcinoma. Pozytywna korelacja pomiedzy klasami I'i A,
oraz Il i C wskazuje, ze tworza one transkrypty IGF-1-IA oraz
IGF-1-11C, ale ich obecnos¢ jest zaréwno w tkance kontrol-
nej, jak i zmienionej nowotworowo.

[90]

Alterations of insulin-like growth factor 1
(IGF-1) and estradiol levels in chronic
hepatitis C

Zmiany w stezeniach insulinopodobnego czynnika
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Background: Chronic hepatitis C (CHC) currently is
thought to represent the most important risk factor of pri-
mary hepatocellular carcinoma (HCC). The factor known to
stimulate hepatocytes proliferation and inhibit apoptosis
includes insulin-like growth factor 1 (IGF-1). Deregulation of
IGF-1 production and decreased hepatic estrogen levels were
associated with the development of HCC in hepatitis C virus
(HCV) infected cirrhotic patients.

Aim of the study: was to determinate serum levels of
IGF-1, insulin and 17-B estradiol (17-BE) and potential corre-
lations with other markers of the liver injury in HCV-infect-
ed patients.

Material and methods: 30 anti-viral treatment-naive CHC
patients and 10 healthy subjects. HCV infection was con-
firmed by presence of anti-HCV and HCV-RNA in serum.
Serum levels of IGF-1, insulin and of 173 E were tested using
ELISA method.

Results: Serum levels of IGF-1 and 173 E were significantly
lower in CHC patients than in controls, and insulin level were
similar in both groups. Lower IGF-1 level (but not of 17BE)
was observed in cirrhotic CHC patients in comparison to
noncirrhotic ones. Decreased serum level of IGF-1 was asso-
ciated with more advanced staging and liver steatosis, high-

er levels of AFP and y-globulins, and of AST activity in CHC
patients. Insulin and 17-BE levels positively correlated with
patient’s age. Positive correlation was observed between
insulin level and staging, liver steatosis and of y-globulins
in CHC patients. Negative correlation between IGF-1 and
insulin levels was present only in HCV infected patients.

Conclusions: Decreased mean IGF-1 levels, and increased
levels of insulin better than estradiol serum levels charac-
terize stages of progression of liver injury, especially stag-
ing and liver steatosis in CHC patients.

Wstep: Przewlekte zapalenie watroby typu C (chronic
hepatitis C — CHC) uwazane jest aktualnie za najwazniejszy
czynnik ryzyka rozwoju pierwotnego raka watroby (hepa-
tocellular carcinoma —HCC). Do poznanych czynnikdw sty-
mulujacych proliferacje hepatocytéw i hamujacych ich apop-
toze nalezy m.in. insulinopodobny czynnik wzrostu 1
(insulin-like growth factor 1—IGF-1). Zaburzenia regulacji
produkcji IGF-1izmniejszone watrobowe stezenia estroge-
néw wigzano z rozwojem HCC u pacjentéw z marskoscia
watroby na tle zakazenia wirusem C zapalenia watroby
(HCV).

Cel pracy: Okreslenie surowiczych stezen IGF-1, insuliny
i 17-B-estradiolu (178 E) oraz potencjalnych zaleznosci z inny-
mi wyktadnikami uszkodzenia watroby u pacjentow z prze-
wlektym zakazeniem HCV.

Materiat i metody: Materiat stanowito 30 nieleczonych
przeciwwirusowo pacjentéw z CHC i 10 zdrowych osobni-
kéw. Zakazenie HCV zostato potwierdzone obecnoscia anty-
HCV oraz HCV RNA w surowicy. Stezenia surowicze IGF-1,
insuliny i 17-BE oceniono z zastosowaniem metody ELISA.

Wyniki: Surowicze stezenia IGF-1117-BE byty znamien-
nie mniejsze u pacjentéw z CHC w poréwnaniu z kontrola,
a insuliny byto podobne w obu grupach. Mniejsze stezenie
IGF-1 (ale nie 17-BE) obserwowano u pacjentéw z marsko-
Scig watroby na tle CHC w poréwnaniu z pacjentami bez
oznak marskosci watroby. Zmniejszone stezenie IGF-1 byto
zwigzane z bardziej zaawansowanym witéknieniem i sttusz-
czeniem watroby, wiekszymi stezeniami a-fetoproteiny
(AFP), y-globulin i wieksza aktywnoscig AST u pacjentow
z CHC. Surowicze stezenie insuliny oraz 17-BE byto pozy-
tywnie skorelowane z wiekiem pacjenta. Pozytywna kore-
lacje obserwowano pomiedzy stezeniem insuliny i zaawan-
sowaniem wtéknienia (staging), sttuszczeniem watroby
i y-globulin u pacjentéw z CHC. Negatywna zaleznos¢ pomie-
dzy stezeniem IGF-1i insuliny wykazano tylko u pacjentow
z zakazeniem HCV.

Whnioski: Zmniejszone stezenia IGF-1 i zwiekszone insu-
liny lepiej niz 17-BE odzwierciedlajg progresje zmian
w watrobie, zwtaszcza zaawansowanie wtdknienia (staging)
i sttuszczenia narzadu u pacjentéw z CHC.
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[91]
HO-1 expression in squamous cell carcinoma

Ekspresja HO-1 w raku ptaskonabtonkowym

Agata Szade, Paulina Stala, Krzysztof Szade,
Halina Was, Jozef Dulak, Alicja J6zkowicz
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Biophysics and Biotechnology, Jagiellonian University, Krakow

Squamous cell carcinoma is a heterogeneous group of
aggressive cancers of not yet clear pathogenesis. Heme oxy-
genase-1 (HO-1), enzyme which catalyses the breakdown
of heme, was shown to have cytoprotective, anti-apoptot-
ic, anti-inflammatory and proangiogenic activities. Hepato-
cyte growth factor (HGF) influences cancer invasiveness. It
was also demonstrated to induce the expression of HO-1in
the mouse model of severe acute renal failure.

The aim of this study was to investigate whether stim-
ulation with HGF can influence the HO-1 expression in squa-
mous cancer cells.

Murine squamous cell carcinoma cell line SCC VIl cells
were treated with HGF or HO-1 inducers: hemin and cobalt
protoporphyrin (CoPPIX). Expression of genes involved in
HO-1 pathway: HO-1, biliverdin reductase (BVR), and ferritin
(FTH—heavy chain and FTL - light chain) and HGF pathway:
HGF, MET (receptor for HGF), Kunitz-type protease inhibitor-
1and-2 (SPINT1 and SPINT2) was measured by real-time
PCR. Additionally, stably transduced cell lines overexpress-
ing luciferase (luc) HO-1, HGF and MET were established. In
these cell lines expression of HO-1 was evaluated by real-
time PCR, Western blot, immunocytofluorescence and
ImageStream analysis.

No significant effect of HGF on expression of HO-1-
associated genes was found, regardless of time of treat-
ment, although we found a strong and dose-dependent
induction of HO-1 mRNA in response to hemin and CoPPIX
with maximal fold of induction after 6 and 24 hours, respec-
tively. Overexpression of introduced genes (luc, HO-1, HGF,
MET) in established cell lines was confirmed.

In conclusion: quantitative analysis of mRNA suggests
that expressions of genes of HGF and HO-1 pathways are
not mutually regulated in squamous cell carcinoma cell line.

Rak ptaskonabtonkowy to niejednorodna grupa agre-
sywnych nowotworéw o nie do konca wyjasnionej patoge-
nezie. Oksygenaza hemowa 1 (heme oxygenase-1—HO-1) —
enzym, ktéry katalizuje rozktad hemu wykazuje dziatanie
cytoprotekcyjne, antyapoptotyczne, przeciwzapalne i pro-
angiogenne. Czynnik wzrostu hepatocytow (hepatocyte
growth factor — HGF) wptywa na inwazyjnos¢ nowotworu.
Wykazano réwniez, ze indukuje ekspresje HO-1 w mysim
modelu ostrej niewydolnosci nerek.

Celem niniejszej pracy byto zbadanie, czy stymulacja HGF
moze mie¢ wptyw na ekspresje HO-1 w komérkach raka pta-
skonabtonkowego.

Komorki mysiej linii raka ptaskonabtonkowego SCC VIl
stymulowano HGF lub induktorami HO-1: hemina i proto-
porfiryng kobaltu (CoPPIX). Metodg reakcji tancuchowej poli-
merazy (polymerase chain reaction — PCR) w czasie rzeczy-

wistym zbadano ekspresje genéw zaangazowanych w szlak
HO-1: HO-1, reduktazy biliwerdyny (biliverdin reductase —
BVR) oraz ferrytyny (FTH —tancuch ciezki i FTL —tancuch lek-
ki) oraz sciezki HGF: HGF, MET (receptora HGF), inhibitora
proteaz Kunitza typu 112 (SPINT1i SPINT2). Dodatkowo
wyprowadzono stabilnie stransdukowane linie komérek
z nadekspresja lucyferazy (Luc), HO-1, HGF i MET. W tych
liniach ekspresja HO-1 zostata sprawdzona metodami PCR
w czasie rzeczywistym, Western Blot, barwieniem immu-
nocytofluorescencjnym oraz analiza cytometryczng z wyko-
rzystaniem technologii ImageStream.

Nie stwierdzono istotnego wptywu HGF na ekspresje
gendw HO-1, niezaleznie od czasu stymulacji, pomimo silnej
i zaleznej od dawki indukcji mRNA HO-1 w odpowiedzi na
hemine i CoPPIX, z maksymalng indukcjg odpowiednio
po 6 i 24 godz. Potwierdzono nadekspresje gendw Luc,
HO-1, HGF, MET w wyprowadzonych liniach komérkowych.

Podsumowujac — analiza ilosciowa ekspresji na pozio-
mie mRNA sugeruje, ze Sciezki HGF i HO-1 nie s3 wzajem-
nie regulowane w linii komérkowej raka ptaskonabtonko-
wego.
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Cytotoxicity of different purine analogs
combined with alkylating agent and/or
monoclonal antibody in CLL cells

Cytotoksycznos¢ analogéw purynowych oraz
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Background: Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is char-
acterized by a severe imbalance between cell proliferation
and apoptosis. The strong variability of the clinical course
of CLL and outcome of anticancer therapy are major prob-
lems in the curing of this disease. Among new therapies of
this hematologic neoplasm, much attention is paid to treat-
ment with apoptosis-promoting agent(s). The development
of the personalized medicine based on the individual CLL
patient’s profiles could increase the rate of complete remis-
sion and progression-free survival.

Aim of the study: The aim of this study was to determine
under ex vivo conditions the sensitivity of leukemic cells to
conventional purine analogs (cladribine, fludarabine) alone
and combined with mafosfamide or rituximab as well as to
a new purine analog — roscovitine (ROSC) and to evaluate the
apoptosis-inducing potential of the combined treatment.
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Material and methods: The biological effects of tested
agents on CLL cells were determined by several comple-
mentary tests. The reduction of the number of living
leukemic cells during the course of treatment was exam-
ined by Vybrant Apoptosis Assay #4. Chromatin changes
were monitored by differential scanning calorimetry (DSC)
of nuclear fraction isolated from examined cells and DNA
damage by comet assay. Changes in the status of selected
regulators of apoptosis were assessed by immunoblotting.

Results: DSC revealed a marked decrease or even com-
plete loss of thermal transition at 95 +3°C in the profiles of
nuclear preparations after treatment. Interestingly, the
extent of the changes in thermal characteristics correlated
with a strong reduction of the numbers of living cells, an
increase of DNA damage assessed by comet assay and alter-
ations in cellular levels/proteolytic cleavage of proteins
involved in apoptosis (caspase-9, caspase-3, PARP-1, Mcl-1
and Bcl-2).

Conclusion: The obtained results revealed that DSC com-
bined with other techniques could be helpful to establish
optimal therapy for individual patients on the basis of the
ex vivo sensitivity of CLL cells to anticancer agent(s).

Wstep: Obecnie przyjmuje sie, ze w rozwoju przewlektej
biataczki limfocytowej (CLL) wazna role odgrywa zaburze-
nie rownowagi pomiedzy proliferacjg i usuwaniem komo-
rek na drodze apoptozy. Silne zréznicowanie pomiedzy
pacjentami w dynamice rozwoju choroby oraz odpowiedzi
na leczenie przeciwnowotworowe stanowi wciaz duzy pro-
blemem w terapii tej biataczki. Zaktada sie, Ze spersonali-
zowana terapia oparta na doborze odpowiedniego typu trak-
towania dla kazdego chorego umozliwi jego efektywniejsze
leczenie.

Cel pracy: Ocena w warunkach ex vivo wrazliwosci oraz
potencjatu indukcji apoptozy komérek biataczkowych eks-
ponowanych na analogi purynowe (kladrybina, fludarabi-
na) w kombinacji z mafosfamidem czy rituksimabem oraz
nowym analogiem purynowym R-roskowityng (ROSC).

Materiat i metody: Efekt biologiczny testowanych na
komoérkach biataczkowych zwigzkéw analizowano przy uzy-
ciu szeregu technik uzupetniajacych. Spadek przezywalno-
sci komorek biataczkowych podczas ekspozycji komérek na
zwigzki antynowotworowe byt analizowany testem Vybrant
Apoptosis Assay #4. Zmiany konformacji chromatyny
wydzielonej z komérek poddanych ekspozycji na badane
zwigzki monitorowano przy uzyciu réznicowej kalorymetrii
skaningowej (DSC), a uszkodzenia w DNA badano za pomo-
ca metody kometowej. Zmiany ekspresji/proteolizy wybra-
nych regulatoréw apoptozy analizowane byty technika
Western blot.

Wyniki: W profilach termicznych frakcji jadrowej kom6é-
rek CLL obserwowano obnizenie lub nawet zanik przejscia
fazowego w 95 +3°C, gdy komérki byty wrazliwe na stoso-
wane zwiazki. Zmianom w termogramach towarzyszyt spa-
dek przezywalnosci komérek biataczkowych, zwiekszenie
uszkodzen w DNA, a takze réznice w poziomie ekspre-
sji/proteolizy biatek zwiazanych z apoptoza (kaspaza 9,
kaspaza 3, PARP-1, Mcl-1i Bcl-2).

Whioski: Otrzymane wyniki wskazuja, ze technika DSC
w potaczeniu z innymi testami uzupetniajacymi moze byé
pomocna w doborze optymalnej terapii dla pacjenta na pod-

stawie oceny ex vivo wrazliwosci komoérek CLL na zwigzki
przeciwnowotworowe.

[93]
Silkworm silk and engineered spider silks

form stable spheres - potential anticancer
drug carriers
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Background: Silk proteins are capable of spontaneous
assembly and polymerization with simultaneous liquid/sol-
id phase transition. This property is used to produce strong
and biocompatible materials of high potential for applica-
tion in medicine. One of the structural forms derived from
the silk is micro-and nanospheres, which may act as effec-
tive and targeted drug vesicles, and depot release system
at the same time.

Aim of the study: Development and optimization of
assembly process of stable and size-homogeneous silk
spheres out of natural silk and engineered spider silk.

Material and methods: Silk proteins were extracted from
silkworm cocoons or obtained by expression in Escherichia
coli system. The recombinant spider silk proteins are based
on a consensus motive of MaSpl protein of spider
N. clavipes (6mer or 15mer). Spheres obtained by salting out
protein in the presence of K3PO4 were analyzed by light,
confocal and scanning microscopy.

Results: The conditions of salting out process such as pro-
tein and PO,3~ ions concentrations, speed and intensity of
mixing affected the size of the spheres and their homogeneity.
Production of stable spheres was determined by high
concentration of PO,3~ ions (at least 0.9 M). By increasing
the mixing speed, the size of obtained sphere was decreas-
ing. The increase in protein concentration above
1 mg/mlresulted in larger and less homogeneous spheres.
Mixing with a greater ratio of protein/PO,3~ caused a signif-
icant reduction in the sphere size and increased their homo-
geneity. The obtained spheres are stable in aqueous solutions.

Conclusions: Production of spheres of diameter less than
1 um encourages to continue the research. The next step is
to analyze the loading and release of model drugs to and
from the spheres. Furthermore, the use of engineered spi-
der silk hybrid proteins containing structural domain (silk)
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and additional functional domain (e.g. recognizing cell recep-
tor), enables the targeted delivery of a therapeutic agent.

Wstep: Biatka jedwabiu maja zdolnosé¢ spontanicznej
polimeryzacji z réwnoczesnym przejsciem z fazy ciektej do
statej. Wtasciwos¢ ta jest wykorzystywana do produkcji
wytrzymatych i biokomopatybilnych materiatéw o duzym
potencjale aplikacyjnym w réznych dziedzinach medycyny.
Jedna z form strukturalnych uzyskiwanych z jedwabiu sa
mikro- i nanosfery, ktére stuzy¢ moga do efektywnego i celo-
wanego transportowania lekéw, dziatajac jednoczesnie jako
system opdznionego uwalniania.

Cel pracy: Opracowanie i optymalizacja technologii
wytwarzania homogennych pod wzgledem rozmiaru oraz
stabilnych sfer z jedwabiu naturalnego oraz inzynierowa-
nych jedwabi pajeczych.

Materiaty i metody: Biatka jedwabiu ekstrahowano
z kokonéw jedwabnika morwowego lub otrzymano na dro-
dze ekspresji w bakteriach Escherichia coli. Rekombinowa-
ne biatka jedwabiu pajeczego oparte sa na sekwencji kon-
sensusowej biatka MaSpl pajaka N. clavipes (6mer lub
15mer). Sfery otrzymywane na zasadzie wysalania biatka
w obecnosci soli K3PO4 analizowano w mikroskopie Swietl-
nym, konfokalnym i skaningowym.

Wyniki: Warunki procesu wysalania, takie jak stezenie
biatka i jonow PO,>~ oraz szybkos¢ i intensywnosé miesza-
nia wptywaja na wielkos¢ powstajacych sfer oraz ich homo-
gennos¢. Powstanie stabilnych sfer warunkuje odpowiednio
wysokie stezenie jondw PO, (> 0,9 M). Zwiekszajac szyb-
kos¢ mieszania, uzyskiwano mniejsze sfery. Zwiekszenie ste-
zenia biatka powyzej 1 mg/ml skutkowat otrzymaniem sfer
wiekszych i mniej homogennych. Mieszanie przy wiekszym
stosunku objetosci roztwordw biatka/P0O4>~ powodowato
znaczace zmniejszenie sie wielkosci i wzrost homogennosci
sfer. Otrzymane sfery sg stabilne w roztworze wodnym.

Whioski: Otrzymanie sfer o érednicy ponizej 1 um zache-
ca do kontynuacji badan. Nastepnym etapem bedzie anali-
za tadowania i uwalniania substancji czynnych do i ze sfer.
Ponadto zastosowanie biatek hybrydowych inzynierowa-
nego jedwabiu pajeczego zawierajacych oprécz domeny
strukturalnej (jedwab) domene funkcyjna (np. rozpoznaja-
ca receptory komarkowe) stwarza mozliwos¢ celowanego
dostarczania terapeutyku.

[94]

Zastosowanie wysokosprawnej
chromatografii cieczowej w badaniu form
chemicznych platyny w organizmie ludzkim
Monika Kaczmarczyk', Jakub Karasiniski,

Barbara Kozakiewicz?, Ewa Bulska®

IPracownia Teoretycznych Podstaw Chemii Analitycznej,
Wydziat Chemii, Uniwersytet Warszawski

2Centrum Onkologii — Instytut im. M. Sktodowskiej-Curie
w Warszawie

Leki na bazie platyny, takie jak cisplatyna, karboplatyna
czy oksaliplatyna, od wielu lat sg powszechnie stosowane

w leczeniu wielu nowotwordw. Niestety, preparaty te wywo-
tujg stosunkowo duzo skutkéw ubocznych. Najsilniejsze
reakcje wystepuja ze strony uktadu nerwowego, przewodu
pokarmowego, nerek i stuchu. U niektérych chorych obser-
wujemy platynoopornosé, co objawia sie nawrotem choro-
by przed uptywem 6 miesiecy od ukonczenia pierwotnej
chemioterapii z uzyciem cisplatyny lub jej pochodnych.
Mimo wieloletnich badan nie wiadomo, jakie czynniki wpty-
waja na wystepowanie lekoopornosci i jak ja eliminowac.
Wydaje sie, ze okreslenie form platyny, ktére wystepuja
w surowicy i moczu chorych leczonych tymi cytostatykami,
a takze identyfikacja biatek uczestniczacych w transporcie
leku, pomoze zrozumie¢ i wyeliminowac problem leko-
opornosci.

Do ilosciowego oznaczenia poziomu platyny w potacze-
niach biatkowych wykorzystuje sie techniki taczone, ktére
umozliwiaja bezposrednie rozdzielenie biatek na kolumnie
chromatograficznej i ilosciowe oznaczenie zwigzanego meta-
lu za pomoca spektrometrii mas, np. w uktadzie chromato-
grafia cieczowa ze spektrometriag mas z jonizacja w plazmie
indukcyjnie wzbudzonej (HPLC ICP MS). W zaleznosci od
zastosowanej kolumny chromatograficznej mozliwe jest
rozdzielenie poszczegdlnych form platyny obecnych w bada-
nym materiale (zastosowanie kolumny kationowymiennej)
badz rozdzielenie biatek zwigzanych z platyna (chromato-
grafia wykluczenia). Zastosowanie ICP MS jako detektora
dostarcza natomiast informacji, z ktérym biatkiem zwigza-
ny jest lek platyna.

W niniejszej pracy przedstawimy zastosowanie techniki
wysokosprawnej chromatografii cieczowej potaczonej ze
spektrometrig mas (HPLC ICP MS) do badania potaczen pla-
tyny z biatkami surowicy oraz moczu pacjentéw leczonych
chemioterapia z wykorzystaniem cis- i karboplatyny. W tym
celu przebadano surowice i mocz pobrane od 12 chorych na
nowotwory ztosliwe w toku stosowanej chemioterapii z uzy-
ciem zwigzkow platyny.

Badania wykazaty niewielkie zwigkszenie stezenia pla-
tyny potgczonej z biatkami u chorych, u ktérych klinicznie
obserwowano postep choroby w poréwnaniu z pacjentami
z dobrg reakcja kliniczng i utrzymujaca sie remisja nowo-
tworu.

Niniejsza praca obejmuje statystycznie mata grupe cho-
rych i wymaga jej powiekszenia w celu potwierdzenia zaob-
serwowanej zaleznosci i wykorzystania uzyskanych wnio-
skow przy doborze lub zamianie stosowanych lekéw
u poszczegblnych chorych w celu poprawy wynikéw lecze-
nia u chorych platynoopornych.

Badanie finansowane z grantu MNiSW, NN 204 013235.
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Ekspresja markerow srodbtonkow

w nabtonkowopodobnych srédbtoniakach
naczyniowych ptuc

Magdalena Biatas, Bolestaw Papla

Katedra Patomorfologii, Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagielloriskiego w Krakowie

Wstep: Nabtonkowopodobne srédbtoniaki naczyniowe
(Hemangioendothelioma epithelioides) to bardzo rzadkie
nowotwory mogace rozwijac sie m.in. w ptucach. Przyjmu-
je sie, ze wywodzg sie one z komoérek srédbtonkowych
naczyn.

Cel pracy: Ocena profilu immunohistochemicznego komé-
rek nowotwordw typu Hemangiendothelioma epithelioides
ptuc przy uzyciu przeciwciat znakujacych komaérki srod-
btonkéw naczyn krwionosnych oraz naczyh limfatycznych
w celu potwierdzenia linii komdrkowej, z ktérej wywodza
sie powyzsze nowotwory.

Materiat i metody: Autorzy zgromadzili unikalny mate-
riat obejmujacy 8 przypadkéw Hemangioendothelioma epi-
thelioides i przebadali go immunohistochemicznie przy uzy-
ciu trzech przeciwciat: CD-31, CD105 (znakujacych m.in.
srodbtonki naczyn krwionosnych) oraz D2-40 (znakujgcego
Srodbtonki naczyn limfatycznych).

Wyniki: We wszystkich przypadkach cytoplazma kom6é-
rek guza wykazywata silng i powszechna ekspresje CD-31.
Odczyn CD-105 dawat wynik dodatni gtéwnie w cytoplazmie
komarek na obwodzie guza, zwtaszcza w guzach bogatoko-
morkowych z obecnoscig komérek wrzecionowatych oraz
w srodbtonkach tworzonych naczyn. Strefy szkliwiejgce
i wapniejace byty ujemne zaréwno w odczynie CD-31, jak
i CD-105. Odczyn na antygen D2-40 w wiekszosci przypad-
kow byt ujemny. Jedynie w dwu przypadkach na obwodzie
guza obecne byty nieliczne, kapilarne naczynia o dodatnim
srédbtonku — nie mozna wykluczy¢, ze czes¢ z nich stano-
wita pozostatos¢ prawidtowego migzszu ptuca. Tylko w jed-
nym przypadku obficiekomérkowego guza stwierdzonego
u 57-letniego mezczyzny niewielka czes¢ wrzecionowatych
komoérek wykazywata dodatni odczyn D2-40.

Whioski: Wykonane badania potwierdzaja pochodzenie
guzoéw typu Hemangioendothelioma epithelioices ze srod-
btonkoéw gtéwnie naczyn krwionosnych.

Background: Hemangioendothelioma epithelioides is
a very rare neoplasm which can develop in the lungs. It is
assumed that these tumors derive from vascular endothe-
lial cells.

Aim of the study: Identification of the immunohisto-
chemical profile of tumor cells of lung Hemangiendothe-
lioma epithelioides using antibodies marking endothelial
cells of blood vessels and lymphatic vessels to determine
the cell line from which these tumors originate.

Material and methods: The authors collected unique
material consisting of eight cases of lung Hemangioen-
dothelioma epithelioides and examined it using immuno-
histochemical methods with three antibodies: CD-31, CD105
(marking vascular endothelial cells) and D2-40 (marking
lymphatic endothelial cells).

Results: In all cases, the cytoplasm of tumor cells showed
strong and widespread expression of CD-31. Reaction to
CD-105 antigen gave a positive result mainly in the cyto-
plasm of tumor cells at the periphery of tumors especially
of highly cellular neoplasm with the presence of spindle cells
and in endothelial cells of new vessels. Areas of hyalinisa-
tion and calcification were negative in both the CD-31 and
CD-105. Reaction to D2-40 antigen in most cases was neg-
ative. Only in two cases on the periphery of the tumor the
presence of few capillary vessels with positive endothelial
cells was revealed — it can not be excluded that some of
them were the rest of residual lung parenchyma. Only in
one case of the highly cellular tumor found in a 57 year old
man a small part of the spindle cells showed positive reac-
tion to D2-40.

Conclusions: The above studies confirmed the origin of
Hemangioendothelioma epithelioides tumor mainly from
vascular endothelial cells.

[96]
Immunohistochemical profile

of adrenocortical cells, proliferative lesions
and tumors of the adrenal cortex

Profil immunohistochemiczny komérek kory nadnerczy
oraz zmian rozrostowych i nowotworéw wywodzgcych
sie z kory nadnerczy

Magdalena Biatas, Grzegorz Dyduch, Anna Siriczak-Kuta,
Dariusz Adamek

Katedra Patomorfologii, Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellofskiego w Krakowie

Wstep: Postep w technikach obrazowania doprowadzit
do znacznego wzrostu wykrywania zmian rozrostowych
i nowotworowych na terenie nadnerczy. Doktadne okresle-
nie profilu immunohistochemicznego zmian wywodzacych
sie z komoérek kory nadnerczy moze byc¢ przydatne
w codziennej diagnostyce tych w miare rzadko spotykanych
zmian.

Cel pracy: Okreslenie profilu immunohistochemicznego
komorek kory nadnercza przy zastosowaniu szerokiego pane-
lu przeciwciat i poréwnanie go z profilem immunohistoche-
micznym rakow, gruczolakéw i rozrostéw kory nadnercza.

Materiat i metody: Badania immunohistochemiczne
przeprowadzono w 67 przypadkach obejmujacych 30 gru-
czolakéw, 30 rozrostow (w tym rozrosty rozlane, guzkowe
i mieszane) i 8 rakéw kory nadnercza, wykorzystujac panel
15 przeciwciat: synaptofizyna, chromogranina, melan A,
HMB-45, S-100, calretynina, inhibina, wimentyna, p-53,
CK, CK7, CK20, EMA i HER2. Aktywnos¢ proliferacyjng okre-
slono przy pomocy ekspresji biatka proliferacyjnego Ki-67.

Wyniki i wnioski:

1. Dla potwierdzenia pochodzenia zmiany z komérek kory
nadnercza najbardziej przydatne wydaje sie wykonanie
panelu 4 odczynow: melan A, calretynina, chromograni-
na, CK, z ktérych dwa pierwsze powinny by¢ dodatnie,
a pozostate ujemne.
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2. Wimentyna jest odczynem, ktory wychodzi dodatnio
w wiekszosci komorek pochodzenia korowego, jednak sil-
na reakcja podscieliska utrudnia interpretacje wynikdw,
co ogranicza przydatnos¢ tego odczynu.

3. Raki kory nadnerczy wykazuja ekspresje tych samych mar-
keréw co gruczolaki, jednak jest ona stabsza i wystepuje
w mniejszym odsetku komarek niz w gruczolakach.

4. Zaréwno komorki kory nadnerczy, jak i zmiany rozrosto-
we i nowotworowe wywodzace sie z nich nie wykazuja
ekspresji markeréw nabtonkowych.

5. We wszystkich gruczolakach stwierdzono ekspresje synap-
tofizyny obecng w 10-80% komarek guza, jednak w zad-
nym nie stwierdzono obecnosci chromograniny, dlatego
dwa powyzsze markery moga by¢ uzywane do réznico-
wania zmian pochodzenia korowego i rdzeniowego nad-
nerczy.

Background: Advances in imaging techniques led to a sig-
nificant increase in detection of proliferative lesions and
tumors in the adrenal glands. Estimation of immunohisto-
chemical profile of lesions deriving from adrenal cortex may
be useful in daily diagnosis of these rare lesions.

Aim of the study: To identify the immunohistochemical
profile of adrenocortical cells using a broad panel of anti-
bodies and to compare it with the immunohistochemical
profile of adrenocortical cancers, adenomas and adrenal
hyperplasia.

Material and methods: Immunohistochemistry was per-
formed in 67 cases, including 30 adenomas, 30 hyperplasias
(diffuse, nodular and mixed hyperplasia) and 8 adrenocor-
tical carcinomas using a panel of 15 antibodies: synapto-
physin, chromogranin, melan A, HMB-45, S-100, calretinin,
inhibin, vimentin, p-53, CK, CK7, CK20, EMA and HER-2. Pro-
liferative activity was determined using the expression of
proliferative protein Ki-67.

Results and conclusions:

1. Adrenocortical origin of the lesion can be confirmed by
use of the panel of four antibodies: melan A, calretinin,
chromogranin, CK. The first two should be positive and
others negative.

2. Reaction to vimentin is positive in most cells of cortical
origin, but the strong reaction of the stroma makes the
interpretation of the results difficult limiting the useful-
ness of it.

3. Adrenocortical carcinoma cells express the same mark-
ers as adenomas, but the reaction is weaker and it is pre-
sentin less percentage of cells than in adenomas.

4. The cells of the adrenal cortex, proliferative lesion and
tumors derived from cortex do not express epithelial
markers.

. Synaptophysin expression was present in 10-80% of cells
of adenoma, but there was no chromogranin expression,
therefore these two markers can be used to differentiate
lesions of cortical and medullary origin.

(oal
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Diagnostic potential of cyclooxygenase-2
immunohistochemical expression for
differentiating between melanocytic naevi
and early human cutaneous melanomas

Diagnostyczny potencjat immunohistochemicznej
ekspresji cyklooksygenazy 2 w odréznianiu znamion
barwnikowych od wczesnych czerniakéw skory
cztowieka

tukasz Kuzbicki', Dariusz Lange?,
Anita Strgczyriska-Niemiec’, Barbara W. Chwirot'

IDepartment of Medical Biology, Institute of General and
Molecular Biology, Nicolaus Copernicus University, Torun
2Department of Tumor Pathology, Oncology Center —

M. Sktodowska-Curie Institute, Gliwice

Background: Differential diagnostics of early primary
melanomas and melanocytic naevi based on cytological cri-
teria and tissue architecture may be sometimes very diffi-
cult.

Aim of the study was to assess usefulness of cyclooxy-
genase-2 (COX-2) expression as a tool for differentiating
between early cutaneous melanomas and a group of nae-
vi selected by histopathologists as difficult to diagnose.
The diagnostic algorithm was the same as described in our
earlier publication.

Material and methods: COX-2 was detected immunohis-
tochemically in formalin-fixed paraffin-embedded sections
representing 46 melanocytic naevi (including 27 dysplastic,
Spitz and Reed naevi) and 30 early human cutaneous
melanomas. Diagnostic performance of the test was assessed
using ROC (receiver operating characteristics) analysis.

Results: COX-2 expression was in melanomas signifi-
cantly stronger compared to naevi both in central regions
(P=1071?) and peripheral areas (P = 10719) of the lesions
investigated. The diagnostic test involving determination
of percentage fractions of COX-2 positive cells ensures very
sensitive and specific differentiation of early melanomas
from benign naevi (AUC = 0.946 +0.030 — center and 0.941
+0.031 — border) even for the benign lesions group com-
prising only dysplastic, Spitz and Reed naevi (AUC = 0.933
+0.034 — center and 0.923 +0.037 — border).

Conclusions: COX-2 expression is significantly enhanced
in melanomas also in early stages of the disease. The diag-
nostic algorithm involving determination of the COX-2 pos-
itive cells may be a useful auxiliary tool supporting differ-
ential diagnosis of histologically difficult malignant and
benign skin lesions.

The project was financed from Polish government bud-
get funds for research in the years 2010-2011.

Wstep: Diagnostyka réznicowa wczesnych stadiow czer-
niaka pierwotnego od znamion barwnikowych na podsta-
wie kryteriow cytologicznych i zmian architektury tkanek
bywa bardzo trudna.

Cel pracy: Ocena przydatnosci ekspresji cyklooksygena-
zy 2 (COX-2) w odréznianiu wezesnych czerniakéw od tagod-
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nych zmian melanocytarnych wybranych przez histopato-
logéw jako przypadki trudne do jednoznacznej diagnozy.
W badaniach zastosowano algorytm diagnostyczny opra-
cowany w wczesniejszej pracy autorow.

Materiat i metody: Cyklooksygenaze 2 wykrywano immu-
nohistochemicznie w preparatach utrwalanych w formali-
nie i zatopionych w parafinie z 46 znamion barwnikowych
(w tym 27 przypadkéw znamion dysplastycznych, Spitz
i Reed) oraz z 30 wczesnych czerniakdw skory cztowieka.
Diagnostyczna poprawnos¢ testu oceniano metodg ROC
(receiver operating characteristics).

Wyniki: Wykazano znacznie silniejszg ekspresje COX-2
w czerniakach niz w znamionach, zaréwno w centrum
(P=10712), jak i w brzegu zmian (P = 10719). Test diagno-
styczny oparty na obliczaniu udziatu procentowego
komorek COX-2 — pozytywnych pozwala na odréznianie
wczesnych czerniakéw od znamion z duza czutoscia i spe-
cyficznoscia (AUC = 0.946 +0.030 — centrum i 0.941 +0.031
— brzeg), nawet grupy znamion dysplastycznych, Spitz i Reed
(AUC = 0.933 +0.034 — centrum i 0.923 +0.037 — brzeg).

Whioski: Ekspresja COX-2 jest znaczaco podwyzszona
w czerniakach, rowniez we wczesnych stadiach zaawanso-
wania. Algorytm diagnostyczny, oparty na okresleniu pro-
centowego udziatu komadrek wykazujgcych ekspresje tego
markera, moze by¢ narzedziem uzytecznym w odroznianiu
histopatologicznie trudnych ztosliwych i tagodnych mela-
nocytarnych zmian skory.

Praca naukowa finansowana ze srodkéw budzetowych
na nauke w latach 2010-2011.
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Cytostatic and cytotoxic effect of tyrphostin
AG1296 on RMS cells

Cytostatyczny i cytotoksyczny efekt dziatania tyrfostinu
AG1296 na komérki miesaka miesni poprzecznie
prazkowanych (RMS)

Matgorzata Lasota”, Andrzej Klein’, Walentyna Balwierz!

IDepartment of Pediatric Oncology and Hematology, Polish-
American Institute of Pediatrics, Faculty of Medicine,
Jagiellonian University Medical College

2Department of General Biochemistry, Faculty of Biochemistry,
Biophysics and Biotechnology, Jagiellonian University

Background: We can notice disturbances in signal trans-
duction as result of change in tyrosine kinases activity.
Recent years research has confirmed practical using of small
—molecular inhibitors of tyrosine kinases as drugs.

Aim of the study: The aim of work was to determine the
influence of inhibitor of PDGFR tyrosine kinases on autocrine
growth of rhabdomyosarcoma RMS cells.

Material and methods: RMS cells were cultured in serum-
free DMEM/F12 medium. Modified crystal violet and MTT
methods were used to determine the RMS cells prolifera-
tion and viability. Influence of the investigated inhibitor on
cell apoptosis or necrosis was determined by differential
staining method with Hoechst 33258 and lodium Propide.

The Western Blot technique was applied to analyze the p53,
Akt and Erk1/2 proteins expression.

Results: The AG1296 inhibitor effects RMS cells prolifer-
ation in a dose-dependent way at the concentration range
1—100 uM. A concentration above 25 uM there is 100% inhi-
bition of growth of these cells and cytotoxic effect is noticed.
The 50% inhibition of RMS cells proliferation (ICsq) was
observed at concentration 6.65 +0.44 uM (method CV) and
7.30 £0.26 uM (method MTT). Differential staining method
shows that this inhibitor causes cytotoxic effect. It was also
shown that tested inhibitor could influence on expression
of main signal proteins.

Conclusions: The results of these experiments indicate
that autocrine growth of RMS cells is regulated by at least
one autocrine loop, involving PDGF and its receptor (PDGFR).

The fact that tyrphostin AG1296 is able to complete inhi-
bition of RMS cells growth in vitro gives chances for pro-
viding a new group of antitumor drugs, which can be more
effective than the medicines that have been used so far.

Wstep: W komérkach wielu typdw nowotworéw mozna
zaobserwowac zaburzenia przekazywania sygnatow mito-
gennych w skutek zmiany aktywnosci kinaz tyrozynowych.
Badania prowadzone od kilku lat potwierdzity zastosowa-
nie drobnoczasteczowych inhibitoréw kinaz tyrozynowych
jako lekow.

Cel pracy: Zbadanie wptywu inhibitora kinazy tyrozyno-
wej PDGFR na autokrynny wzrost komérek miesaka miesni
poprzecznie prazkowanych (rhabdomyosarcoma — RMS).

Materiat i metody: Komérki linii RMS hodowane byty
w wolnym od surowicy ptynie DMEM/F12. Przy uzyciu fiole-
tu krystalicznego i metody MTT okreslono wzrost i zywot-
nos¢ komoérek. Wptyw inhibitora na proces apoptozy lub
nekrozy komorek byt okreslany metoda barwienia réznico-
wego z uzyciem barwnika Hoechst 33258 i jodku propidy-
ny. Technika Western blot oceniono ekspresje biatek p53,
Akt i Erk1/2.

Wyniki: Uzyskane wyniki wskazuja, ze inhibitor AG1296
wptywa w sposéb zalezny od dawki na proliferacje komaorek
RMS w zakresie stezen 1-100 UM, a powyzej 25 UM naste-
puje 100% zahamowanie wzrostu tychze komérek i pojawia
sie efekt cytotoksyczny. Wartosé potowicznej dawki cyto-
statycznej inhibitora AG1296 dla komérek RMS wynosi: 6,65
+0,44 uM (metoda CV) i 7,30 £0,26 uM (metoda MTT). Wyni-
ki barwienia réznicowego pokazuja, ze inhibitor wywotuje
efekt cytotoksyczny. Wykazano réwniez, ze badany zwigzek
moze wptywac na ekspresje gtownych biatek sygnatowych.

Whioski: Rezultaty przeprowadzonych doswiadczen wska-
zujg, ze autokrynny wzrost komérek RMS jest regulowany
przynajmniej przez jedng petle autokrynna, w sktad ktorej
wchodzi PDGF oraz jego receptor PDGFR.

Hamowanie przez tyrfostin wzrostu komérek nowotwo-
ru miesni poprzecznie prazkowanych in vitro stwarza szan-
se na opracowanie nowej grupy lekéw przeciwnowotworo-
wych, ktére moga wykazac wieksza skutecznos¢ niz dotad
stosowane preparaty.
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An attempt to identify new oncogens and
tumor suppresor genes in laryngeal
squamous cell carcinoma

Préba identyfikacji nowych onkogendw i genéw
supresji nowotworowej w ptaskonabtonkowym raku
krtani

Kinga Peliriska’, Matgorzata Jarmuz', Maciej Giefing*,
Damian Brauze', Katarzyna Kiwerska’,

Magdalena Kostrzewska-Poczekaj', Marcin Szaumkessel’,
Krzysztof Szyfter”’, Marek Figlerowicz*, Reiner Siebert’,
Reidar Grenmar’

linstytut Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu
2|nstytut Genetyki Medycznej, Uniwersytet w Kilonii, Niemcy
3Katedra Otolaryngologii, Uniwersytet Medyczny
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu
4Instytut Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu
5Katedra Otolaryngologii, Uniwersytet w Turku, Finlandia

Treatment of head and neck cancers (HNC), despite
progress in chemo- and radiotherapy, is not sufficiently effec-
tive as shown by a low 5-year survival rate. Thus, an atten-
tion was focused on head and neck cancer genetics. So far,
such oncogenes, like CTTN, FADD, PPIFA1, EGFR1, CCNDI
and tumor suppressor genes including CDKN2A, MLHI, TP53
were attributed to HNC but many studies are still open.

The aim of the study was to identify new potential onco-
genes and tumor suppressor genes not asoociated yet with
laryngeal squamous cell carcinoma. The study was done on
10 cell lines derived from laryngeal cancer. As a control DNA
from healthy patient’s peripheral blood, and RNA from
3 types of non-cancer cells: epithelial, total larynx and tis-
sue from surgery margines were used. Using DNA microar-
ray technology the following genes: SNAI2, ATAD2, NETO?2,
LAPTMA4B, CDK1 and SERPINHI where upregulated when
SFRP2, CEACAMG6, FUT3, CLCA4 remained downregulated.
All of observed changes are statistically significant. So far,
none of these genes was connected with larynx cancer,
though some of them are involved in progression of head
and neck and other tissues cancers.

Allthe established changes of expression were not con-
nected by changes of DNA copy number. It suggests, that
other mechanisms as DNA mutation, promoter methylation
or gene polymorphism could we involved in regulation of
expression of the studied genes. To explain a mechanism
of dysregulation of gene expression a battery of methods
including quantitative real time PCR, methylation profiling,
DNA sequencing for mutation(s) and Western blottingCR
are currently in use.

Nowotwory gtowy i szyi (head and neck cancers squ-
amous cell carcinoma — HNSCC), w tym ptaskonabtonkowe
raki krtani, mimo rozwoju chemio- i radioterapii nadal cha-
rakteryzuja sie staba skutecznoscia leczenia, co odzwier-
ciedla niski wspotczynnik 5-letniego przezycia. Duze nadzie-
je poktada sie obecnie w badaniach z zakresu genetyki
nowotwordw gtowy i szyi. Chociaz dotychczas w HNSCC
wykazano udziat szeregu onkogendw, takich jak: CTTN,

FADD, PPIFAL, EGFRI, CCNDI, i genéw supresorowych:
CDKNZ2A, MLHI, TP53, to trwajg poszukiwania kolejnych
genow.

Celem badan jest wytonienie innych genéw (onkogenéw
i gendw supresorowych) dotychczas niewigzanych z pta-
skonabtonkowym rakiem krtani, a mogacych mie¢ wptyw
na przebieg choroby.

Zastosowano mikromacierze DNA dwojakiego typu: opar-
te na liczbie kopii DNA array-CGH oraz mikromacierz eks-
presyjna. Analizie poddano DNA oraz RNA izolowane
z 10 linii komérkowych ptaskonabtonkowego raka krtani.
Jako kontrole zastosowano DNA uzyskane z krwi obwodo-
wej zdrowych 0sob, a takze RNA z trzech typéw zdrowych
komorek: catkowitej krtani, komorek epitelialnych oraz pra-
widtowych komérek marginesu operacyjnego.

Wykazano wzrost poziomu ekspresji gendw SNA/2,
ATAD2, NETO2, LAPTMA4B, CDK1 i SERPINHI oraz spadek
poziomu ekspresji gendw SFRP2, CEACAM®6, FUT3, CLCA4
w badanych liniach komérkowych. Obserwowane zmiany
sg istotne statystycznie. Poniewaz nie obserwowano zmian
liczby kopii DNA dla Zadnego z badanych genéw, sugeruje
to, ze przyczyna inaktywacji lub nadmiernej aktywacji dla
tych gendw jest inna niz zmiana liczby kopii DNA. W celu
wyjasnienia przyczyny zmian ekspresji badanych genéw
konieczne jest wtgczenie innych technik, takich jak reakcja
tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (real-time
polymerase chain reaction — real-time PCR), analiza profilu
metylacji DNA, sekwencjonowanie w poszukiwaniu muta-
cji czy Western-blot w celu sprawdzenia obecnosci biatek.
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BLM and RAD51 genes polymorphism in
breast cancer

Polimorfizm genéw BLM { RAD51 w raku piersi

Ewelina Synowiec’, Agnieszka Sassi', Marcin Popielarski,
Zbigniew Morawiec’, Maja Wasylecka’, tukasz Dzik?,
Jan Morawiec, Janusz Btasiak’, Katarzyna Wozniak'

IDepartment of Molecular Genetics, University of Lodz
2Department of Surgical Oncology, Nicolas Copernicus Hospital,
Lodz
3Department of General and Colorectal Surgery,
Medical University of Lodz

Background: BLM and RAD51 proteins are key compo-
nents of the eukaryotic homologous recombination machin-
ery, which is a fundamental cell process for genome stabil-
ity and integrity. Several studies suggest a link between
polymorphisms in homologous recombination genes and
predisposition to sporadic as well as hereditary breast can-
cer.

Aim of the study: We performed a case-control study to
test the association between polymorphic variants of the
BLM gene (g.96267 A>C; rs 2270132) and RAD5I gene
(172 G/T; rs 1801321) and breast cancer risk.

Material and methods: Genotypes were determined in
DNA from peripheral blood lymphocytes of 244 ductal breast
cancer patients and 338 healthy individuals by PCR-RFLP
The odds ratios (OR) and 95% confidence intervals (Cls) were
calculated using a logistic regression model to assess the
association between genotypes and breast cancer occur-
rence. We also correlated polymorphic variants of the genes
with estrogen and progesterone receptors and human epi-
dermal growth factor receptor (HER2) expression.

Results: Breast cancer occurrence was associated with
the A/A variant (OR 3.23; 95% Cl: 1.93-5.39) and the A/C vari-
ant (OR 0.31; 95% Cl: 0.19-0.52) in the BLM gene. The A/A
variant could be associated with the increase and the A/C
variant could be related with the reduction in breast cancer
risk. In the case of the RAD51 gene polymorphism we
observed an association between the G/T variant (OR 5.05;
95% (I 3.46-7.37) and the T/T variant (OR 0.17; 95% Cl: 0.11-
0.24) and breast cancer risk. The G/T variant could be relat-
ed with an increase and the T/T variant could be associat-
ed with reduction in breast cancer risk. We did not observe
any association between studied polymorphisms and hor-
mone receptors and HER2 status.

Conclusions: The present results suggest a link between
the BLM gene (g.96267 A>C; rs 2270132) and RAD51 gene
(172 G/T; rs 1801321) polymorphisms and breast cancer risk
in Polish population.

Wstep: Biatka BLM i RAD51 nalezg do gtownych biatek
rekombinacji homologicznej u Eukaryota, podstawowego
procesu komérkowego, ktéry stuzy do utrzymania stabil-
nosci i integralnosci genomu. Wiele badan wskazuje na
zwigzek miedzy polimorfizmami genéw rekombinacji homo-
logicznej a ryzykiem sporadycznego i dziedzicznego raka

piersi.

Cel pracy: Zbadanie zwigzku miedzy wariantami poli-
morficznymi genu BLM (g.96267 A>C; rs 2270132) i genu
RADS51 (172 G/T; rs 1801321) a ryzykiem raka piersi.

Materiat i metody: Genotypy byty okreslane w DNA lim-
focytow krwi obwodowej pochodzacej od 244 pacjentek ze
zdiagnozowanym rakiem piersi (rak naciekajacy przewodo-
wy) oraz 338 kobiet, u ktdrych nie rozpoznano choroby. Do
analizy genotypow wykorzystano metode PCR-RFLR Postu-
zono sie modelem regresji logistycznej do obliczenia ilora-
zu szans (OR) i 95-procentowego przedziatu ufnosci (Cls),
ktére to parametry wykorzystano do okreslenia zwiazku
miedzy badanymi wariantami polimorficznymi a ryzykiem
raka piersi. Przeprowadzono takze analize korelacji miedzy
polimorfizmami a ekspresja receptoréw hormonéw (estro-
genu i progesteronu) oraz receptora naskérkowego czynni-
ka wzrostu (HER2).

Wyniki: Wykazano zwigzek miedzy ryzykiem raka piersi
a wariantem A/A genu BLM (OR 3,23; 95% Cl: 1,93-5,39)
oraz wariantem A/C (OR 0,31; 95% Cl: 0,19-0,52). Pierwszy
wariant zwiekszat ryzyko raka piersi, drugi natomiast miat
efekt ochronny. W przypadku polimorfizmu genu RAD51
obserwowano zwiazek miedzy wariantem G/T (OR 5,05;
95% Cl: 3,46—7,37) oraz wariantem T/T (OR 0,17; 95% Cl:
0,11-0,24). Pierwszy wariant zwiekszat ryzyko raka piersi,
drugi natomiast miat efekt ochronny. Nie obserwowano zad-
nego zwigzku miedzy badanymi polimorfizmami a statu-
sem receptoréw hormonoéw (estrogenu i progesteronu) oraz
receptora HER2.

Whioski: Wyniki badan wskazuja na zwiazek miedzy poli-
morfizmami w genie BLM (g.96267 A>C; rs 2270132) i genie
RADS51 (172 G/T; rs 1801321) a ryzykiem raka piersi w popu-
lacji polskiej.

[101]
Identification of N-Myc gene amplification

by I-FISH in children with neuroblastoma:
preliminary results

Identyfikacja amplifikacji genu N-Myc metodg I-FISH
u dzieci z neuroblastoma: wstepne wyniki

Katarzyna Szewczyk', Walentyna Balwierz',
Grazyna Drabik?, Katarzyna Bolek-Marzec

IKlinika Onkologii i Hematologii Dzieciecej PAIP UJCM, Krakow
2Zaktad Patologii USD, Krakow

Background: Neuroblastoma (NBL) is one of the most
common childhood cancer (7-10%) which develops from the
embryonic neural cells. The most unfavorable prognostic fac-
tors in the NBL include age over the first years at diagnosis,
advanced stage of disease and amplification of N-Myc onco-
gene. N-Myc as the transcription factor plays a role in regu-
lation of cell cycle control, differentiation and apoptosis.
N-Myc amplification occurs in 25% of primary tumors and
is associated with adverse prognosis regardless of disease’s
stage.

Aim of the study: Identification of selected chromoso-
mal aberrations prognostic for the NBL particularly ampli-
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fication of N-Myc oncogene in the population of Polish pedi-
atric patients.

Material and methods: Touch preparations from resect-
ed primary tumors of NBL patients from Department of
Pediatric Oncology and Hematology PAIP UJCM in Krakow.
As a research technique used I-FISH (Interphase fluorescent
in situ hybridization). The results were verified in accordance
with international criteria (International Neuroblastoma Risk
Group, INRG) [1].

Results: In 2/10 patients were identified multiplying the
number of signals from the probe 2p24 (locus of N-Myc)
compared to the control signals from the probe 2q LAF. Only
one of them had N-Myc amplification - the number of 2p24
signals exceeded 10-fold the number of control signals. In
the second patient was 2p gain - in the microscopic image
there was only about 1-2 more signals from the probe 2p24.

Conclusions: There is a need for further monitoring of
chromosomal aberrations prognostic for the NBL particu-
larly the N-Myc amplification which is the strong negative
marker. This will not only confirm the literature’s frequen-
cy of aberrations but also allow the development of method-
ologies adapted to international guidelines which will allow
obtaining reliable results.

References

1. Ambros PF, Ambros IM, Brodeur GM, et al. International consensus
for neuroblastoma molecular diagnostics: report from the Interna-
tional Neuroblastoma Risk Group (INRG) Biology Committee.
BrJ Cancer 2009; 100: 1471-82.

Wstep: Neuroblastoma (NBL) to jeden z najczestszych
nowotworow wieku dzieciecego (7-10%), ktory rozwija sie
z embrionalnych komérek nerwowych. Do najbardziej nie-
korzystnych czynnikéw rokowniczych w NBL zalicza sie wiek
pacjenta powyzej 1. roku Zycia w momencie rozpoznania,
wysoki stopien zaawansowania choroby oraz amplifikacje
genu N-Myc, wptywajacego na kontrole cyklu komorkowe-
go, réznicowanie i apoptoze komérek. Amplifikacja N-Myc
wystepuje w 25% guzoéw pierwotnych i tagczy sie z niepo-
myslnym rokowaniem bez wzgledu na stopien zaawanso-
wania choroby.

Cel pracy: Identyfikacja w populacji polskich pacjentow
pediatrycznych wybranych aberracji chromosomowych
o0 znaczeniu rokowniczym dla NBL, szczeg6lnie amplifikacji
genu N-Myec.

Materiat i metody: Materiat badawczy stanowity prepa-
raty odciskowe wykonane po resekeji guza pierwotnego NBL
u pacjentéw Kliniki Onkologii i Hematologii Dzieciecej PAIP
UJCM w Krakowie. Jako technike badawczg wykorzystano
I-FISH (interphase fluorescent in situ hybridization). Wyniki
weryfikowano zgodnie z miedzynarodowymi kryteriami
(International Neuroblastoma Risk Group — INRG) [1].

Wyniki: U 2 sposrdéd 10 analizowanych pacjentéw,
w dwoch przypadkach zidentyfikowano zwielokrotnienie
liczby sygnatéw pochodzacych od sondy znakujacej region
2p24 (locus N-Myc) w stosunku do sygnatéw kontrolnych
od sondy znakujacej region okotocentromerowy na ramie-
niu 2q. Tylko u jednego z nich stwierdzono amplifikacje genu
N-Myc — liczba sygnatéw 2p24 ponad 10-krotnie przewyz-
szata liczbe sygnatéw kontrolnych. U drugiego pacjenta

stwierdzono gain 2p —w jego obrazie mikroskopowym odno-
towano tylko o 1-2 sygnatéw wiecej od sondy 2p24.

Whioski: Istnieje koniecznos¢ dalszego monitorowania
aberracji chromosomowych o znaczeniu rokowniczym dla
NBL, zwtaszcza amplifikacji genu N-Myc, ktéra jest silnym
niekorzystnym czynnikiem rokowniczym. Pozwoli to nie tyl-
ko na potwierdzenie czestosci literaturowej aberracji, ale
przede wszystkim umozliwi wypracowanie metodyki dosto-
sowanej do miedzynarodowych wytycznych, dzieki ktore]
uzyskiwane beda wiarygodne wyniki.
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[102]

Ekspresja receptorow melatoninowych MTIR
w raku gruczotu piersiowego

Karolina Jabtoniska

Background: Numerous studies in vitro and in vivo
showed that melatonin (the main pineal hormone) reduces
the proliferation of breast cancer cells. Oncostatic effect of
melatonin is most likely induced via its membrane recep-
tor MTIR and MT2R.

Aim of the study: The aim of this study was to determine
the intensity of MTIR receptor expression in the cells of duc-
tal breast cancer, and correlate it with clinical and patho-
logical data.

Material and methods: The study was conducted on 143
cases of breast ductal carcinoma (IDC). Material for immuno-
histochemistry (IHC) were paraffin tissue blocks. For mole-
cular studies used frozen fragments of tumors (n = 35) and
cell lines of breast cancer: MCF-7, SK-BR-3, MDA-MB-231. To
determine the intensity of antigen expression by IHC uses
antibodies: rabbit polyclonal (MT1R) and monoclonal mouse
antibodies (Ki-67, ER, PgR, HER-2). To evaluate the expres-
sion MTIR used modified Remmele scale (IRS). In addition,
expression of MTIR was examined using the method: PCR
(tissue material) and Western blot (cell lines). Statistical
analysis was performed in Prism 5.0 (p < 0.05).

Results: It has been shown negative, significant correla-
tion between receptor expression MTIR with the expression
of the proliferative antigen Ki-67 (r = —0.22) and positively
correlation of MTIR expression with ER (r = 0.18). It was also
an upward trend MTIR expression with increasing expres-
sion of PgR and HER-2. The results obtained in molecular
biology techniques and IHC reactions show a decrease in
expression MTIR both in cells and in tumors with higher
malignancy.

Conclusions: The above-mentioned results may suggest
the prognostic significance of MTIR.

Wstep: W licznych badanich in vitro oraz in vivo wyka-
zano, iz melatonina (gtéwny hormon szyszynki) zmniejsza
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proliferacje komérek nowotworowych raka gruczotu pier-
siowego. Onkostatyczny efekt melatoniny wywotywany jest
najprawdopodobniej za posrednictwem jej receptoréw bto-
nowych MTIR i MT2R.

Cel pracy: Okreslenie stopnia nasilenia ekspresji recep-
tora MT1IR w komdrkach rakéw przewodowych gruczotu
piersiowego oraz skorelowanie jej z danymi kliniczno-pato-
logicznymi.

Materiat i metody: Badania przeprowadzono na 143 przy-
padkach raka przewodowego gruczotu piersiowego (IDC).
Materiat do badan immunohistochemicznych (IHC) stano-
wity bloczki parafinowe. Do badan molekularnych wyko-
rzystano zamrozone fragmenty ww. guzéw (n = 35) oraz
linie komarkowe raka gruczotu piersiowego: MCF-7, SK-BR-3,
MDA-MB-231. Do oznaczenia nasilenia ekspresji antygenow
metoda IHC zastosowano przeciwciata: poliklonalne krélicze
(MTIR) oraz monoklonalne mysie (Ki-67, ER, PgR, HER-2). Do
oceny ekspresji MTIR postuzyta zmodyfikowana skala (IRS)
wg Remmele. Ponadto ekspresje MTIR zbadano, wykorzy-
stujac metody: polimerazy reakcji tancuchowej (polymera-
se chain reaction — PCR) (materiat tkankowy) oraz Western
blot (linie komérkowe). Analize statystyczng wykonano
w programie Prism 5.0 (p < 0,05).

Wyniki: Wykazano ujemna, istotng korelacje ekspresji
receptoréw MTIR z ekspresjg antygenu proliferacyjnego
Ki-67 (r=-0,22), a takze dodatnig korelacje ekspresji MTIR
Z ER (r=0,18). Stwierdzono takze tendencje wzrostowa eks-
presji MTIR wraz ze wzrostem ekspresji PgR oraz HER-2.
Wyniki uzyskane technikami biologii molekularnej oraz reak-
cji IHC wskazujg na spadek ekspresji MTIR zaréwno
w komorkach, jak i w guzach o wyzszej ztosliwosci.

Whnioski: Wyzej wymienione rezultaty moga sugerowac
rokownicze znaczenie MTIR.

[103]

Ekspresja cyklooksygenazy 2 (COX-2)
w nowotworach piersi cztowieka
Justyna Urban, tukasz Kuzbicki, Barbara Chwirot

Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

Background: Several studies of immunohistochemically
detected COX-2 expression reported so far by different
groups yielded different, often divergent results.

Aim of the study: The aim of the present study is to
determine the levels and spatial patterns of COX-2 expres-
sion by cells of different types in malignant and normal tis-
sues of human breast and, if possible, to define causes of
significant difference in the data reported earlier by differ-
ent groups.

Material and methods: The material for study comprised
tissue samples of 23 cancers, 5 lymph node metastases,
5 cases of mild dysplasia and 2 adenofibromas. COX-2
expression was detected immunohistochemically using poly-
clonal antibodies. The expression levels were assessed semi-
quantitatively as percentage fractions of COX-2 positive cells
found in epithelium and stroma. The COX-2 positive cells

were also classified for the staining intensity (concentra-
tion of the reaction product).

Results: COX-2 of cancerous epithelial and stromal cells
was significantly higher than in normal tissue. The highest
percentage fractions of the stained cells were present in
lymph node metastases while the expression of the protein
in epithelial cells was strongest in lobular cancers and in
tumors of the diameter exceeding 2 cm. COX-2 expression
was comparable for epithelia of cancers of different degrees
of malignancy and metastatic potential. However, stromal
expression of COX-2 was higher for metastasizing than for
not metastasizing cancers. Also, in normal tissues sur-
rounding the malignant lesions the COX-2 expression was
higher than in more distant regions.

Conclusion: Development and/or progression of human
breast cancers is associated with enhanced COX-2 expres-
sion both in the epithelia and stroma of the lesions and in
the surrounding normal tissues.

Wstep: Dotychczasowe wyniki badan dotyczacych immu-
nodetekgji cyklooksygenazy 2 (COX-2) w nowotworach pier-
si cztowieka uzyskane przez rézne grupy sa niejednoznaczne
i rozbiezne.

Cel pracy: Okreslenie ekspresji COX-2, przestrzennych
rozktadow oraz typéw wyznakowanych komérek w zmia-
nach nowotworowych i normalnych tkankach piersi czto-
wieka oraz ustalenie potencjalnych przyczyn istotnych roz-
bieznosci danych publikowanych na ten temat przez rézne
zespoty badawcze.

Materiat i metody: Przebadano 23 raki, 5 przerzutéw raka
do weztéw chtonnych, 5 tagodnych dysplazji i 2 gruczola-
kowtokniaki. Ekspresje COX-2 wykrywano immunohisto-
chemicznie, stosujac przeciwciata poliklonalne. Wyniki reak-
¢ji immunohistochemicznej wykrywania COX-2 oceniano
potilosciowo. Obliczano udziat procentowy komérek nabton-
ka i podscieliska réznigcych sie pod wzgledem koncentra-
cji stratéw barwnego produktu reakcji.

Wyniki: Ekspresja COX-2 w komdrkach nabtonka i pod-
Scieliska rakéw byta znacznie wyzsza niz w prawidtowej
tkance. Najwyzszy udziat procentowy wybarwionych komé-
rek wykrywano w przerzutach raka do weztéw chtonnych,
a najsilniejsza ekspresje COX-2 w komérkach nabtonka
wykrywano w rakach zrazikowych i nowotworach o sredni-
cy przekraczajacej 2 cm. Ekspresja COX-2 w komérkach
nabtonka rakéw o odmiennym stopniu ztosliwosci histo-
patologicznej oraz réznigcych sie pod wzgledem wystepo-
wania przerzutéw byta poréwnywalna. Udziat procentowy
wyznakowanych komérek podscieliska rakdw przerzutuja-
cych byt natomiast wyzszy niz w rakach niedajgcych prze-
rzutéw. W tkance otaczajacej raki, ekspresja COX-2 byta
podwyzszona w stosunku do tkanki oddalonej od zmian.

Whiosek: Powstawaniu i/lub progresji nowotwordw pier-
si towarzyszy podwyzszona ekspresja COX-2 w nabtonku
i podscielisku zmian oraz tkanki otaczajacej te zmiany.
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[104]

Evaluation of clinical applicability of hypoxia
and angiogenesis markers in patients with
squamous cell carcinoma of the head and
neck

Ocena przydatnosci klinicznej markerow hipoksji
i angiogenezy u chorych na ptaskonabtonkowego raka
glowy i szyi

J. Mrochem-Kwarciak', B. Mastyk', A. Chmura’, R. Deja’,
T. Rutkowsk?, A Wygodda’, B. Pilecki’, M. Goler?,

M. Hutnik?, W. Przeorek? B. Lukaszczyk-Wide?’,
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3Department of Epidemiology and Silesia Cancer Registry,
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Background: Low sensitivity of biochemical markers used
for monitoring patients with SCCHN is the reason for con-
tinuous search for new proteins of potential predictive value.

Aim of the study: The purpose of the research was to
evaluate clinical applicability of proteins: osteopontin (OPN),
vascular endothelial growth factor (VEGF) and insulin-like
growth factor (IGF-1).

Material and methods: The research was conducted on
51 patients qualified for radio- or chemo-radiotherapy.
The measurement of protein levels was determined before
and after treatment by enzyme-linked immunosorbent
assay ELISA.

Results: During 6-12 months of clinical observation in the
case of 36 patients there was a complete remission (CR),
but in the case of 15 patients the treatment was not suc-
cessful or there was a locoregional relapse.

In the group of the patients with unsuccessful treatment
results the median of initial conc. of OPN m = 83.3 ng/ml was
above the cut-off point 82.4 ng/ml whereas in the case of the
patients with CR it was below this value m = 59.1 ng/ml.

A statistically significant difference was observed
between the initial IGF-I level in CR patients as compared
with unsuccessful treatment p = 0.05.

In the case of pre-treatment VEGF determination there
was no significant difference observed between the medi-
an of conc. in patients with CR m = 103.8 ng/ml vs. unsuc-
cessful treatment m = 147.7 ng/ml.

It was observed that high initial conc. of OPN within the
group of patients with unsuccessful treatment is also high
after the completion of the treatment m = 95.4 ng/ml.

The medians of conc. of IGF | and VEGF decrease as
a result of the treatment, but no statistically significant dif-
ference between the conc. of these proteins before and after
the treatment was observed regardless of the effects of the
therapy.

Conclusions: Preliminary results of the research showed
correlation between raised conc. of OPN before and after

the treatment and high initial IGF | conc. and the risk of
unsuccessful treatment in patients with SCCHN. The applic-
ability of plasma VEGF levels in the evaluation of the applied
therapy efficiency in these patients has not been proved.

Wstep: Niska czutos¢ wykorzystywanych dotad marke-
row biochemicznych dla monitorowania chorych na pta-
skonabtonkowego raka regionu gtowy i szyi powoduje, ze
wciaz poszukuje sie nowych biatek o potencjalnej wartosci
predykcyjnej.

Cel pracy: Ocena przydatnosci klinicznej biatek: osteo-
pontyny (OPN), czynnika wzrostu srédbtonka naczyniowe-
go (vascular endothelial growth factor — VEGF) oraz insuli-
nopodobnego czynnika wzrostu (insulin-like growth factor
—IGF-1).

Materiat i metody: Badaniem objeto 51 chorych zakwa-
lifikowanych do radio- lub chemio-radioterapii. Oznaczenia
biatek wykonano w osoczu krwi metoda immunoenzyma-
tyczna (ELISA), przed leczeniem oraz po zakoriczeniu lecze-
nia chorych.

Wyniki: Podczas 6-12-miesiecznej obserwacji klinicznej
u 36 chorych stwierdzono catkowita regresje choroby (CR),
u 15 niewyleczenie lub wznowe miejscowa.

W grupie chorych, u ktérych odnotowano niepowodzenie,
leczenia mediana wyjsciowego stezenia OPN (m = 83,3 ng/ml)
byta powyzej punktu odciecia (82,4 ng/ml), natomiast
u chorych z CR utrzymywata sie ponizej tej wartosci
(m =59,1 ng/ml).

Zaobserwowano réwniez statystycznie znamienng réz-
nice pomiedzy wyjsciowym stezeniem IGF-I u chorych z CR
vs niewyleczeniem (p = 0,05).

W przypadku oznaczen VEGF nie stwierdzono staty-
stycznie istotnej ré6znicy pomiedzy mediang stezenia przed
leczeniem u chorych z CR (m =103, 8 ng/ml) vs chorych nie-
wyleczonych (m = 147,7 ng/ml).

Zaobserwowano, ze duze wyjsciowo stezenia OPN w gru-
pie chorych niewyleczonych utrzymuja sie na wysokim
poziomie réwniez po zakonczeniu procesu terapeutyczne-
go (m = 95,4 ng/ml).

Mediany stezen IGF | i VEGF ulegaja obnizeniu na skutek
zastosowanego leczenia, lecz nie wykazano statystycznie
znamiennej réznicy pomiedzy stezeniem tych biatek przed
leczeniem i po leczeniu, niezaleznie od efektow terapii.

Whioski: Wstepna analiza badania wykazata dodatnia
korelacje pomiedzy zwiekszonym stezeniem OPN przed i po
leczeniu oraz duzym wyjsciowym stezeniem IGF | a ryzykiem
niepowodzenia leczenia u chorych na raka ptaskonabton-
kowego gtowy i szyi. Nie wykazano przydatnosci oznaczen
osoczowego VEGF w ocenie skutecznosci zastosowanej tera-
pii u tych chorych.
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Analysis of the DEPDC1B gene mutations
and expression in ovarian cancers

Analiza mutacji i ekspresji genu DEPDCIB
w rakach jajnika

Iwona K. Rzepecka, tukasz Szafron, Pawet Kwasniak,
Alina Rembiszewska, Anna Felisiak-Gotgbek,
Agnieszka Dansonka-Mieszkowska,

Joanna Moes-Sosnowska, Bozena Konopka,

Ewa Kwiatkowska, Jolanta Kupryjariczyk

The Maria Sklodowska-Curie Memorial Cancer Center
and Institute of Oncology, Warsaw

Background: Ovarian cancer is the leading cause of death
from gynecologic cancer. Search for new prognostic and pre-
dictive markers of this tumor, potential targets for the mol-
ecular therapy, is of great clinical importance. A candidate
is the DEPDCI1B gene whose product is likely to control
Ras>Raf>MEK>ERK signaling pathway.

Aim of the study: The aim of this study was to evaluate
the frequency of DEPDCIB mutations, and to analyze the
gene expression correlations with chemotherapy response
and overall survival of ovarian cancer patients.

Material and methods: Molecular analysis was performed
on 68 ovarian tumors with the use of PCR-SSCP and
sequencing. DEPDCIB mRNA expression was evaluated
using Real Time PCR method on 32 tumors from patients
treated with platinum-cyclophosphamide regimens
(PC/PAQ).

Results: The DEPDCIB somatic mutation was detected
in one tumor (1.5 %, 1/68). It was a substitution, 1474C>T,
leading to aminoacid change, Pro492Ser. Moreover, we
found two polymorphisms; 255T>C (Ile85lle) in exon 2, and
c.48+53C>G in intron 1. High DEPDC1B mRNA expression
diminished odds of platinum sensitivity (OR < 0.33,
p = 0.006) and complete remission (OR < 0.38, p = 0.011)
in the platinum-cyclophosphamide treated patients.
Patient’s overall survival and disease free survival were not
influenced by the DEPDCIB gene expression.

Conclusions: Our findings suggest that DEPDCIB mRNA
expression may be a marker predicting ovarian cancer
response to chemotherapy. Mutations in this gene are rare
in ovarian cancer.

Wstep: Rak jajnika stanowi najczestsza przyczyne zgondw
sposréd nowotwordw narzgdu rodnego. Trwajg poszukiwa-
nia nowych, prognostycznych i predykcyjnych markeréw tego
nowotworu, mogacych stanowic cel dla terapii ukierunko-
wanej molekularnie. Takim potencjalnym markerem jest gen
DEPDCIB, ktérego produkt prawdopodobnie reguluje Sciez-
ke przekazywania sygnatow Ras>Raf>MEK>ERK.

Cel pracy: Ocena czestosci mutadji i analiza ekspresji genu
DEPDCIB pod katem odpowiedzi na chemioterapie i czasu
przezycia chorych na raka jajnika.

Materiat i metody: Analize mutacji wykonano na 68
rakach z zastosowaniem techniki PCR-SSCP i sekwencjo-
nowania. Poziom mRNA zbadano metoda reakcji tancu-
chowej polimerazy w czasie rzeczywistym (real-time poly-

merase chain reaction — real-time PCR) w 32 rakach pobra-
nych od pacjentek, nastepnie leczonych pochodnymi platy-
ny (PC/PAC).

Wyniki: Wykryto jedna somatyczng mutacje (1/68, 1,5%),
1474C>T, powodujaca zmiane aminokwasu Pro492Ser, jeden
przypadek synonimicznego polimorfizmu, 255T>C (lle85lle),
oraz polimorfizm w intronie, c.48+53C>G. Ponadto stwier-
dzono zwigzek miedzy wysokim poziomem mRNA genu
a zmniejszong wrazliwoscig guzéw na chemioterapie
(PS) pochodnymi platyny i cyklofosfamidem (OR < 0,33,
p = 0,006) oraz mniejszym prawdopodobiefnstwem wysta-
pienia catkowitej remisji (CR) (OR < 0,38, p = 0,011). Nie
zaobserwowano zaleznosci miedzy ekspresja genu a para-
metrami przezycia.

Whnioski: Ekspresja genu DEPDC1 B moze by¢ czynnikiem
predykcyjnym w raku jajnika. Mutacje genu wystepuja rzad-
ko w tym nowotworze.

[106]

Analysis of the CEBPA gene mutations
and polymorphisms in ovarian cancers

Analiza mutacji i polimorfizméw genu CEBPA
w rakach jajnika

Ewa Kwiatkowska, Bozena Konopka, Iwona Rzepecka,
Joanna Moes-Sosnowska, tukasz Szafron,

Agnieszka Dansonka-Mieszkowska, Anna Felisiak-Gotgbek,
Jolanta Kupryjariczyk

Department of Molecular Pathology, The Maria Sklodowska-
Curie Memorial Cancer Center and Institute of Oncology,
Warsaw

Background: The CEBPA gene localized on chromosome
19g13.1 encodes a transcription factor CCAAT/enhancer bind-
ing protein o (C/EBPa), which is a crucial factor in prolifera-
tion and differentiation of various cell types. Mutations in the
CEBPA gene, leading to abrogation of C/EBPa. expression and
function, occur most frequently in acute myeloid leukemia
and myelodysplastic syndrome, but also in some solid tumors
such as prostate, lung and gastric cancers. The role of CEB-
PA gene in ovarian cancers has not yet been investigated.

Aim of the study: The aim of this study was to evaluate
the occurrence of the CEBPA gene mutations and polymor-
phisms in ovarian cancers.

Material and methods: The CEBPA gene mutations and
polymorphisms were determined in 68 ovarian cancers and
blood samples of the same patients and, as well as in
a group of 128 healthy controls, with the use of PCR-SSCP
and sequencing methods.

Results: Three types of synonymous polymorphisms in
the CEBPA gene have been found in ovarian carcinomas.
The most frequent type of the polymorphism was c.690G>T
(p.Thr230Thr), (16 of 68 cases; 23.5%). The c.402G>A
(p.Ala130Ala) polymorphism was present in four cases
(5.8%) and c.573C>T (His191His) polymorphism was found
in one case (1.5%). Moreover, in six cancers (6/68; 8.8%) we
found in-frame insertion of six nucleotides c.586 587insAC-
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CCGG; p.HP196_197ins, which leads to two amino acids —
histidine and proline duplication. This insertion was also
present in blood samples from the same patients and with
comparable frequency, in healthy control cases 10/128;
7.8%).

Conclusions: Our results indicate that in-frame insertion
p.HP196_197ins identified in ovarian cancers is the relatively
frequent polymorphism.

Wstep: Gen CEBPA zlokalizowany na chromosomie
199g13.1 koduje czynnik transkrypcyjny CCAAT/enhancer bin-
ding protein o (C/EBPa), kluczowy w procesach proliferacji
i roznicowania wielu typow komaérek. Mutacje genu CEBPA,
prowadzace do zaburzen ekspresji i funkcji kodowanego
biatka, wystepuja przede wszystkim w ostre] biataczce szpi-
kowej i w zespole mielodysplastycznym, ale wykrywa sie je
takze w niektérych guzach litych, takich jak rak prostaty,
zotadka i ptuca. Rola genu CEBPA w rakach jajnika nie zosta-
ta dotychczas zbadana.

Cel pracy: Ocena wystepowania mutacji i polimorfizméw
genu CEBPA w rakach jajnika.

Materiat i metody: Analize mutacji genu CEBPA wykona-
no w 68 rakach jajnika oraz we krwi tych samych chorych
i w grupie kontrolnej 128 zdrowych 0séb, z zastosowaniem
techniki PCR-SSCP i sekwencjonowania.

Wyniki: W badanych rakach zidentyfikowano trzy syno-
nimiczne polimorfizmy. Najczesciej wystepowat polimorfizm
. 690G>T (p.Thr230Thr), 16/68; 23,5%. W 4 rakach (5,8%)
obecny byt polimorfizm c.402G>A (p.Ala130Ala), a w jednym
raku (1,5%) — polimorfizm ¢.573C>T (His191His). Ponadto,
w 6 rakach (6/68; 8,8%) wykryto insercje 6 par zasad
€.586_587insACCCGC; p.HP196 _197ins, ktdéra nie zmienia
ramki odczytu, ale skutkuje duplikacja dwdch aminokwa-
sow, histydyny i proliny. Insercja ta byta obecna takze we
krwi tych samych chorych oraz, z podobna czestoscig
(10/128; 7,8%), w badanej grupie kontrolnej.

Whioski: Wyniki wskazuja, ze HP196_197ins jest wzgled-
nie czestym polimorfizmem.

[107]

The clinical usefulness of assessing tissue-
and urokinase-type plasminogen activators
in women with breast cancer

Przydatnosé kliniczna oznaczania aktywatorow
plazminogenu typu tkankowego i urokinazowego
u kobiet chorych na raka piersi

Anna Thielemann’, Zygmunt Kopczynski,
Sylwia Grodecka-Gazdecka’

IDepartment of Laboratory Diagnostics, Poznan University

of Medical Sciences
2Department of Oncological Surgery, Department of Oncology,
Poznan University of Medical Sciences

Background: The plasminogen activation system seems
to play an important role in tumor invasion and metasta-
sis. This is possible because the plasminogen activator sys-

tem catalyzes proteins degradation. It has been assumed
that plasminogen activators released from cancer cells cat-
alyze the proteolytic conversion of the inactive zymogen
plasminogen to the active proteinase plasmin, which in turn
catalyzes degradation of proteins in basement membranes
and extracellular matrix and thus facilitates cancer cell inva-
sion of the surrounding tissue.

Aim of the study: The aim of the study was to determine
the clinical usefulness of uPA and tPA levels in women with
breast cancer. The assessment also took into account: clin-
ical stage of the disease, the histological grade, status of
the axillary lymph nodes and the size of primary tumor.

Material and methods: The 103 women, suffering with
primary breast cancer and surgically not treated, at the age
ranging from 29 to 89 took a part in this study. The women
have been treated in the Department of Oncological Surgery,
Poznan University of Medical Sciences. The 40 healthy
women, at the age range from 27 to 75, accounted for the
control group.

The activity of plasminogen-type urokinase activator
in the pasma was assessed by colorimetric method and
with the use of UPA Activity Assay Kit purchased from
CHEMICON company. The concentration of tPA in the serum
was perfomed ELISA, BioVendor systems.

Results: The study found significantly raised concentra-
tions of urokinase- and tissue plasminogen activators in the
serum of women with breast cancer, relative to values
obtained from a control group. The higher stage of disease
clinical progression was the higher values of the uPA activ-
ities were obtained. What is more, the higher uPA and tPA
activity was noticed of women with metastases to the
lymph nodes than in group of women without metastases.
The analysis of the outcomes proves that the statistical dif-
ferences between uPA and tPA activity in control group and
the size of primary tumor at women with breast cancer.

Conclusions: The results point to the usefulness of
assessing UPA and tPA in the clinical assessment of patients
with breast cancer.

Wstep: System aktywacji plazminogenu przy udziale uPA
i tPA odgrywa wazna role w procesie przerzutowania. Akty-
watory plazminogenu katalizuja proteolityczng przemiane
nieaktywnego plazminogenu do aktywnej plazminy. Pla-
zmina z kolei wywotuje degradacje biatek btony podstaw-
nej i macierzy pozakomarkowej, co utatwia inwazje komé-
rek rakowych do odlegtych narzadow.

Cel pracy: Ocena aktywnosci urokinazowego (uPA) i tkan-
kowego (tPA) aktywatora plazminogenu we krwi kobiet cho-
rych na raka gruczotu piersiowego. W ocenie tej uwzgled-
niono takie czynniki rokownicze, jak: zaawansowanie
kliniczne choroby, stopien ztosliwosci histologicznej nowo-
tworu, stan okolicznych weztéw chtonnych pachowych oraz
wielkos¢ guza pierwotnego.

Materiat i metody: Badaniem objeto 103 chore na raka
gruczotu piersiowego, w wieku 29-89 lat, leczone na Oddzia-
le Chirurgii Onkologicznej Katedry Onkologii Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu. Grupe kontrolng stanowity suro-
wice i osocza 40 zdrowych kobiet w przedziale wiekowym
24-75 lat. Oznaczania aktywnosci uPA dokonano przy uzy-
ciu zestawu uPA Activity Assay Kit firmy CHEMICON, a ste-
zenia tPA metoda ELISA zestawem firmy BioVendor.

Wyniki: Wyniki badan wykazaty istotnie wyzsze warto-
Sci aktywnosci uPA i stezenia tPA u kobiet chorych na raka
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gruczotu piersiowego w poréwnaniu z wartosciami w grupie
kontrolnej. Wraz ze wzrostem stopnia zaawansowania kli-
nicznego choroby wzrastata istotnie wartos¢ obu badanych
aktywatoréw. Znamiennie wyzsza aktywnos¢ uPA i poziom
tPA obserwowano w grupie kobiet chorych na raka piersi
z przerzutami i bez przerzutéw do weztéw chtonnych pacho-
wych. Roznice statystycznie istotng uzyskano, kiedy poréw-
nano aktywnos¢ urokinazowego i tkankowego aktywatora
plazminogenu w grupie kontrolnej i w grupie kobiet cho-
rych na raka piersi.

Whioski: Uzyskane wyniki badan wskazuja na przydat-
nos¢ oznaczania aktywatoréw plazminogenu typu uroki-
nazowego i tkankowego w ocenie stanu zaawansowania
choroby u kobiet chorych na raka gruczotu piersiowego.

[108]

Elektrochemioterapia — metoda
wspomagajaca leczenie nowotworéw

Stawomir Salwa, Michael Bourke, Patrick Forde,
Declan Soden, Gerald O'Sullivan

Cork Cancer Research Centre, Cork, Ireland

Background: Currently the basic methods of cancer treat-
ment are surgery, chemotherapy, radiotherapy and hormonal
therapy. Electrochemotherapy is a tumour ablation modal-
ity whereby the application of electric currents to cancer tis-
sue enhances drug permeability. It uses electroporation phe-
nomenon — generation pores in the cell membrane by the
electric pulse. The pores potentiate cytotoxic effect by cell
permeabilisation and antineoplastic drug efficacy directly
inside cellular DNA.

after 3 mnhs

after 10 months
Fig. 1. Basal cell carcinoma, treated with electrochemotherapy

Material and methods: Patients referred for electro-
chemotherapy presented with advanced breast cancer,
malignant melanoma, squamous cell carcinoma, basal cell
carcinoma and others. Majority of patients were not suit-
able candidates for surgical treatment, chemotherapy or
radiotherapy or they did not qualify for any other treatment
down to co-morbidities.

Results: The great majority of patients showed response
to the electrochemotherapy. The best results — complete
response was observed in cases of the basal cell carcinoma
of the skin. Malignant melanoma patients presented good
local control of the disease progression. Similarly metasta-
tic deposits of breast cancer in half cases showed disease
inhibition and healing of ulcerations. Squamous cell carci-
noma of the skin showed good response to the treatment
in non-advanced cases.

Conclusions: Electrochemotherapy is a good treatment
option of certain forms of cancer. The best results are
observed in the basal cell carcinoma treatment. Such
a response inspired us to perform a randomized controlled
clinical trial which is currently in progress. We suggest elec-
trochemotherapy as one of the basic treatment options of
the basal cell carcinoma.

Wstep: Obecnie podstawowymi metodami terapii cho-
réb nowotworowych sg: leczenie chirurgiczne, chemiotera-
pia, radioterapia oraz terapia hormonalna. Elektrochemio-
terapia jest metoda ablacji guza, w ktérej przeptyw pradu
elektrycznego w tkance nowotworowej wzmaga przepusz-
czalnosé cytostatyku. Wykorzystuje zjawisko elektroporacji
—tworzenia por w btonie komérkowej za pomoca impulsu
elektrycznego. Owe pory wzmagaja ogoélny efekt cytotok-
syczny poprzez umozliwienie przenikania leku do wnetrza
komarek i bezposredniego wptywu na komoérkowe DNA.

Materiat i metody: Pacjenci skierowani do leczenia za
pomoca elektrochemioterapii stanowili osoby w zaawan-
sowanym stadium raka piersi, czerniaka skory, raka kolczy-
stokomaérkowego skory (squamous cell carcinoma — SCC),
raka podstawnokomarkowego skory (basal cell carcinoma
—BCQ) i innych. U wiekszosci pacjentéw wyczerpano moz-
liwosci leczenia metodami podstawowymi: chirurgicznym,
chemio- lub radioterapia lub tez pacjenci nie kwalifikowali
sie do innego leczenia z powodu wspoétistniejacych choréb.

Wyniki: Znakomita wiekszos¢ pacjentéw wykazata odpo-
wiedz na leczenie elektrochemioterapia. Najlepsze efekty —
catkowite wyleczenie — zaobserwowano w przypadkach raka
podstawnokomadrkowego skory. Przypadki czerniaka ztosli-
wego wykazaty dobra lokalng kontrole postepu choroby.
Podobnie zmiany przerzutowe na skérze raka piersi w oko-
to potowie przypadkéw wykazaty zahamowanie postepu
choroby oraz gojenie sie owrzodzen. Rak kolczystokomér-
kowy skory wykazat dobrg odpowiedzZ na leczenie w przy-
padkach niezaawansowanych.

Whioski: Elektrochemioterapia z pewnoscig znajduje
zastosowanie w leczeniu niektérych postaci nowotwordw.
Najlepsze rezultaty widoczne sg w terapii raka podstawno-
komorkowego skory. Tak dobra odpowiedz BCC na leczenie
z zastosowaniem elektrochemioterapii zainspirowata nas
do przeprowadzenia prospektywnych badan klinicznych
z randomizacja, ktére obecnie sg w trakcie realizacji. Suge-
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rujemy elektrochemioterapie jako jedng z podstawowych
metod leczenia raka podstawnokomaorkowego skory.

[109]

Atorvastatin ex vivo intensifies synergically
proapoptotic activity of cladribine and
mafosfamide combination in chronic
lymphocytic leukemia cells

Atorwastatyna synergistycznie wzmacnia
proapoptotyczng aktywnos¢ ex vivo kombinacji
kladrybiny i mafosfamidu w komérkach przewlektej
biataczki limfocytowej

Jolanta D. Zotnierczyk', Pawet Hikisz', Arleta Borowiak',

Jerzy Z. Btoriski, Barbara Cebula-Obrzut’,
Piotr Smolewsk#, Tadeusz Robak?, Zofia M. Kiliariska’

1Katedra Cytobiochemii, Uniwersytet t6dzki
2Katedra Hematologii, Uniwersytet Medyczny w todzi
3Katedra Hematologii Eksperymentalnej,

Uniwersytet Medyczny w todzi

Background: Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the
most common type of leukemia of adults in Europe. CLL
cells are characterized by a rapid acquisition of chemother-
apy resistance manifested by short disease-free survival
time and CLL relapses. This is the reason of seeking new
therapeutic approaches to CLL treatment.

Aim of the study: The aim of current research was to eval-
uate the effectiveness of apoptosis induction in peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs) from CLL patients by syn-
thetic HMG-CoA reductase inhibitor — atorvastatin alone or
in combination with drugs being used in CLL therapy i.e.
cladribine and mafosfamide (active form of cyclophos-
phamide; CM).

Material and methods: Leukemic and normal PBMCs
were incubated in the presence of tested agents for 48 h.
Cytotoxicity and proapoptotic potential of examined drugs
were analyzed cytometrically by Vybrant apoptosis assay
#4 and by sub-G1 cell population measurement. The Chou-
Talalay method was used to estimate combined drug
effects. Moreover, Western-blotting technique was used to
assess the expression level of caspase-3, and the proteoly-
sis of apoptosis markers — PARP1 and lamin B.

Results: Our results revealed that atorvastatin, at con-
centrations nontoxic to normal PBMCs, induced apoptosis
of CLL cells and displayed synergism with CM combination.
A growth of sub-G; cell percentage, a drop of procaspase-
3 expression as well as cleavage of PARP-1and lamin B con-
firmed apoptosis induction in the drug-treated CLL cells.

Conclusions: It seems likely that usage of atorvastatin,
as a single agent or a support for the conventional therapy
— cladribine + cyclophosphamide, might improve remark-
ably the result of CLL treatment.

Wstep: Przewlekta biataczka limfocytowa (PBL) jest naj-
czestsza postacig biataczki dorostych w Europie. Komor-

ki PBL cechuja sie szybkim nabywaniem opornosci na
zastosowane leczenie przeciwnowotworowe, co przeja-
wia sie nawrotem choroby po krétkim czasie wolnym od
jej objawoéw. Sktania to do poszukiwan nowych sposobéw
terapii PBL.

Cel pracy: Celem podjetych badan byta ocena skutecz-
nosci indukowania apoptozy w komérkach jednojadrzastych
(peripheral blood mononuclear cells — PBMCs) wydzielonych
z krwi pacjentéw z PBL przez syntetyczny inhibitor reduk-
tazy HMG-CoA — atorwastatyne zastosowang samodzielnie
badz w potaczeniu z kombinacja lekéw stosowanych w tera-
pii PBL, tj. kladrybing i mafosfamidem — CM (aktywna postac
cyklofosfamidu).

Materiat i metody: Komorki PBMCs — biataczkowe oraz
prawidtowe — inkubowano w obecnosci badanych lekow
przez 48 godz. Cytotoksycznos¢ i proapoptotyczng aktyw-
nos¢ badanych zwiazkéw oceniano cytometrycznie testem
Viybrant apoptosis assay #4 i na podstawie pomiaru odset-
ka komorek sub-G;. Efekt lekéw w kombinacji oceniono
metoda Chou-Talalaya. Dodatkowo technika Western blot
analizowano ekspresje kaspazy 3 oraz biatek: PARP-1i lami-
ny B —uznanych markeréw apoptozy.

Wyniki: Wykazano, ze atorwastatyna uzyta w stezeniach
nietoksycznych dla komorek prawidtowych skutecznie indu-
kuje apoptoze komérek biataczkowych i wykazuje syner-
gizm z kombinacja lekdw CM. Wzrost odsetka komdrek
sub-G;, spadek ekspresji prokaspazy 3 oraz proteoliza
PARP-1i laminy B potwierdzity proapoptotyczng aktywnos¢
badanych lekéw.

Whioski: Wydaje sie prawdopodobne, ze zastosowanie
atorwastatyny, samodzielnie lub jako sktadnika w potaczeniu
z konwencjonalng chemioterapia — kladrybina + cyklofosfa-
mid, moze istotnie poprawi¢ wyniki leczenia chorych na PBL

[110]

The use of targeted molecular therapy
(antiangiogenic; anty-EGFR) at 19-year-old
woman with metastatic breast cancer
disease

Zastosowanie leczenia ukierunkowanego molekularnie
(antyangiogennego — anty-VEGF) u 19-letniej chorej
Z rozsianym rakiem piersi — prezentacja przypadku

Jolanta Zok, Ewa Wachuta, Wojciech Rogowski

Z0Z MSWiA z Warminisko-Mazurskim Centrum Onkologii
w Olsztynie

The use of anty-VEGF treatment in patients with
metastatic breast cancer disease can have a beneficial
impact on progression-free survival (PFS). Few data regard-
ing effect of this treatment are available in young women
population.

In 19-year-old woman left breast cancer was detected in
2008. The patient underwent left radical mastectomy.
Histopathological examination of the tumor showed: inva-
sive lobular cancer G1 (p T3NIMO), ER(+), PGR(-), HER2(1+).
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After the surgery following therapies were started: adju-
vant chemotherapy (six courses of TAC: doxorubicin 50
mg/m?, docetaxel 75 mg/m?, cyclophosphamid 500 mg/m?,
intravenous, 21 days), radiotherapy on the left side of the
chest and hormonotherapy (LHRH agonist and tamoxifen).

In March 2010 metastasis to lungs and chest lymph
nodes were diagnosed. The patients' clinical condition was
100% in Karnofsky’s scale.

In April was started combination therapy which consist-
ed of: vinorelbin (90 mg orally every 7 days) and beva-
cizumab (10 mg/kg; intravenous every 14 days).

After three months of this treatment, stabilization dis-
ease in lungs and partial response in chest lymph nodes
achieved.

After further three months (September 2010) complete
response in lymph nodes was noted.

The patient is treated by this regimen from April 2010
until now (March 2011) with stabilization in lungs and com-
plete response in lymph nodes. During the treatment no
significant toxicities appeared. The patient still has 100%
in Karnofsky’s scale.

Despite the fact that few data about antiangiogenic treat-
ment in young women population are available, the pre-
sented case shows that this treatment can be effective and
safe.

Zastosowanie leczenia anty-VEGF u chorych z rozsianym
rakiem piersi moze mie¢ korzystny wptyw na czas do wysta-
pienia progresji. Istnieje niewiele danych dotyczacych efek-
tow takiego leczenia u mtodych chorych.

U 19-letniej chorej w 2008 r. wykryto raka lewej piersi.
Wykonano radykalng mastektomie lewostronna. W badaniu
histopatologicznym: rak zrazikowy inwazyjny G1 (pT3N1IMO).
W ocenie stanu receptorowego komoérek guza stwierdzono:
ER(+), PGR(-), HER2(-).

Zastosowano leczenie: 6 cykli chemioterapii wg sche-
matu TAC w sktadzie: doksorubicyna 50 mg/m? p.c., doce-
taksel 75 mg/m? p.c., cyklofosfamid 500 mg/m? p.c., dozyl-
nie co 21 dni), przeprowadzono napromienianie na obszar
sciany klatki piersiowej oraz rozpoczeto hormonoterapie
(analog LHRH i tamoksyfen).

W marcu 2010 r. stwierdzono rozsiew choroby do ptuc
i weztow chtonnych klatki piersiowej. Stan chorej wynosit
100% wg skali Karnofskiego (KPS).

W kwietniu 2010 r. rozpoczeto chemioterapie wg sche-
matu: winorelbina (90 mg doustnie co 7 dni) w skojarzeniu
z bewacizumabem (10 mg/kg m.c. co 14 dni).

Po 3-miesiecznym leczeniu uzyskano stabilizacje zmian
w ptucach oraz czesciowa regresje zmian weztowych.

We wrzesniu 2010 r. nadal utrzymywata sie stabilizacja
zmian w ptucach, a w zmianach weztowych stwierdzono
catkowita remisje — uzyskana odpowiedz utrzymuje sie do
chwili obecnej (marzec 2011 r.), chora kontynuuje leczenie.

Podczas leczenia nie wystapity istotne dziatania niepo-
zadane. Chora nadal w stopniu sprawnosci 100% wg KPS.

Mimo niewielu danych dotyczacych leczenia antyangio-
gennego w populacji mtodych kobiet, przedstawiony przy-
padek wykazuje, ze leczenie takie moze by¢ skuteczne i bez-
pieczne.

[111]

The development of therapeutic, genetically
modified cellular vaccines combined with
chemotherapy (cyclophosphamide or
docetaxel) for the treatment of prostate
cancer - preclinical study

Rozwéj terapeutycznych genetycznie modyfikowanych
szczepionek komoérkowych skojarzonych z chemioterapiq
(cyklofosfamid lub docetaksel) do leczenia raka gruczotu
krokowgo — badanie przedkliniczne

Jacek Mackiewicz, Marek Kotlarski, Urszula Kazmierczak-
-Majchrzak, Konstanty Korski, Anita Nowicka,
Ewelina Dondajewska, Piotr J. Wysocki, Andrzej Mackiewicz

Zaktad Immunologii Nowotwordw, Uniwersytet Medyczny
w Poznaniu, Wielkopolskie Centrum Onkologii w Poznaniu

Background: Cyclophosphamide (CY) and docetaxel (DXL)
are cytostatic drugs exhibiting efficacy in treatment of var-
jous types of cancer. In case of murine, ectopic models of
large intestine and prostate cancers, immunomodulatory
influence of CY and DXL on immunisation with genetically
modified cellular and peptide vaccines was demonstrated.

Aim of the study: The purpose of the study was to cre-
ate and assess the efficacy of genetically modified cellular
vaccines enhanced by combined application of cytostatic
drug (cyclophosphamide — CY or docetaxel — DXL) in ortho-
topic, murine prostate cancer model.

Material and methods: In orthotopic model, 8-12 weeks
old C57BL6/) mice were given wild-type TRAMP cells
(2 x 10°) into posteriolateral lobe of the prostate. Immuno-
therapy was conducted using cellular vaccines modified
with artificial Hyper-IL-6 (H-6) and Hyper-IL-11 (H-11)
cytokines genes (GMTV). Efficacy of GMTV-H6 and
GMTV-H11 therapy in therapeutic model was assessed.

Results: Median overall survival was the longest in case
of murine cohort receiving GMTV-H6 combined with cyto-
static drugs in comparison to other groups. It was observed
that GMTV+CY immunisation enhances immunological
response by Treg lymphocytes (CD4+/CD25+) inhibition. Fur-
thermore, mice treated with GMTV+DXL were shown to
have enhanced CD8+, CD4+ and NK cells response com-
pared to animals from other groups.

In murine, orthotopic model of prostate cancer GMTV-
H6 combined with CY and DXL shows high therapeutic
potential, which stems from modulation of various immuno-
logical mechanisms.

Wstep: Cyklofosfamid (CY) i docetaksel (DXL) sa cyto-
statykami wykazujacymi skutecznosé w leczeniu wielu
nowotworéw. W mysich ekotopowych modelach raka jelita
grubego i raka prostaty udowodniono immunomodulujacy
wptyw CY i DXL na immunizacje genetycznie modyfikowa-
nymi szczepionkami komérkowymi oraz szczepionkami pep-
tydowymi.

Cel pracy: Opracowanie i ocena efektywnosci genetycz-
nie modyfikowanych szczepionek komérkowych wzmoc-
nionych poprzez skojarzone podanie cytostatyku (cyklofos-
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famidu — CY, lub docetakselu — DXL) w modelu ortotopo-
wym mysiego raka gruczotu krokowego.

Materiat i metody: W modelu ortotopowym myszom C57
w wieku 8-12 tygodni podawano dzikie komérki TRAMP (2
x 10°) do ptata tylno-bocznego gruczotu krokowego. Immu-
noterapia byta prowadzona przy uzyciu leczniczych mody-
fikowanych genami sztucznych cytokin Hyper-IL-6
(H-6) oraz Hyper-IL-11 (H-11) szczepionek komdrkowych
(GMTV). Oceniano efektywnos¢ terapii GMTV-H6 i GMTV-
H11 w skojarzeniu z CY i DXL w modelu terapeutycznym.

Wyniki: Mediana czasu catkowitego przezycia myszy byta
najdtuzsza w grupie zwierzat otrzymujacych GMTV-H6
w skojarzeniu z cytostatykami w poréwnaniu z myszami
z innych grup. Zaobserwowano, ze immunizacja GMTV+CY
wzmacnia odpowiedz immunologiczng poprzez hamowa-
nie limfocytow Treg (CD4+/CD25+), ponadto u myszy otrzy-
mujacych GMTV+DXL stwierdzono wzmocnienie odpowie-
dzi limfocytow CD8+, CD4+ i komérek NK w stosunku do
zwierzat z innych grup.

W mysim ortotopowym modelu raka gruczotu krokowe-
go GMTV-H6 skojarzona z CY i DXL wykazuje wysoki poten-
cjat terapeutyczny, ktory wynika z modulacji licznych mecha-
nizméw immunologicznych.

[112]

Wyniki leczenia trabektedyng chorych na
zaawansowane miesaki tkanek miekkich
o wybranych podtypach histologicznych

The results of trabectedin therapy in patients with
advanced soft tissue sarcoma of selected histological
subtypes

Hanna Koseta, Katarzyna Wiater, Tomasz Switaj,
Anna Klimczak, Iwona tugowska, Stawomir Falkowski,
Piotr Rutkowski

The Maria Sklodowska-Curie Memorial Cancer Center
and Institute of Oncology, Warsaw

Background: Trabectedin is a new cytotoxic drug —a mol-
ecule primarily isolated from tunicates Ectenascidia turbina-
ta. It was registered in year 2007 for therapy of advanced
and metastatic soft tissue sarcomas in case of failure of
treatment with anthracyclines and ifosamide or in patients
that are not eligible for this kind of treatment. Pre-registra-
tion studies showed its efficiency in therapy of advanced
soft tissue sarcomas especially liposarcoma and leiomyosar-
coma. The clinical benefit varies, according to available
reports from 29% to 54%. This agent shows specific activi-
ty in type myxoid liposarcoma, where the percentage of
response exceeds 50%. The aim of the study was an analy-
sis of the results of trabectedin therapy in patients with
advanced soft tissue sarcoma of selected histological sub-
types treated in one oncological center.

Material and methods: We retrospectively analyzed 26
patients (13 female, 13 male; age median 51 years) treated
with Trabectedin for locally advanced or metastatic soft tis-
sue sarcomas, in a period from 04.2008 to 03.2011. Thirteen

patients (50%) were diagnosed with leiomyosarcoma,
10 patients (38%) — liposarcoma [including 6 (60%) with
type myxoid liposarcomal, 2 patients (7.6%) — synovial sar-
coma, 1 (3.8%) pleomorphic sarcoma.. All patients where
earlier treated with chemotherapy (100% of them with reg-
imens including anthracyclines, 46% — ifosfamide). Median
of the earlier lines of chemotherapy was 3 (range 1 to 8).

Results: There were given 120 courses of Trabectedin
(median 4, range 1-20). We were able to asses the response
in 24 patients. According to the RECIST criteria responses
were: 1 partial response (4%), 12 stabilization of the disease
(50%), and 11 progression of the disease (46%). The per-
centage of 6-month PFS was 21%, median of the PFS was
2,5 month, but in the group of patient who had a benefit of
the therapy (PR + SD) the median of the PFS was 5 months.
Four (15.4%) patients experienced grade 3 or 4 toxicity, and
1 (3.8%) stopped treatment due to toxicity.

Conclusion: In the analyzed group of patient treated with
Trabectedin clinical benefit was noticed in 54% of the
patients. We showed that Trabectetin is effective and well
tolerated by patients treated earlier with many lines of
chemotherapy for soft tissue sarcoma.

Wstep: Trabektedyna jest nowym cytostatkiem pier-
wotnie wyizolowanym z ostonic Ectenascidia turbinata,
zarejestrowanym w 2007 r. do leczenia zaawansowanych
i przerzutowych miesakéw tkanek miekkich (MTM) przy nie-
powodzeniu leczenia antracyklinami i ifosfamidem. Bada-
nia przedrejestracyjne wykazaty jej skutecznos¢ w leczeniu
zaawansowanych MTM ze szczegélnym uwzglednieniem
podtypu leiomyosarcoma i liposarcoma. Korzys¢ kliniczna
terapii waha sie wg r6znych doniesief od 29% do 54%. Lek
wykazuje szczegblng aktywnosé w podtypie liposarcoma
myxoides, gdzie odsetek odpowiedzi przekracza 50%.

Cel pracy: Analiza wynikéw chorych na zaawansowane
MTM o wybranych podtypach histologicznych w jednym
osrodku onkologicznym.

Materiat i metody: Retrospektywnej analizie poddano
dane 26 chorych (13 kobiet, 13 mezczyzn; mediana wieku
51 lat) na zaawansowane miejscowo i/lub przerzutowe
MTM, leczonych trabektedyng w okresie miedzy kwietniem
2008 1. a marcem 2011 r. Wsr6d chorych 13 (50%) miato roz-
poznanie leiomyosarcoma, 10 (38%) — liposarcoma [w tym
6 (60 %) podtyp myksoidny], 2 (7,6% ) — sarcoma synovia-
le, 1 (3,8%) — miesaka pleomorficznego.

Wszyscy chorzy leczeni byli wczesniej wg schematow
zawierajacych doksorubicyne, 46 % — ifosfamid. Mediana
liczby wezesniejszych linii chemioterapii wyniosta 3 (zakres
1-8).

Wyniki: Podano 120 kurséw trabektedyny (mediana 4;
zakres 1-20). U 24 chorych mozliwa byta ocena odpowiedzi
na leczenie. Najlepsze odpowiedzi ogétem wg kryteriow
RECIST byty nastepujace: 1 odpowied? czesciowa (4%),
12 stabilizacji choroby (50%) i 11 progresji choroby (46%).
Odsetek 6-miesiecznych PFS wyniést 21 %, mediana PFS dla
ogotu wyniosta 2,5 miesigca, natomiast dla chorych, ktérzy
odniesli korzysc kliniczng (PR + SD), 5 miesiecy. U 4 (15%)
chorych obserwowano toksycznosc 3.1 4. stopnia, u 1 (4%)
zakonczono leczenie z powodu toksycznosci.

Whioski: W analizie danych chorych leczonych trabekte-
dyna korzys¢ kliniczna odnotowalismy u 54% chorych.
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Wykazalismy skutecznos¢ i dobrg tolerancje u chorych leczo-
nych wczesniej wieloma liniami chemioterapii z powodu
zaawansowanych MTM.

[113]
Efficacy of vinorelbine in chemotherapy

of antracycline and taxane pretreated
metastatic breast cancer

Ocena chemioterapii z udziatem winorelbiny w leczeniu
niepowodzen chorych na zaawansowanego raka piersi

Marek Ziobro, Bozena Cybulska-Stopa,
Ewelina Kojs-Pasiriska, Ida Cedrych, Anna Brandys

Klinika Nowotworéw Uktadowych i Uogdlnionych,
Centrum Onkologii w Krakowie

Background: The goal of this study is assessment of pro-
gression free survival (PFS), response rate (RR), and toxici-
ty of vinorelbine applied for metastatic breast cancer
patients pretreated with antracycline and taxane.

Methods: From June 2001 to September 2009, 103 pa-
tients with metastatic breast cancer were treated with vinorel-
bine based chemotherapy, which was administered as sec-
ond or next lines of therapy after chemotherapy with taxane
and anthracyclines. The treatment consisted of vinorelbine
25 mg/m? iv. plus fluorouracil (5-FU) 500 mg/m? Lv. given on
day 1 and 8 every 3 weeks (53 patients) or vinorelbine
alone 30 mg/m? i.v. given on day 1 and 8 every 3 weeks
(50 patients). Terapy was administered until disease pro-
gression or unacceptable toxicity. Median age was 54 years
(range 38-76) in group with vinorelbine and 5-FU, and
55.5 years (range 38-73) in group with vinorelbine alone. All
administered cycles were 417. Mediana of cycles was four
(rage 1-11). Evaluation of treatments effects was possible in 93
cases (10 patients received only one cycle of chemotherapy).

Results: There were 16 RR (17%) for all assessed patient,
including 2 complete responses (CR) (2%) and 14 partial
responses (PR) (15%). Stable Diesease (SD) was observed
for 40 (43%) patient. In subgroup with navelbine and 5-FU
—2 CR (4%), 5 PR (10.5%), 24 (SD) (50%) and 17 PD (35.5%)
was registered. In group treated with navelbine alone there
were only 9 PR (20%) and 16 SD (35.5%). Median TTP
assessed for all treated patients was 18 weeks, and conse-
quently 22 weeks in group with navelbine and 5-FU, and
16 weeks in second group. The most common hematolog-
ic adverse events were neutropenia registered during 20%
cycles and thrombocytopenia (4% of cycles), Grade 3-4 inci-
dence of these events (according NCI CTC) were registered
consequently during 8% and 1.5% cycles. Nausea and vom-
iting were registered during 13% cycles. The doses of
chemotherapeutic agents were reduced in 26 (25%) cases.
There were no treatment-related deaths.

Conclusions: Vinorelbine combined with 5-FU or vinorel-
bine alone is an effective and safe treatment for pretreat-
ed metastatic breast cancer patients. The application of
vinorelbine and 5-FU seems to be better than vinorelbine
alone.

Wstep: Wyniki leczenia chorych na zaawansowanego,
nieoperacyjnego raka piersi lub raka piersi z przerzutami
powoli sie poprawiaja, a mediana przezy¢ catkowitych w tej
grupie wynosi 2-3 lata. Leczenie systemowe, ktére w tych
przypadkach jest leczeniem paliatywnym, polega na sekwen-
cyjnym stosowaniu kolejnych linii terapii (chemioterapia,
hormonoterapia, terapie celowane). Zdefiniowane sg obec-
nie pierwsze linie leczenia, sktadajace sie z pochodnych
antracyklin i taksanow, a w przypadku niepowodzen tych
terapii stosuje sie najczesciej kapecytabine (samodzielnie
lub w kombinacjach z innymi cytostatykami). Sekwencja
i skutecznosé dalszych linii leczenia jest nadal oceniana,
a dane o jej efektywnosci pochodza gtownie z badan jed-
noosrodkowych lub badan retrospektywnych. Winorelbina
jest cytostatykiem o udowodnionej skutecznosci w pierw-
szych liniach leczenia chorych na raka piersi z przerzutami,
obecnie jest jednak stosowana w kolejnych liniach. Dlate-
go celowa wydaje sie ocena efektywnosci i tolerancji tego
leku w leczeniu niepowodzef u chorych na zaawansowa-
nego raka piersi lub raka piersi z przerzutami.

Materiat i metody: Od czerwca 2001 r. do wrzesnia 2009 .
w Centrum Onkologii — Instytucie im. M. Sktodowskiej-Curie
w Krakowie leczono 103 chore na zaawansowanego, nie-
operacyjnego raka piersi lub raka piersi z przerzutami.
Chore otrzymywaty chemioterapie opierajaca sie na wino-
relbinie, ktéra byta podawana jako druga lub kolejna
linia leczenia po chemioterapii z udziatem taksanéw
i antracyklin. Winorelbine wraz z 5-fluorouracylem (5-FU)
(w dawkach odpowiednio 25 mg/m? i.v. i 500 mg/m? i.v.
w 1.1 8. dniu cyklu co 3 tygodnie) otrzymaty 53 chore, a wino-
relbine w monoterapii (30 mg/m? w 1. i 8. dniu cyklu
co 3 tygodnie) otrzymato 50 chorych. Terapia byta konty-
nuowana do progresji choroby lub wystapienia nieakcep-
towanej toksycznosci. Mediana wieku w grupie chorych
leczonych winorelbing z 5-FU wyniosta 54 lata (zakres
38-76), a w grupie otrzymujacej winorelbine w monotera-
pii 55,5 roku (zakres 38-73). tgcznie podano 417 cykli che-
mioterapii — 177 cykli winorelbiny z 5-FU i 137 cykli winorel-
biny w monoterapii. Chore otrzymaty 1-11 cykli leczenia —
mediana 4 cykle. Ocena efektu leczenia byta mozliwa
u 93 chorych (10 chorych otrzymato tylko 1 cykl leczenia).

Wyniki: Obiektywng odpowiedz na leczenie (RR) uzys-
kano u 16 (17%) chorych, w tym 2 (2%) catkowite remisje
(complete response — CR) i 14 (15%) czesciowych remisji (par-
tial response — PR). Stabilizacje choroby (stable disease — SD)
zaobserwowano u 40 (43%) chorych. W grupie leczonej
winorelbing z 5-FU uzyskano 2 CR (4%), 5 PR (10,5%),
24 SD (50%) i 17 PD (35,5%). W grupie otrzymujgcej wino-
relbine w monoterapii zanotowano tylko 9 PR (20%) and
16 SD (35,5%). Mediana czasu do progresji w catej grupie
wyniosta 18 tygodni, odpowiednio 22 tygodnie w grupie
leczonej winorelbing z 5-FU i 16 tygodni w drugiej grupie.
Najczestszymi powiktaniami hematologicznymi byta neu-
tropenia (w 20% cykli) oraz trombocytopenia (w 4% cykli),
powiktania te w stopniu 3.-4. (zgodnie z NCI CTC) zanoto-
wano odpowiednio w 8% and 1,5%. Nudnosci i wymioty
wystapity w 13% podan. Dawki chemioterapii byty reduko-
wane w 26 (25%) przypadkach. Nie zanotowano zgonow
zwigzanych z leczeniem.

Whioski: Winorelbina w monoterapii lub w potgczeniu
z 5-FU jest efektywnym i bezpiecznym leczeniem kolejne;j
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linii u chorych na zaawansowanego, nieoperacyjnego raka
sutka lub raka sutka z przerzutami. Stosowanie winorelbi-
ny w potaczeniu z 5-FU wydaje sie bardziej skuteczne niz
winorelbiny w monoterapii.

[114]

Analysis of results of systemic treatment of
advanced, metastatic melanoma

Analiza wynikéw leczenia systemowego chorych na
zaawansowane, rozsiane czerniaki skory

Bozena Cybulska-Stopa’, Piotr Rutkowsk?,
Marek Ziobro', Marta Skoczek’, Ida Cedrych’

IKlinika Nowotworow Uktadowych i Uogdlnionych,
Centrum Onkologii w Krakowie

2Klinika Nowotworow Tkanek Miekkich, Kosci i Czerniakow,
Centrum Onkologii — Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie
w Warszawie

Background: The incidence of melanoma is increasing
rapidly in worldwide. Metastatic melanoma at the time are
incurable and lead in short period of time to death. Current
methods to predict in patients with advanced, metastatic
melanoma are limited. To determine clinical prognostic fac-
tors that accurately predict survival in patient with metasta-
tic melanoma, a retrospective analysis was performed.

Material and methods: The retrospective analysis of 427
patients with metastatic melanoma who were treated
between 1995 and 2005 at the Department of Systemic and
Generalized Malignancies of the Centre of Oncology (Krakow
Division) — 177 (41.45%) patients and Department of Soft
Tissue/Bone Sarcoma and Melanoma of the Centre of
Oncology (Warsaw Division) — 250 (58.55%) patients.

Results: The median overall survival time (OS) was
7.1 month (95% Cl: 6.7-7.9) and the 1-year, 2-year and 5-year
survival rates were 32.3%; 12.5%; 3.9%, respectively. The
median progression free survival time (PFS) after first line
of treatment was 3.5 month (95% Cl: 3.1-3.8). There were
19.1% objective responses (CR — 6.1%, PR —13.0%) and SD
—45.5% after first line of therapy. The most common adverse
events were aneamia, neutropenia, trombocytopenia and
nausea and vomiting.

In multivariate analyses: PS >1, normal serum levels of
LDH and AspAT, female age (older women), palliative sur-
gical treatment and palliative radiotherapy, kind of treat-
ment in the first line of therapy (DTIC), metastatic
melanoma of unknown primary site were independent pos-
itive predictor for survival.

Conclusions: The survival rate of patients with metasta-
tic melanoma has not change significantly over the last
years. The independent positive predictor for survival are
PS > 1, normal serum levels of LDH and AspAT, female age
(older women), palliative surgical treatment and palliative
radiotherapy, kind of treatment in the first line of therapy
(DTIC), metastatic melanoma of unknown primary site. DTIC
is useful to treatment patients in a good condition and with
normal serum levels of LDH. Because results of treatment
metastatic melanoma are not satisfactory, majority of

patients should be treatmed in prospective, randomized
protocols with a new therapy.

Wstep: Czerniaki skory w 1l nieoperacyjnym oraz IV stop-
niu zaawansowania sg obecne nieuleczalne i w krétkim
czasie prowadza do zgonu. Brakuje réwniez jednolitych
pogladéw co do leczenia chorych w tych stopniach zaawan-
sowania. W chwili obecnej istotne jest petne okreslenie
zestawu czynnikéw prognostycznych i predykcyjnych w gru-
pie chorych na czerniaki z nieresekcyjnymi przerzutami do
regionalnych weztow chtonnych lub przerzutami in-transit
lub rozsiewem do narzadéw odlegtych leczonych przy zasto-
sowaniu klasycznych metod terapii, zwtaszcza biorgc pod
uwage mozliwos¢ pojawienia sie w najblizszym czasie lekow
o nowych mechanizmach, ktére moga zmieni¢ postepowa-
nie lecznicze u chorych na zaawansowane czerniaki.

Cel pracy: 1. Ustalenie na podstawie zebranego materia-
tu klinicznego optymalnego postepowania u chorych na
czerniaki skory w stopniu zaawansowania lll nieoperacyj-
nym i IV. 2. Wyodrebnienie czynnikéw prognostycznych
majacych wptyw na przezycia catkowite dla grupy chorych
leczonych systemowo. 3. Ocena toksycznosci i wptywu na
przezycia réznych rodzajéw leczenia systemowego. 4. Zna-
lezienie czynnikéw predykcyjnych pozwalajacych na wyod-
rebnienie z catej populacji chorych na zaawansowane czer-
niaki skoéry grup pacjentéw o najwiekszych szansach
uzyskania odpowiedzi klinicznej na okreslone leczenie sys-
temowe.

Materiat i metody: Przeprowadzono retrospektywna ana-
lize 427 chorych na czerniaki skory w stopniu zaawanso-
wania klinicznego Il nieoperacyjnym i IV, ktérzy rozpoczeli
leczenie systemowe w Klinice Nowotworéw Uktadowych
i Uogolnionych Centrum Onkologii — Instytutu im. Marii Skto-
dowskiej-Curie w Krakowie — 177 (41,45%) chorych, oraz Kli-
nice Nowotworéw Tkanek Miekkich, Kosci i Czerniakéw Cen-
trum Onkologii — Instytutu im. Marii Sktodowskiej-Curie
w Warszawie — 250 (58,55%) chorych, w latach 1995-2005.

Wyniki: Mediana przezycia catkowitego w catej analizo-
wanej grupie chorych wyniosta 7,1 miesigca (95% Cl: 6,7-7,9),
odsetki przezy¢ rocznych, 2-letnich i 5-letnich, odpowied-
nio: 32,3%; 12,5%; 3,9%, a mediana czasu wolnego od
progresji choroby (PFS) po pierwszej linii leczenia 3,5 mie-
siaca (95% Cl: 3,1-3,8), odsetek obiektywnych odpowiedzi
po pierwszej linii leczenia wyniést 19,1% (CR — 6,1%,
PR —13,0%), SD — 45,5%. Przeanalizowano 36 zmiennych,
20 z nich wykazato znamienny statystycznie wptyw na dtu-
gos¢ przezycia catkowitego w analizie jednoczynnikowej.
W analizie wieloczynnikowej czynnikami wptywajacymi
znamiennie na przezycia catkowite okazaty sie: stan spraw-
nosci wg ECOG, wyjsciowa aktywnos¢ dehydrogenazy mle-
czanowej (LDH) i aminonotransferazy asparaginianowej
(ASPAT) w surowicy, wiek kobiet w momencie podjecia decy-
zjo o niezakwalifikowaniu do leczenia radykalnego, wyko-
nanie chirurgicznej resekcji paliatywnej przerzutéw, zasto-
sowanie paliatywnej radioterapii, rodzaj zastosowanego
leczenia w pierwszej linii, wystepowanie rozsiewu
W momencie rozpoznania, przerzuty czerniaka z nieznane-
go ogniska pierwotnego.

Whioski: Chemioterapia oparta na dakarbazynie (zwtasz-
cza w schemacie 5-dniowym) nadal moze by¢ wykorzysty-
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wana w leczeniu chorych w dobrym stanie ogélnym i z pra-
widtowym stezeniem LDH w surowicy. Do ewentualnego
leczenia drugiej linii nalezy kwalifikowac jedynie chorych,
ktorzy odniesli korzysé z leczenia pierwszej linii. Istotne zna-
czenie kliniczne w terapii chorych na zaawansowane czer-
niaki ma zastosowanie paliatywnej resekcji i radioterapii
zmian przerzutowych. Niezaleznymi czynnikami rokowni-
czymi wptywajacymi na przezycie chorych na czerniaki sko-
ry w stopniu zaawansowania klinicznego Ill nieoperacyjnym
i IV sg: stan sprawnosci wg ECOG, wyjsciowa aktywnos¢
dehydrogenazy mleczanowej (LDH) w surowicy, wyjsciowa
aktywnos¢ aminonotransferazy asparaginianowej (AspAT)
w surowicy, wiek kobiet w momencie podjecia decyzji o nie-
zakwalifikowaniu do leczenia radykalnego u kobiet, wyko-
nanie chirurgicznej resekcji paliatywnej przerzutdw, zasto-
sowanie paliatywnej radioterapii, rodzaj zastosowanego
leczenia w pierwszej linii, wystepowanie rozsiewu
w momencie rozpoznania, przerzuty czerniaka z nieznane-
g0 ogniska pierwotnego. Stosowanie innych schematoéw niz
dakarbazyna w monoterapii w pierwszej linii leczenia nie
wptywa na dtugosc przezycia catkowitego. Ogolna toksycz-
nos¢ stosowanego leczenia nie byta duza, a najczestszymi
powiktaniami w stopniu G3 oraz G4 byty zaburzenia hema-
tologiczne w postaci niedokrwistosci, trombocytopenii i neu-
tropenii oraz nudnosci i wymioty. Powiktania byty wieksze
przy zastosowaniu schematow wielolekowych. Ze wzgledu
na niezadowalajace wyniki leczenia klasycznymi formami
terapii wskazane jest wigczanie jak najwiekszej liczby cho-
rych na czerniaki skory w nieoperacyjnym stopniu ll1i IV do
prospektywnych badan klinicznych z nowymi terapiami.
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Dakarbazyna (DTIC) w leczeniu chorych
na zaawansowane czerniaki w schemacie
jednodniowym w wiekszej dawce

czy w mniejszych dawkach przez kilka
kolejnych dni?

Bozena Cybulska-Stopa’, Piotr Rutkowsk?,

Marta Skoczek', Marek Ziobro', Ida Cedrych’

IKlinika Nowotwordéw Uktadowych i Uogolnionych,
Centrum Onkologii — Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie
w Krakowie

2Klinika Nowotworow Tkanek Miekkich, Kosci i Czerniakow,
Centrum Onkologii — Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie
w Warszawie

Background: Since the FDA approval in 1975, dacarbazine
(DTIC) has been a systemic treatment of choice for metasta-
tic melanoma, however the schedule of administration has
not been definitively established.

To date no significant impact of dacarbazine on overall
survival has been reported in the randomized trials.

DTIC is typically administered intravenously at a dose of
200-250 mg/m?/day for 5 consecutive days, repeated every
3-4 weeks or at a single dose of 800 to 1000 mg/m? admin-
istered every 3 weeks. There is no data confirming the supe-

riority of one regimen over another one. In the presented
study we evaluated the efficacy and toxicity of two differ-
ent regimens containing DTIC.

Material and methods: We analyzed the data of 80 pa-
tients with cutaneous melanoma in inoperable stage Ill and
IV treated with dacarbazine monotherapy as a first-line treat-
ment in the Department of Systemic and Generalized Malig-
nancies (M. Sklodowska-Curie Memorial Cancer Center,
Cracow) and the Department of Soft Tissue/Bone Sarcomas
(M. Sklodowska-Curie Memorial Cancer Center, Warsaw)
between 1995 and 2005. The median age of the patients was
54.45 years (range 21-78), including 38 (47.5%) men and
42 (52.5%) women. 49 of the patients received DTIC intra-
venously at a single dose of 1000 mg/m? repeated every
3 weeks, and 31 patients received DTIC at a dose of
250 mg/m? i.v. on days 1-5 every 3 weeks. The therapy was
continued until disease progression or unacceptable toxici-
ty. In total, 593 cycles of chemotherapy were administered,
including 289 (median - 3) cycles of DTIC in a 1-day regimen
and 304 (median —7) cycles of DTIC in a 5-day regimen.

Results: The median overall survival (OS) was 7.4 (95% Cl:
6.7-10.5) months in the group receiving 1-day regimen,
and 17.3 (95% Cl: 10.0-25.5) months in the group receiving
5-day regimen and the difference was statistically signifi-
cant (p = 0.0309). There was also a statistically significant
difference in progression-free survival (PFS) between two
groups — 3.8 (95% Cl: 2.9-5.6) months and 7.6 (95% Cl:
5.5-12.8) months respectively, (p = 0.0357). Objective
responses were observed in 10 (20.4%) of 49 patients in the
first group including 3 CR (6.1% of patients) and 7 PR (14.3%
of patients), 16 patients had stable disease — SD (32.7%). In
the second group: 6 RR (19.4%), including 5 CR (16.1%) and
1PR (3.2%), SD was observed in 18 (58.1%) of the patients.
The difference between groups was not statistically signif-
icant (p = 0.0523). The chemotherapy was relatively well
tolerated. The most common adverse events were neu-
tropenia registered during 3.75% of cycles, nausea and vom-
iting during 30% of cycles in a group treated with a single
dose of DTIC.

Conclusions: In this study administration of dacarbazine
at a dose of 250 mg/mZi.v. for 5 consecutive days every
3 weeks significantly prolonged overall survival (OS) and
progression free survival (PFS). A sum of response (CR + PR
+ SD) was higher in a 5-day regimen without statistic sig-
nificance. A lower toxicity of treatment was observed in
5-day regimen. The obtained results suggest that the use
of DTIC at the dose of 250 mg/m?2 on days 1-5 appeared to
be more effective and better tolerated than DTIC at a sin-
gle dose of 1000 mg/m?.

Wstep: Niezmiennie od lat 70. ubiegtego stulecia stan-
dardem w leczeniu w zaawansowanego czerniaka jest dakar-
bazyna (DTIC), ktéra pomimo tak dtugiego okresu stosowa-
nia nie ma ostatecznie ustalonego standardu podawania.
Do tej pory brak jest réwniez badan klinicznych z randomi-
zacja potwierdzajacych jej wptyw na przezycia catkowite. Lek
stosowany jest zarowno w dawce 220-250 mg/m? przez
4-5 dni co 3—4 tygodnie, jak réwniez jako jednodniowa tera-
pia w dawce 800-1000 mg/m? podawanej co 3 tygodnie.
W pracy oceniono skutecznosé oraz toksycznosé dwaéch roz-
nych schematéw podawania DTIC.
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Materiat i metody: Przeprowadzono retrospektywna anali-
73 80 chorych na czerniaki skory w stopniu zaawansowania
klinicznego Ill nieoperacyjnym i IV, w wieku $rednio 54,45 roku
(zakres 21-78 lat), w tym 38 mezczyzn (47,5%) i 42 kobiet
(52,5%), ktorzy otrzymywali jako leczenie pierwszej linii dakar-
bazyne w monoterapii w Klinice Nowotworéw Uktadowych
i Uogdlnionych Centrum Onkologii — Instytutu im. Marii Skto-
dowskiej-Curie w Krakowie oraz Klinice Nowotworéw Tkanek
Miekkich, Kosci i Czerniakéw Centrum Onkologii — Instytutu
im. Marii Sktodowskiej-Curie w Warszawie w latach 1995—
2005. Czterdziestu dziewieciu chorych otrzymywato DTIC
w dawce 1000 mg/m? Lv. w 1. dobie co 3 tygodnie (37% cho-

Tabela 1. Charakterystyka analizowanych grup chorych

liczba chorych 49 31

mezczyzni 29 (59,2%) 9 (29,0%)

leczenie uzupetniajace — 8 (16,3%)

immunoterapia

5 (16,1%)

czas od momentu rozpoznania
czerniaka do chwili wystgpienia
nieoperacyjnego rozsiewu choroby:
srednia/mediana (zakres)

w miesigcach

31,4 +31,7
16,4 (0-137)

23,4417,2
17,1 (1,71-72,2)

wiek w chwili dyskwalifikacji od
leczenia radykalnego lub
wystapienia rozsiewu odlegtego
Srednia/mediana (zakres) w latach

54,0 12,5 54,9 14,0
53,3 (23,6-78,9) 51,7 (21,2-74,8)

0 8 (16,3%) 25 (80,7%)
1 35 (71,4%) 5 (16,1%)
2 4 (8,2%) 1(3,2%)
3 2 (4,1%) 0 (0%)
brak danych 0 0

rych byto w Il stopniu zaawansowania), a 31 w dawce
250 mg/m? (.v. w 1-5. dobie co 3 tygodnie (tylko 6,3% chorych
w Il stopniu zaawansowania). Terapia byta kontynuowana
do progresji choroby lub nieakceptowanej toksycznosci.
W sumie podano 593 cykle chemioterapii, w tym 289 (media-
na—3) cykli DTIC w 1-dniowym schemacie oraz 304 (media-
na—7) cykle DTIC w schemacie 5-dniowym.

Wyniki: Mediana czasu przezycia catkowitego (OS) wynio-
sta w grupie otrzymujacej schemat 1-dniowy 7,4 (95% Cl:
6,7-10,5) miesiaca, a w grupie otrzymujacej schemat 5-dnio-
wy 17,3 (95% Cl: 10,0-25,5) miesigca. Wykazano znamien-
na statystycznie réznice dla mediany OS pomiedzy anali-

Tabela 1. Cd.

liczba zajetych lokalizacji (organdw)
w momencie dyskwalifikacji
od leczenia radykalnego:

1 12 (25,0%) 22 (71,0%)
2 25 (52,1%0 9 (29,0%)
3lub > 11 (22,9%) 0
brak danych 1 0

wyjsciowa aktywnos¢ LDH

W surowicy:
norma 23 (56,1%) 17 (63,0%)
podwyzszony 18 (43,9%) 10 (37,0%)
brak danych 8 4

wyjsciowa aktywnos¢ ASPAT

W surowicy:
norma 36 (83,7% 27 (96,4%)
podwyzszony 7 (16,3%) 1(3,6%)
brak danych 6 3

liczba cykli:
Srednia; mediana (zakres) 3,0 (1-80)

7,0 (1-60)

59 +11,9
9,8 11,1
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Tabela 2. Czas przezycia catkowitego (0OS) w badanych grupach

Przezycie catkowite wsrdd pacjentéw leczonych mono-DTIC

N N zgonoéw Srednia Mediana 95% Cl 1-roczne (%) 2-letnie (%) 5-letnie (%) wartosé p
(miesiace) dla mediany
DTIC 1000 49 47 15,4 7,4 6,7-10,5 32,7 14,3 7,7 0,0309
DTIC 250 31 28 28,9 17,3 10,0-25,5 64,5 35,5 17,20
Tabela 3. Czas wolny od progresji choroby (PFS) w badanych grupach
Czas wolny od progresji choroby wsréd pacjentéw leczonych mono-DTIC
N Nzgondéw Srednia Mediana 95% Cl 6-miesieczne (%) 1-roczne (%) 2-letnie (%) wartos¢ p
(miesigce)  dla mediany

DTIC 1000 49 48 7,9 3,8 2,9-5,6 28,6 18,4 8,2 0,0357
DTIC 250 31 27 12,4 7,6 5,5-12,8 62,5 34,7 13,9

zowanymi grupami (p = 0,0309), podobnie dla mediany cza-
su wolnego od progresji (PFS), ktéra wyniosta odpowiednio
3,8 (95% Cl: 2,9-5,6) miesigca oraz 7,6 (95% Cl: 5,5-12,8)
miesigca, wykazano znamienng statystycznie roznice
(p = 0,0357). Zanotowano 10 (20,4%) obiektywnych odpo-
wiedzi (RR) na leczenie w pierwszej grupie, w tym 3 CR
(6,1%) i 7 PR (14,3%) oraz 16 SD (32,7%), natomiast w dru-
giej grupie 6 RR (19,4%), w tym 5 CR (16,1%) i 1 PR (3,2%)
oraz 18 SD (58,1%), bez znamiennej statystycznie réznicy
pomiedzy grupami (p = 0,0523). Ogdlna toksycznosc stoso-
wanych terapii byta niewielka. Najczestszymi powiktaniami
byty: neutropenia (w 3,75% cykli) oraz nudnosci i wymioty
(w 30% cyKkli), ktére dotyczyty schematu 1-dniowego.

Whioski: Podawanie DTIC w dawce 250 mg/m? iv.
w 1.-5. dobie co 3 tygodnie okazato sie mie¢ znamiennie
lepszy wptyw na przezycia catkowite oraz dtugosé czasu
wolnego od progresji niz dawka 1000 mg/m? w 1. dobie co
3 tygodnie. Liczba odpowiedzi na leczenie (CR + PR + SD)
byta wyzsza w grupie z mniejsza dawka, jednak bez zna-
miennosci statystycznej, zanotowano réwniez mniejsza
toksycznosé leczenia w schemacie 5-dniowym. Otrzymane
wyniki przemawiaja za stosowaniem dakarbazyny w daw-
ce 250 mg/m? i.v. w 1.-5. dobie co 3 tygodnie.
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Effect of PDT on the apoptosis induction in
melanoma cells

Wptyw PDT na indukcje apoptozy w komérkach
czerniaka

Anna Choromanska’, Jolanta Saczko’, Julita Kulbacka’,
Agnieszka Chwilkowska', Nina Skolucka’,
Matgorzata Drag-Zalesiriska®, Teresa Wysocka®

1Department of Medical Biochemistry, Wroclaw Medical
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2Department of Histology and Embryology, Wroclaw Medical
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Background: The photodynamic therapy (PDT) is an effec-
tive local cancer treatment that induces cytotoxicity through

intercellular generation of reactive oxygen species. The
oxidative stress is a factor which initiates the cell death dur-
ing photodynamical reaction. Cell death in PDT may occur
by apoptosis or by necrosis.

Aim of the study: The aim of this study was to assess
photodynamic therapy in vitro which induces apoptosis in
the human melanoma C32 cell line. Control tests were per-
formed on the normal human keratinocytes — HaCaT cell
line.

Material and methods: The Photofrin was used for the
photodynamic reaction in vitro as a photosensitizer. The
cells were incubated for 18 h with 20 pg/ml of Ph in DMEM.
Than cells were irradiated 10 min with the light intensity of
10 mW/cm? using a lamp with polarized light and red filter
(632.8 nm). The cells viability was determined by cloning
efficacy test. For the detection of DNA fragmentation asso-
ciated with apoptosis, the alkaline comet assay method was
performed.

Results: After PDT with 20 pg/ml concentration of Ph sur-
vived less than 50% of C32 cells and 67% of HaCaT cells. In
the same combination, but without irradiation survived 99%
of C32 and HaCaT cells. According to the alkaline comet
assay, high percentage of apoptotic cells was observed in
(32 cell line after applied Ph-PDT, while in HaCaT cells only
1% of cells died on this way.

Conclusions: Photodynamic reaction based Ph induced
apoptosis in C32 cells.

Wstep: Terapia fotodynamiczna (PDT) nalezy do miej-
scowych metod leczenia nowotwordw. Cytotoksycznosé
terapii polega na generacji reaktywnych form tlenu. Powsta-
ty stres oksydacyjny jest czynnikiem, ktéry inicjuje $mierc
komorek podczas reakgji fotodynamicznej. Smier¢ komorki
moze nastapi¢ na drodze apoptozy lub martwicy.

Cel pracy: Celem pracy byta ocena terapii fotodynamicz-
nej pod katem indukcji apoptozy w ludzkiej linii komérko-
wej czerniaka C32. Badania kontrolne wykonano na prawi-
dtowej linii ludzkich keratynocytéw HaCaT.

Materiat i metody: Jako fotouczulacz zastosowano Pho-
tofrin (Ph). Komérki inkubowano przez 18 godz. z 20 mg/ml
Ph w DMEM, nastepnie naswietlano przez 10 min Swiattem
0 mocy 10 mW/cm? przy uzyciu lampy emitujacej $wiatto
spolaryzowane i o dtugosci fali 632,8 nm. Zywotnos¢ komé-
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rek zbadano testem klonogennym. W celu wykrycia apop-
totycznych zmian w DNA wykonano test kometowy, alka-
liczny.

Wyniki: Po terapii przezywalnos¢ wynosita mniej niz 50%
w przypadku komérek linii C32 i 67% w przypadku komé-
rek linii HaCaT. W tych samych warunkach, ale bez naswie-
tlania przezywalnos¢ wyniosta 99% dla komérek linii C32
oraz dla komorek linii HaCaT. Test kometowy wykazat wyso-
ki odsetek komérek apoptotycznych dla linii komoérkowe;j
(32 po zastosowaniu Ph-PDT, podczas gdy w komérkach
HaCaT tylko 1% komdrek ulegt apoptozie.

Whnioski: Reakcja fotodynamiczna z Photofrinem indu-
kuje apoptoze w komorkach ludzkiego czerniaka linii C32.
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Phototoxic effect of three porphyrin
photosensitizers: disodium
protoporphyrinate, diarginine
protoporphyrinate and disodium
N,N-diphenylalanyl protoporphyrinate

in combination with 5-methoxypsoralen
toward human fibroblasts and keratinocytes
in vitro: implication to skin cancer
photochemotherapy

Fototoksyczne dziatanie trzech fotosensybilizatoréw
porfirynowych: protoporfirynianu disodowego,
protoporfirynianu diargininowego oraz
N,N-difenyloalanyloprotoporfirynianu disodowego

w potgczeniu z 5-metoksypsoralenem na ludzkie
fibroblasty ( keratynocyty in vitro: odniesienie do
zastosowania w fotochemioterapii nowotworéw skory
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In this work, we have studied the photodynamic effects
of two new generation porphyrin photosensitizers: diargi-
nine protoporphyrinate (PPArg,) and disodium N,N-dipheny-
lalanyl protoporphyrinate (PP(Phe),Na,) toward human
fibroblasts and keratinocytes in comparison with that of
sodium salt of the parent compound, PPIX (PPNa,). Syner-
gistic effects of these porphyrins and 5-methoxypsoralen
(5-MOP), a furocoumarin used in the PUVA therapy of skin
proliferative diseases, were also investigated. Under UV-A
irradiation (A = 365 nm), the phototoxicity of the porphyrins
toward cultured human fibroblasts and keratinocytes
decreases in the order: PPNa, > PPArg, > PP(Phe),Na,. The
combination of these three porphyrins with 5-MOP signifi-

cantly potentiated their phototoxicity. The most effective
potentiation was observed with the water-soluble PPArg,
and 5-MOP concentrations lower than 0.75 uM, and above
this 5-MOP concentration this effect was abolished. lllumi-
nation with red light (A = 645-730 nm) not absorbed by 5-MOP,
leads to a weak potentiation of the PPArg, phototoxic effect
in the presence of 5-MOP, suggesting that dark interaction
of 5-MOP with cell membranes aggravated by porphyrin
photosensitization is involved in the observed phenomena.
The intracellular concentration of PPNa, and PP(Phe),Na,
was independent of the presence of 5-MOP while the intra-
cellular content of PPArg, was decreased in a concentra-
tion-dependent manner by the psoralen. This loss in the
PPArg, cell content probably explains the inhibition of the
synergistic effect of 5-MOP on the PPArg, phototoxicity at
high 5-MOP concentration. This study suggests that PPArg,
in combination with 5-MOP might reveal a strong photo-
toxic effect when applied to skin cancer treatment.

W niniejszej pracy badano fotodynamiczne dziatanie
dwaoch fotosensybilizatoréw porfirynowych nowej genera-
cji: protoporfirynianu diargininowego (PPArg,) oraz N,N-dife-
nyloalanyloprotoporfirynianu disodowego (PP(Phe),Na,) na
ludzkie fibroblasty i keratynocyty w poréwnaniu z analo-
gicznym dziataniem protoporfirynianu disodowego (PPNa,),
stanowiacego sol sodowa substancji macierzystej (proto-
porfiryny IX). Przedmiotem badar byto takze synergistycz-
ne dziatanie tych sensybilizatoréw z 5-metoksypsoralenem
(5-MOP), furokumaryna stosowang w fotochemioterapii
PUVA wykorzystywanej w leczeniu proliferacyjnych choréb
skory. W przypadku dziatania promieni UV-A (A = 365 nm),
fototoksycznos¢ badanych zwigzkdw porfirynowych wzgle-
dem ludzkich fibroblastéw i keratinocytéw in vitro malata
w szeregu: PPNa, > PPArg, > PP(Phe),Na,, przy czym 5-MOP
powodowat nasilenie obserwowanego efektu fototoksycz-
nego, widoczne najwyrazniej w przypadku rozpuszczalne-
go w wodzie PPArg,, jesli stezenia obu tych zwigzkdéw nie
przekraczaty 0,75 umol/l. W przypadku wiekszych stezen
5-MOP obserwowany efekt synergistyczny ulegat zmniej-
szeniu. Pod dziataniem $wiatta czerwonego (A = 645-730 nm),
nieabsorbowanego przez czasteczki 5-MOP, potegujacy
efekt tego zwiazku byt nieznaczny, co sugerowatoby, iz jest
on spowodowany niezaleznym od Swiatta oddziatywaniem
5-MOP z btonami komérkowymi fibroblastéw i keratynocy-
tow. Wewnatrzkomorkowe stezenia PPNa, i PP(Phe);Na,
nie zalezaty od obecnosci 5-MOP, natomiast stezenie
wewnatrzkomérkowe PPArg, ulegato zmniejszaniu ze wzro-
stem zewnatrzkomoérkowego stezenia 5-MOP, co mogtoby
stanowi¢ wyjasnienie spadku potegujacego dziatania
5-MOP wzgledem PPArg, w przypadku wiekszych stezen
5-MOP Uzyskane wyniki badan sugeruja, ze PPArg, w pota-
czeniu z 5-MOP moze wykazywac silne dziatanie fototok-
syczne podczas stosowania w fotochemioterapii nowo-
tworéw skory.
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Newly synthesized fluphenazine analogues
as inhibitors of P-glycoprotein transport
function

Nowo syntezowane analogi flufenazyny jako inhibitory
funkcji transportowej glikoproteiny P

Agata Jaszczyszyn', Kazimierz Ggsiorowsk,

Piotr Swigtek’, Wiestaw Malinkd’,

Katarzyna Cieslik-Boczula®, Joanna Szwed’,
Bogustawa Czarnik-Matusewicz’

1Akademia Medyczna im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu
2Uniwersytet Wroctawski

Background: Fluphenazine, a phenothiazine derivative
with strong antipsychotic activity, demonstrates also
chemosensitive activity. Fluphenazine reverses the P-gly-

coprotein-mediated multidrug resistance and restores sen-

sitivity of neoplastic cells to cytostatic drugs. However, its
application in oncologic therapy is confined by numerous
undesirable effects on the central nervous system, even an
induction of drug-induced parkinsonism. In comparison with
maternal compound, the newly synthesized fluphenazine

analogues are characterized by lower lipophilicity value or
a higher molecular weight. Therefore it can be assumed that

in comparison with fluphenazine, they should poorly pen-
etrate into the central nervous system and will cause
extrapyramidal symptoms to a lesser extent.

Aim of the study: Evaluation of the influence of 17 new-

ly synthesized fluphenazine analogues on the inhibition of

the P-glycoprotein activity.

Material and methods: The rhodamine-123 accumulation
test was used to evaluate the influence of the tested com-
pounds on P-glycoprotein transport function. The test was
carried out in human lymphocyte cultures, which were stim-
ulated to increase the P-glycoprotein expression and to

genotoxic damages by the incubation with benzo[a]pyrene
[7.5 UM, 48 h]. Lymphocyte cultures kept in the presence of
benzo[a]pyrene without the tested compounds were used
as a control.

Results: It was established that out of 17 tested com-
pounds, 10 fluphenazine analogues (at a concentration of
10uM) significantly increased rhodamine-123 accumulation
in lymphocyte cultures (p < 0.05). As compared to the con-
trol cultures the P-glycoprotein activity was most strongly
inhibited by 1a, 1b, 1d, 3f, 3h and 3i analogues (approximately
by 25%).

Conclusions: The tested fluphenazine analogues: 1a, 1b,
1d, 3f, 3h and 3i compounds are potential candidates for
adjuvant agents in cancer chemotherapy.

This research was supported by the Polish Ministry of Sci-
ences and Higher Education (Grant No. NN204 150338).

Wstep: Flufenazyna, pochodna fenotiazyny o silnym dzia-
taniu antypsychotycznym, wykazuje takze aktywnosé che-
mouwrazliwiajaca. Flufenazyna odwraca wielolekowa opor-
nos¢ zwigzana z glikoproteing P i przywraca wrazliwosé
komaérek nowotworowych na cytostatyki. Jej zastosowanie
w terapii onkologicznej ograniczaja jednak liczne dziatania
niepozadane ze strony osrodkowego uktadu nerwowego,
gtownie wywotywanie polekowego parkinsonizmu. Nowo
syntezowane analogi flufenazyny charakteryzuja sie nizsza
wartoscig wspotczynnika lipofilnosci lub maja wyzszg mase
czasteczkowa w poréwnaniu ze zwiazkiem macierzystym.
Dlatego mozna przyja¢, ze beda one stabiej niz flufenazy-
na penetrowaty do osrodkowego uktadu nerwowego
i w mniejszym stopniu wywotywaty zaburzenia pozapira-
midowe.

Cel pracy: Ocena wptywu 17 nowo syntezowanych ana-
logéw flufenazyny na zahamowanie aktywnosci glikopro-
teiny P

Materiat i metody: Do oceny wptywu badanych zwigz-
kow na funkcje transportowa glikoproteiny P zastosowano
test gromadzenia rodaminy 123. Badania wykonano
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Fig. 1. Rhodamine-123 accumulation test
Ryc. 1. Test gromadzenia rodaminy 123
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w hodowlach limfocytéw ludzkich stymulowanych do zwiek-
szenia ekspresji glikoproteiny P i jednoczesnie uszkodzo-
nych genotoksycznie przez inkubacje z benzo[a]pirenem
(7,5 UM, 48 godz.). Kontrolami byty hodowle limfocytéw pro-
wadzone w obecnosci benzo[a]pirenu bez testowanych
zwigzkow.

Wyniki: Wykazano, ze sposréd 17 badanych zwigzkéw 10
analogow flufenazyny (w stezeniu 10 pM) istotnie staty-
stycznie zwiekszato gromadzenie rodaminy 123 w hodow-
lach limfocytow (p < 0,05). Najsilniej w poréwnaniu z kon-
trolg (srednio o ok. 25%) aktywnos¢ glikoproteiny P
blokowaty analogi 1a, 1b, 1d, 3f, 3h i 3i.

Whioski: Badane analogi flufenazyny, zwiazki 1a, 1b, 1d,
3f, 3h i 3i s3 potencjalnymi kandydatami na adiuwantowe
substancje lecznicze w chemioterapii nowotworéw.

Badania finansowane przez Ministerstwo Nauki i Szkol-
nictwa Wyzszego (Grant Nr NN204 150338).

[119]

Post-transplant lymphoproliferative disorder
after heart transplantation - case report

Potransplacyjna choroba limfoproliferacyjna
po przeszczepieniu serca — opis przypadku

Bozena Cybulska-Stopa, Marek Ziobro, Marta Skoczek,
Ida Cedrych

Klinika Nowotworéw Uktadowych i Uogélnionych, Centrum
Onkologii — Instytut im. M. Curie-Sktodowskiej w Krakowie

Background: Post-transplant lymphoproliferative disor-
der (PTLD) is a well recognized, although relatively uncom-
mon, complication of both solid organ and allogenic bone
marrow transplantation. In most cases, PTLD is associated
with Epstein-Barr virus (EBV) infection of B cells. There is
no the optimal therapy strategy to treat PTLD.

Case report: We preset the case of a 27-year old man
after heart transplantation and immunosuppressive treat-
ment. After 10 years post heart transplantation, the patient
had intestinal obstruction which required surgical inter-
vention. During the surgery tumor was removed from small
intestine together with enlarged regional lymph nodes.
There was diagnosed: monomorfic post-transplant lym-
phoproliferative disorders; diffuse large B-cell lymphoma;
CD20+. Enlarged mesenteric and paraaortic lymph nodes
were confirmed in CT. A treatment was started according to
protocol treatment of European Study Group on PTLD. We
reduced doses of immunosuppressives and then we start-
ed immunotherapy with rituksymab 375 mg/m2 at 1, 8, 15,
22 days. In control PET-CT there wasn’t any active lesions of
disease. We continued therapy by rituximab. In next con-
trol PET/CT we diagnosed one active lesion in the abdomen.
There was a high risk of complications after chemotherapy
CHOP thus we decided on radiotherapy. The patient received
30 Gy in ten fraction on paraaortic nodes field without any
complications.

In this time patient has been staying in control without
any symptoms of disease.

Immunotherapy — rituximab and radiotherapy in case of
disease progression restricted to one side may be a good
option for patients with high risk of complications after
chemotherapy

Wstep: Potransplacyjne zespoty limfoproliferacyjne (post-
transplant lymphoproliferative disorder — PTLD) to niejed-
norodna grupa zespotéw limfoproliferacyjnych, ktére poja-
wiaja sie po przeszczepieniu narzagdowym i stanowig jedno
z najpowazniejszych powiktan przewlektego leczenia immu-
nosupresyjnego. Do rozwoju PTLD dochodzi najczesciej pod
wptywem poliklonalnej aktywacji limfocytéw zakazonych
wirusem EBV, co nastepnie prowadzi do rozwoju chtonia-
kéw — monoklonalnego rozrostu limfocytow B (limfoproli-
feracja). Nie ustalono dotychczas algorytmu postepowania
z chorymi, u ktérych rozpoznano PTLD.

Opis przypadku: Prezentujemy przypadek 27-letniego
mezczyzny, u ktérego wykonano przeszczepienie miesnia
sercowego, a nastepnie zastosowano leczenie immunosu-
presyjne. Po 10 latach od wykonania przeszczepu u chore-
go wystapita niedroznos¢ przewodu pokarmowego wyma-
gajaca interwencji chirurgicznej. W trakcie zabiegu usunieto
dwuogniskowego guza jelita cienkiego powodujgcego nie-
droznos¢ oraz powiekszone regionalne wezty chtonne.
W badaniu histopatologicznym stwierdzono monomorficz-
na postac PTLD oraz rozlanego chtoniaka olbrzymiokomor-
kowego linii B (monomorfic post-transplant lymphoprolife-
rative disorders; diffuse large B-cell lymphoma; CD20+).
W wykonanym nastepnie badaniu tomograficznym stwier-
dzono powiekszenie weztéw chtonnych krezkowych i oko-
toaortalnych. Zdecydowano o rozpoczeciu leczenia chore-
go zgodnie z protokotem leczenia Europejskiej Grupy ds.
leczenia PTLD. Poczatkowo stopniowo zmniejszano dawki
lekéw immunosupresyjnych (takrolimus), nastepnie poda-
no 4 serie immunoterapii: rituksymab w dawce 375 mg/m?
w dniach 1, 8., 15.1 22. W kontrolnym badaniu pozytonowej
tomografii emisyjnej w potaczeniu z tonografig kompute-
rowa (positron emission tomography — computed tomogra-
phy — PET/CT) nie stwierdzono ognisk aktywnej choroby.
Kontynuowano leczenie rituksymabem — podano 4 kolejne
cykle leczenia. W kontrolnym badaniu PET/CT stwierdzono
pojedyncze ognisko aktywnego procesu rozrostowego
w jamie brzusznej (wezet chtonny okotoaortalny o rozmia-
rach 23 x 20 mm). W zwigzku z duzym ryzykiem wystapie-
nia powiktan u chorego po podaniu chemioterapii CHOP
oraz obecnoscig tylko jednego aktywnego ogniska choro-
bowego zdecydowano o dalszym leczeniu z zastosowaniem
radioterapii. Chory otrzymat dawke 30 Gy w 10 frakcjach na
obszar weztéw chtonnych okotoaortalnych, bez powiktan.
W chwili obecnej pozostaje w kontrolach bez cech czynne-
g0 procesu nowotworowego.

Whioski: Zastosowanie immunoterapii rituksymabem,
a w razie progresji choroby radioterapii na pojedyncze ogni-
ska aktywnego procesu nowotworowego, moze by¢ opcja
leczenia chorych na PTLD z duzym ryzykiem wystapienia
powiktan po chemioterapii.
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The influence of aerobic training on bone
strength in premenopausal women
undergoing breast cancer endocrine therapy

Wptyw aktywnosci fizycznej o charakterze aerobowym
na wytrzymatos¢ kosci u kobiet przed menopauzq
w trakcie hormonoterapii raka piersi

Katarzyna Hojan, Piotr Milecki

Wielkopolskie Centrum Onkologii w Poznaniu

Background: Breast cancer endocrine therapy is one of
the most basic therapeutic methods in oncology. Well-bal-
anced physical activity exerts positive influence on the bone
strength, which has been confirmed by the clinical research
regarding osteoporosis prevention and treatment alike.
Accordingly, in the following study, an attempt was made
to assess the selected parameters of young, premenopausal
women’s clinical state under the influence of breast cancer
endocrine therapy, as well as to define the influence of phys-
ical activity on the studied parameters.

Aim of the study: The assessment of the influence of aer-
obic training on selected elements of bone strength in pre-
menopausal women undergoing breast cancer endocrine
therapy.

Material and methods: The study included 53 women
(mean 44,3 +4,9) rehabilitated in The Daily Rehabilitation
Ward of Greater Poland Cancer Centre in Poznan between
September 2007 and June 2010 during breast cancer treat-
ment. Endocrine therapy consisted in using Zoladex (gosere-
lin) 3,6 mg/28 days and Nolvadex D (tamoksyfen)
20 mg/day.

This was a nonrandomized, prospective clinical study.
The following examinations of the assessment of bone
strength in the DEXA were measured: the bone mineral den-
sity of a femur neck, lumbar region L1-L4, Total Body and
the geometrical analysis of a femur neck (hip strength analy-
sis — HSA) using: hip axis length — HAL, hip strength index
—HSI, cross-sectional moment of inertia — CSMI, cross-sec-
tional area — CSA. The examinations were conducted for all
the patients according to the schedule: before the begin-
ning of the endocrine therapy, after 6 months of the
endocrine therapy and after 12 months of the endocrine
therapy (after 6 month aerobic training).

Results: After the first 6 months of the endocrine thera-
py without regular physical exercise the following results
were noted: the BMD mean value of the neck of a femur, in
the L1-L4 spine region and in the Total Body were signifi-
cant lower (p < 0.05) than the initial value. The HAL and HSI
mean values did not change significantly in comparison to
the pre-treatment parameters. The CSMI and CSA were low-
er (p < 0.05) in comparison to its pre-treatment mean val-
ue. After 6 month aerobic training, in the 12 month of the
follow up, the BMD mean value of the neck of a femur was
1,1% (p > 0.05) lower, while in the L1-L4 spine region it was
5.6% (p < 0.05) lower, and in the Total Body 2.7% (p < 0.05)
lower in comparison to the values in the sixth month of the
observation. The mean value of HAL (p < 0.05) and CSA

(p < 0.05) were reduced, HSI (p < 0.05) and CSMI (p < 0.05)
were increased in comparison to the value in the 6 month
of the observation.

Conclusion: That even short course of the endocrine ther-
apy is related to changes in bone strength. The introduction
of aerobic physical activity caused a slowdown in negative
changes in bones.

Wstep: Hormonterapia (HT) w raku piersi stanowi jedna
z podstawowych metod terapeutycznych. Pomimo stoso-
wania jej od wielu dekad u kobiet nadal istnieje szereg kon-
trowersji odnoszacych sie do oceny wptywu tego leczenia
na stan wytrzymatosci mechanicznej kosci. Odpowiednio
zaprojektowana aktywnos¢ fizyczna wptywa pozytywnie na
wytrzymatos¢ kosci, co zostato potwierdzone badaniami kli-
nicznymi w profilaktyce, jak i leczeniu osteoporozy. W zwigz-
ku z tym w ponizszym badaniu podjeto prébe obiektywnej
oceny wybranych sktadowych stanu klinicznego u mtodych
kobiet (przed okresem menopauzy) zachodzacych pod wpty-
wem leczenia hormonalnego z powodu raka piersi oraz okre-
Slenia wptywu aktywnosci fizycznej na badane parametry.

Cel pracy: Ocena wptywu treningu aerobowego na wybra-
ne elementy wytrzymatosci mechanicznej kosci u kobiet
przed menopauzg leczonych hormonalnie z powodu raka
piersi.

Materiat i metody: Do badania zakwalifikowano 53 kobie-
ty (44,3 +4,9) usprawnianych na Oddziale Rehabilitacji Dzien-
nej Wielkopolskiego Centrum Onkologii w Poznaniu od wrze-
Snia 2007 r. do czerwca 2010 r. w trakcie HT raka piersi
[Zoladex (goserelin) w dawce 3,6 mg/28 dni i Nolvadex D
(tamoksyfen) w dawce 20 mg/dobe).

Badanie miato charakter prospektywnego badania kli-
nicznego bez randomizacji. Ocene wytrzymatosci kosci okre-
Slono w DEXA, dokonujac: pomiaréw BMD szyjki kosci udo-
wej oraz w L1-L4 kregostupa i total body oraz analizy
geometrycznej szyjki kosci udowej (hip strength analysis —
HAS) przy wykorzystaniu: hip axis lenght — HAL, hip strength
index — HSI, cross-sectional moment of inertia — CSMI,
cross-sectional area — CSA. Badania prowadzono: przed roz-
poczeciem HT, po 6 miesigcach HT oraz po 6 miesigcach
aktywnosci fizycznej o charakterze aerobowym (po 12 mie-
sigcach HT).

Wyniki: Po 6 miesigcach HT bez prowadzenia regularnej
aktywnosci fizycznej stwierdzono, ze srednia warto$¢ BMD
byta istotnie mniejsza (p < 0,05) w szyjce kosci udowej,
w L1-L4 oraz total body od wartosci wyjéciowej. Srednie war-
tosci HAL i HSI nie ulegty istotnej zmianie, a CSMI i CSA byty
istotnie mniejsze (p < 0,05). Po 6 miesigcach treningu aero-
bowego srednie wartosci BMD byty mniejsze w szyjce kosci
udowej (p > 0,05) i w L1-L4 oraz total body (p < 0,05) w sto-
sunku do 6 miesigca. W tym czasie stwierdzono zwieksze-
nie Srednich wartosci HAL (p < 0,05) i CSMI (p > 0,05) i mniej-
sze wartosci parametrow HSI (p < 0,05) i CSA (p > 0,05).

Whioski: Z uzyskanych danych wynika, ze juz po 6 mie-
sigcach HT raka piersi u chorych dochodzi do niekorzystnych
zmian wytrzymatosci kosci. Wprowadzenie aktywnosci fizycz-
nej o charakterze aerobowym spowodowato spowolnienie
powstawania niekorzystnych zmian w kosécu.
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[121]

Patient Empowered Medicine (PEM) model -
a challenge to the Polish oncology
healthcare system

Model wzmocnienia pozycji pacjenta w medycynie
wyzwaniem dla polskiego systemu onkologicznej
opieki zdrowotnej

Hanna Saryusz-Wolska

Uniwersytet Medyczny w todzi

Introduction: It is a fact that the importance of the posi-
tion of a patient in modern medicine is increasing. The evo-
lution in medicine from paternalism through participation
to doctor-patient partnership has had complex circum-
stances and interesting dynamics.

The aim of the study was to present the complex cir-
cumstances in which the concept of PEM came into being
and developed, and the current legal regulations of the Euro-
pean Union in the area of patient information.

Material and methods: The article is based on review of
the literature and documents

Results: In management, patient empowerment springs
from Baldrige's model (the early 1980's), where visionary
leadership, patient-focused excellence and organizational
learning were mentioned among the core values. The
patient's opinion and the perception of medical service qual-
ity were crucial to the market success of the hospital.

PEM model, popular since the 1990’s, involves the propa-
gation of the patient's right to information, democratization
of knowledge, new learning theories and knowledge man-
agement. The patient, as a fully informed partner should:
a. receive accurate information on the course of the disease
and prognosis, b. understand the risks, benefits, and uncer-
tainties of the treatment undertaken, c. have the possibility
to participate in the decision-making process of concerning
treatment. The patients, strengthened by their knowledge,
make better use of their right to medical care. They may also
influence the changes in the healthcare system.

EU Directive on Patients' Rights in Trans-border Health
Care released on January 19, 2011 obliges Poland to prepare
appropriate information for patients concerning the system
of treatment in our country (including access, availability of
services, coverage, arrangement, quality and safety of med-
ical care).

Conclusions: Under the current conditions in the opera-
tion of Polish health care system, the patient-doctor rela-
tion and the use of PEM principles are a real challenge for
both sides.

Itis necessary to undertake wide-scale information and
education action.

Wstep: Wzrost znaczenia pozycji pacjenta w nowocze-
snej medycynie jest faktem. Ewolucja w medycynie od pater-
nalizmu, przez partycypacje do partnerstwa pacjent — lekarz
ma ztozone uwarunkowania i interesujaca dynamike.

Cel pracy: Ukazanie ztozonych uwarunkowan ksztatto-

wania sie i rozwoju koncepcji PEM oraz aktualnych regula-

¢ji prawnych Unii Europejskiej w obszarze informacji dla
pacjenta.

Materiat i metody: Prezentowana praca opiera sie na
przegladzie literatury i dokumentoéw.

Wyniki: W zarzadzaniu wzmocnienie pozycji pacjenta
wywodzi sie z modelu Baldrige’a (poczatek lat 80.), gdzie
wsrod ,jadra wartosci” wymieniano m.in. wizjonerskie przy-
wodztwo, doskonatos¢ skupiona na pacjencie oraz organi-
zacyjne uczenie sie. Opinia pacjenta i postrzeganie jakosci
ustug medycznych decydowato o sukcesie rynkowym szpi-
tala.

Model wzmocnienia pozycji pacjenta w medycynie (PEM),
popularny w latach 90., wiaze sie z upowszechnieniem pra-
wa pacjenta do informacji, demokratyzacja wiedzy, nowy-
mi teoriami uczenia sie i zarzadzania wiedza. Pacjent jako
w petni poinformowany partner powinien:

« otrzymac doktadng informacje dotyczace przebiegu cho-
roby i rokowania,

e rozumiet ryzyko, korzysci i niepewnos¢ podejmowanych
dziatan leczniczych,

e mie¢ mozliwos¢ uczestniczenia w procesie podejmowa-
nia decyzji leczniczych.

,Silny” wiedzg pacjent efektywniej korzysta z przystu-
gujacych mu praw do ustug medycznych. Moze takze wpty-
wac na zmiany w systemie opieki zdrowotne;.

Dyrektywa UE w sprawie stosowania praw pacjenta
w transgranicznej opiece zdrowotnej przyjeta 19 stycznia
2011 naktada na Polske obowiagzek przygotowania stosow-
nych informacji dla pacjentéw o systemie leczenia w naszym
kraju (m.in. o dostepnosci, osiggalnosci, uprawnieniach do
opieki zdrowotnej, zasadach organizacji, jakosci, bezpie-
czenstwie opieki medycznej).

Whioski: W warunkach funkcjonowania polskiego sys-
temu opieki zdrowotnej relacja pacjent — lekarz i stosowa-
nie zasad PEM stanowi prawdziwe wyzwanie dla obu stron.
Niezbedne sg zakrojone na szeroka skale dziatania infor-
macyjno-edukacyjne.

[122]

Early diagnosis in case of breast cancer
reduces mortality

Ocena znajomosci profilaktyki raka piersi wsrod
pacjentek hospitalizowanych na oddziale chirurgii

Renata Chrzan, Tomasz Kulpa

Oddziat Chirurgii Il, Dolnoslaskie Centrum Medycyny
Ratunkowej im. T. Marciniaka we Wroctawiu

Aim of the study: The aim of the study was evaluation
of understanding of prevention of breast cancer among the
women in-patients in the surgical and oncological ward

Material and methods: It was analyzed anonymous sur-
veys of 200 in-patients women in age 25-75 years old with-
out breast cancer. Survey affected questions about breast
cancer in family, material status, marital status, number of
children, level of education, breast self-examination, body
weight, age of first menstruation, mammography and co-
existent diseases.
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Results: breast cancer in family occurs by 20%, good
material status declared 14% of patients, middle — 56%, bad
—30%. 55% of women were married, 28% were widows,
17% were not widows and not married. Without children
was 17%, 35% has more than two children, 15% — two chil-
dren, rest-one children. 15% declared primary level of edu-
cation, 35% professional education, 30% secondary level of
education, 10%, incomplete high level of education and 10%
high level of education. Breast self-examination was per-
formed by 35%. It was observed relationship between mate-
rial status, age and breast self-examination. Overweight
was observed by 46% of patients, obesity by 23%. Age of
firs menstruation fluctuated from 10 to 18 years (average
15,5). Mammography was performed regular by 20% of
women in age over 45 years. It was observed relationship
between level of education and regular mammography. Co-
existing diseases were present by 58% of patients.

Conclusions: level of knowledge about breast cancer
among the patients treated in surgical ward is low, espe-
cially among patient with bad material status and low edu-
cation level. It is necessity to leverage in the field of health
education and coaxing to participation in the free screening.

Wstep: Wczesna diagnoza w przypadku raka piersi ogra-
nicza Smiertelnosc.

Cel pracy: Ocena znajomosci profilaktyki raka piersi wsrod
pacjentek hospitalizowanych na oddziale chirurgii ogélnej
i onkologiczne;j.

Materiat i metody: Badaniem objeto 200 pacjentek bez
raka piersi w wieku od 25 do 75 lat hospitalizowanych na
tutejszym oddziale. Pacjentki wypetniaty anonimowa ankie-
te zawierajaca pytania dotyczace wystepowania raka pier-
si w rodzinie, sytuacji materialnej, stanu cywilnego, liczby
dzieci, poziomu wyksztatcenia, samobadania piersi, cieza-
ru ciata, wieku pierwszej miesiaczki, wykonywania mam-
mografii oraz choréb wspétistniejacych.

Wyniki: Rak piersi w rodzinie wystepowat u 20% chorych,
dobra sytuacje materialng podato 14% chorych, érednig — 56%,
7t3 —30%. Zameznych byto 55% kobiet, 28% to wdowy, 17%
stanowity osoby stanu wolnego. Osoby bezdzietne stanowity
17%. Wiecej niz dwoje dzieci posiadato 35%, 15% dwoje dzie-
ci, pozostate — jedno dziecko. Wyksztatcenie podstawowe
deklarowato 15%, zawodowe —35%, Srednie —30%, niepetne
wyzsze —10% i 10% wyzsze. Samobadanie piersi prowadzito
35% chorych. Zaobserwowano zaleznos¢ pomiedzy sytuacja
materialna, wiekiem a samobadaniem piersi. Nadwage pre-
zentowato 46% kobiet, a otytos¢ 23%. Wiek wystapienia pierw-
szej miesigczki wahat sie od 10. do 18. roku zycia (srednio
15,5 roku). Regularng mammografie wykonywato 20% kobiet
powyzej 45. roku zycia Zaobserwowano zaleznoé¢ pomiedzy
wyksztatceniem a wykonywaniem regularnej mammografii.
Choroby wspétistniejace deklarowato 58% chorych.

Whnioski: Poziom wiedzy na temat raka piersi wsréd
pacjentek hospitalizowanych na oddziale chirurgii jest niski,
szczegolnie u chorych ze ztg sytuacja materialng i niskim
poziomem wyksztatcenia. Konieczne jest potozenie wiek-
szego nacisku na edukacje zdrowotng i zachecanie do udzia-
tu w bezptatnych badaniach przesiewowych.
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Cancer genetic counselling - selected cases

Onkologiczne poradnictwo genetyczne — wybrane
przypadki

Anna Abramowskda’, Dariusz Godlewski,

Andrzej Antczak’

IPrevention and Epidemiology Centre, Poznan
2Chair and Department of Urology and Urologic Oncology,
Poznan University of Medical Sciences

Cancer genetics differs substantially from classic genet-
ics. It is not possible to inherit cancer like a typical genetic
disease (for example: Cystic Fibrosis or haemophilia). It is
possible only to inherit predisposition to hereditary cancer.

Clinic of Cancer Genetics exist since 1995. Since then
there were consulted members of more than 7400 families.
Among this number there were more than 180 families with
BRCAI mutations.

There are few families with absolutely surprising genet-
ic test results (CASE No.1). In the situation described below
it was very difficult for a genetic consultant to explain the
mutation carrier how it was possible to inherit a gene muta-
tion if the was no cancer in his/ her family before.

The most specific group of patients of Clinic of Cancer
Genetics are women who are BRCAL mutations carriers. From
the cancer genetics™ point of view, they are most at risk of
hereditary breast and ovarian cancer. Every woman who is
a BRCAI carrier is informed about the need of prophylactic
salpingoophorectomy with subsequent HRT after comple-
tion of reproductive plans. They are also informed that the
is a possibility of prophylactic mastectomy with simultane-
ous breast reconstruction (case No. 2 and case No. 3).

Cases discussed below show the necessity for individual
treatment of every family history. They also indicate the
importance to applying to the consultants® recommenda-
tions developed on the basis of international standards.

Breast cancer — case studies
Case No. 1

In Clinic of Cancer Genetics there was consulted a 29
years old pregnant patient after mastectomy (because of
breast cancer) that was completed three weeks before the
genetic consultation. She was identified the p16 gene muta-
tion. This mutation increases the risk of hereditary: breast
cancer, malignant melanoma, colorectal cancer, lung can-
cer and pancreatic cancer. After hospitalisation (the patient
did not agree to chemotherapy because of the pregnancy)
the patient was under oncological control in Prevention and
Epidemiology Centre.

After three years patient’s parents decided to molecular
analysis of 16 gene. They had never had a cancer. In patient’s
mother family only her father had a lung cancer (a smok-
er). In the patient’s father family a few members had can-
cer: his sister had a malignant melanoma, one of the broth-
ers had a colorectal cancer, second of the brothers had
a prostate cancer. Also their father had a cancer but no one
could tell of which organ. Such cancer familial aggregation
suggested inheriting the pl6 mutation after patient's father.
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Ryc. 1. Rozpoznanie rodowodowo-kliniczne: Cancer Familial Aggregation, Hereditary Breast ccancer-site specific syndrome susp.

The results of the plé gene analysis were surprising:
patient's mother, no patient's father, was a carrier of gene
mutation! Everybody was surprised: genetic consultant as
well as patients. The woman who was a carrier was told to
inform members of her family that they should have the
pl6 gene analysis done.

Case No. 2

There was consulted a healthy woman who had had
a total hysterectomy because of uterine myomas and

przyp

benign ovarian cyst. Patient's sister had a breast cancer at
the age of 34 years o. Moreover patient™ s cousin had
a breast cancer.

The patient had a BRCAI gene and p16 gene analysis
done. There were identified the mutations in both genes.
Because of high risk of breast cancer, the patient was under
oncological control in Prevention and Epidemiology Centre.
During breast examination there was found a small (8 mm)
malignant tumour in one breast. The patient had a mas-
tectomy at the age of 47 years.
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Four years later the patient's sister was diagnosed a sec-
ond primary breast cancer, out of Prevention and Epidemi-
ology Centre (she was also the BRCA1 mutation carrier but
did not have the p16 gene mutation).

After next two years the woman who was the patient of
Prevention and Epidemiology Centre decided to have a pro-
phylactic mastectomy with simultaneous breast recon-
struction. In clinical and radiological (mammography, ultra-
sonography) breast examination, there was no visible
tumour in the breast. The breast was surgically cut off. In
the histopathological examination there was found
a tumour size of 1 cm which cells were described as ductal
carcinoma in situ. The patient had neither chemotherapy
nor radiotherapy.

So far only six BRCA1 mutations carriers, that were
patients of Clinic of Cancer Genetics in Prevention and Epi-
demiology Centre, decided for prophylactic mastectomy. The
case described above is the only in which there was found
carcinoma in the tissue from prophylactic mastectomy.

Case No. 3

There were consulted three sisters, whose mother, moth-
er’s sister, grandmother and cousin had ovarian cancer.
The BRCAL mutation was detected in the blood of one of
the consulted sisters. While discussing the results of the
BRCA1 gene analysis the patient was informed that she
should decide to prophylactic salpingoophorectomy. Their
two sisters did not have the BRCA1 mutation. They were told
that in their situation the risk of the hereditary breast and
ovarian cancer was much lower than BRCA1 mutation car-
rier” s. They were told to continue breast and gynaecologi-
cal examination but without any recommendations about
the frequency.

The woman who was BRCAL mutation carrier was under
the oncological control in Prevention and Epidemiology Cen-
tre due to recommendations for BRCA1 mutation carriers.
During every visit she was informed by the genetic consul-
tant about the necessity of a prophylactic salpin-
goophorectomy. The patient was still not determined to the
surgery.

Meanwhile one of the patient's sister — two years after
the BRCAI gene analysis (negative BRCAL) — was diagnosed
a breast cancer. She suspected that the results of the BRCAI
gene analysis were mistaken and that she was the carrier,
not her sister who was under the special oncological con-
trol. The mistake was impossible because the women®
s blood was taken in different days and the results of mol-
ecular analysis were verified from two independent blood
samples.

The patient who was the mutation carrier decided to pro-
phylactic salpingoophorectomy. She was 43 years. During
the gynaecological examination before the surgery she was
diagnosed an inflammation of the vagina and date of
surgery has been postponed. Six months later the patient
had breast examination and laboratory test of ovarian can-
cer marker: Cal25. The level of Cal25 was high: > 64 U/ml.
The patient was immediately informed about the blood
results. During a gynaecologist consultation she was diag-
nosed an ovarian tumour. The doctor decided about the
necessity of total hysterectomy. The histopathological analy-
sis of the tumour was unequivocal: ovarian cancer. Now the
patient is in the course of adjuvant chemotherapy.

Every female BRCAI carrier is informed about the neces-
sity of prophylactic salpingoophorectomy with possibile sub-
sequent HRT after completion of reproductive plans. Pro-
crastination in the surgery after the age of 40 increases the
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risk of ovarian cancer as well as hormone-dependent breast ~ Case No. 4

cancer. There was consulted a 55 years old man with a prostate

cancer. He was the only man with such type of cancer in his

Prostate cancer — case studies family. Additionally his mother had a breast cancer at the

Prostate cancer is the most common cancer among
oncologically ill men in Clinic of Cancer Genetics. Patients
with prostate cancer are suggested to have the BRCAI gene,
NBSI gene and CHEK2 gene analysis.

age of 75. The pedigree diagnosis was negative. The patient
had BRCA1, NBSI1 and CHEK2 genes tested. There were
detected two mutations in the CHEK2 gene: mutation that
cuts the protein (1100 del C) and increases the risk of
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prostate cancer about 2,3-times and mutation that mis-
senses the protein (1157T) and increases the risk of prostate
cancer about 1,6-times. After the results of the molecular
tests it was obvious that patient™ s cancer was hereditary
which was not obvious after the family history analysis.

There are also completely opposite family histories: there
are families in which a few men had prostate cancer and
nonetheless there is detected no mutation in mentioned
genes. From the cancer genetics™ point of view such cases
should be explained as follows: there is for sure a heredi-
tary factor that was involved in a cancer buton the basis of
present knowledge we can not indicate the factor. The
example of such a situation is a case of 68 years old man
(case No. 5) whose brother as well as father had prostate
cancer diagnosed after the age of 70. The pedigree analy-
sis was: Familial prostate cancer. During the genetic con-
sultation the patient told that he had laboratory test of
prostate cancer marker PSA recently. The PSA result was
high (> 5 U/ml). The genetic consultant informed the patient
that he must visit an urologist because of the high PSA
result.

There were analysed four genes: BRCAI, NBS1, CHEK2
and p16 (because of malignant melanoma in the family).
Four months later the patient informed by telephone that
he was diagnosed a prostate cancer. In the molecular analy-
sis no mutation was detected despite the definite predis-
tosition to hereditary prostate cancer.

Genetyka onkologiczna w sposéb zdecydowany rézni sie
od klasycznej genetyki. Nowotworu ztosliwego nie mozna
odziedziczy¢ tak jak klasycznej choroby genetycznej,
np. mukowiscydozy lub hemofilii. Mozliwe jest jedynie odzie-
dziczenie predyspozycji do zachorowania na nowotwor
ztosliwy.

W ciggu 16 lat dziatalnosci Onkologicznej Poradni Gene-
tycznej w Osrodku Profilaktyki i Epidemiologii Nowotwordw

mutacja CHEK2 1100 del C
mutacja CHEK2 1158T

bLbL &L

w Poznaniu konsultowano cztonkéw ponad 7400 rodzin,
w tym ponad 180, w ktérych wykryto mutacje w genie
BRCAL

Zdarzaja sie przypadki rodzin, w ktérych zmiane gene-
tycznag wykrywa sie u 0s6b najmniej podejrzanych o nosi-
cielstwo na podstawie analizy rodowodowo-klinicznej (przy-
padek 1.). W takich sytuacjach problemem staje sie
racjonalne wyttumaczenie nosicielowi, dlaczego wykryto
u niego dziedziczng sktonnos¢ do nowotwordw ztosliwych
mimo braku zachorowan w rodzinie.

Szczegblng grupa pacjentek Onkologicznej Poradni Gene-
tycznej sa nosicielki mutacji w genie BRCAI. Z punktu widze-
nia genetyki onkologicznej naleza one do grupy najwyz-
szego ryzyka zachorowania na dziedzicznego raka piersi
i/lub jajnika. Kazda nosicielka mutacji BRCAI jest informo-
wana przez genetyka o wskazaniu do usuniecia jajnikow
i jajowodoéw (po urodzeniu zaplanowanej liczby dzieci) oraz
o mozliwosci profilaktycznej mastektomii z jednoczesna
rekonstrukcja piersi (przypadek 2.1 3.).

Przedstawione przypadki uwidaczniajg koniecznos¢ indy-
widualnego podejscia do kazdego konsultowanego rodo-
wodu. Wskazuja tez zasadnosé stosowania sie do zalecen
konsultantéw dotyczacych profilaktyki, opracowanych na
podstawie miedzynarodowych standardow.

Rak piersi — przypadki
Przypadek 1.

Do Onkologicznej Poradni Genetycznej zgtosita sie
29-letnia pacjentka w 7. miesigcu cigzy, u ktérej 3 tygodnie
wczedniej amputowano piers z powodu raka.

W wyniku konsultacji genetycznej ustalono rozpoznanie
rodowodowo-kliniczne: zesp6t dziedzicznego raka piersi
(hereditary breast cancer — site specific syndrome susp).
Pobrano krew do badah molekularnych wykonywanych
w ramach programu grantowego. Wykryto zmiane w genie
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p16 (polimorfizm A148T) zweryfikowana z dwdch niezalez-
nych pobran krwi (zmiana genetyczna predysponuje gtow-
nie do dziedzicznego: raka piersi, czerniaka, raka jelita gru-
bego, raka ptuc). Po zakonczeniu leczenia szpitalnego
(pacjentka nie wyrazita zgody na leczenie chemioterapeu-
tykami ze wzgledu na ciaze) pacjentka pozostawata pod
kontrolg onkologiczna w Osrodku Profilaktyki i Epidemiolo-
gii Nowotwordow w Poznaniu.

Po 3 latach od wykrycia polimorfizmu p16 u pacjentki na
badania genetyczne do Onkologicznej Poradni Genetycznej
zgtosili sie obydwoje rodzice pacjentki.

W rodzinie matki pacjentki nowotwor ztosliwy zostat zdia-
gnozowany tylko u jednej osoby: na raka ptuc chorowat
palacy tyton ojciec matki.

Ojciec pacjentki nie chorowat onkologicznie, natomiast
tréjka jego rodzenstwa i ojciec zachorowali na raka (siostra
— czerniak, bracia —rak jelita grubego, rak prostaty, ojciec —
nowotwor ztosliwy o nieznanym umiejscowieniu). Taka agre-
gacja nowotworéw ztosliwych w rodzinie sugerowata dzie-
dziczenie polimorfizmu genu pl6 po ojcu pacjentki.

Obydwoje rodzice pacjentki mieli tego samego dnia
pobrang krew do badan molekularnych genu p16. Wyniki
byty zaskakujace: po zweryfikowaniu wynikéw z dwéch
pobran krwi okazato sie, ze nosicielem polimorfizmu p16 byt
nie ojciec, a matka pacjentkil Matke pacjentki poinformo-
wano o koniecznosci wykonania badan molekularnych genu
pl6 wsrdd jej rodzenstwa.

Przypadek 2.

Na konsultacje genetyczng w Onkologicznej Poradni
Genetycznej zgtosita sie zdrowa kobieta po zabiegu total-
nej histerektomii z powodu miesniakéw na macicy i tagod-
nej cysty na prawym jajniku. Siostra pacjentki zachorowa-
ta na raka piersi w wieku 34 lat, ponadto raka piersi
zdiagnozowano u jednej z kuzynek.

Pobrano od pacjentki krew do badan molekularnych.
Wykryto mutacje markerowa w genie BRCAI i polimorfizm
w genie pl6.

Pacjentka byta kierowana na badania kontrolne piersi
wedtug kalendarza badan dla nosicielek mutacji BRCAL
W trakcie badan kontrolnych w piersi lewej wykryto 8 mm
zmiane nowotworowa potwierdzong wynikiem biopsji cien-
koigtowej (wiek pacjentki w momencie diagnozy: 47 lat).
Dokonano amputacji chorej piersi.

Cztery lata p6Zniej u siostry pacjentki zdiagnozowano
raka drugiej piersi (siostra pacjentki jest nosicielkg mutacji
w genie BRCAI, wynik genu p16 — negatywny).

Po kolejnych 2 latach pacjentka zdecydowata sie na
zabieg profilaktycznej mastektomii zdrowej piersi ze wzgle-
du na chec jednoczesnej obustronnej rekonstrukcji. W bada-
niach kontrolnych piersi przed zabiegiem amputacji obraz
radiologiczny (mammograficzny i ultrasonograficzny) i bada-
nie palpacyjne nie wskazywaty na obecnos¢ podejrzanych
zmian. Dokonano amputacji zdrowej piersi z jednoczesna
obustronnga rekonstrukcjg za pomoca protez Beckera.
W badaniu histopatologicznym materiatu pooperacyjnego
wykryto guz o érednicy ponad 1 cm —wynik histopatolo-
giczny: carcinoma ductale in situ. Lekarze prowadzacy pod-
jeli decyzje, aby nie stosowac chemioterapii ani radiotera-
pii po mastektomii.

Dotad jedynie 6 nosicielek mutacji w genie BRCAI, beda-
cych pacjentkami Onkologicznej Poradni Genetycznej Osrod-
ka Profilaktyki i Epidemiologii Nowotworéw, zdecydowato
sie na profilaktyczne usuniecie piersi. Opisany przypadek
jest jedynym, w ktérym wykryto zmiane ztosliwg w mate-
riale pooperacyjnym z zabiegu profilaktycznej mastektomii.

Przypadek 3.

Na konsultacje genetyczna w Onkologicznej Poradni Gene-
tycznej zgtosity sie 3 zdrowe kobiety (siostry), ktérych mat-
ka, babcia, siostra matki i kuzynka chorowaty na raka jajni-
ka. Od pacjentek pobrano krew do badan molekularnych.
U jednej z pacjentek stwierdzono nosicielstwo mutacji mar-
kerowej w genie BRCAI potwierdzong z dwéch niezaleznych
pobran krwi. Przy odbiorze wynikéw badan genetycznych
pacjentka byta poinformowana przez genetyka o wskazaniu
do profilaktycznego usuniecia jajnikow i jajowodow.

U jej dwach sidstr nie stwierdzono mutacji markerowe;j
dla rodziny. Zostaty one poinformowane, ze ryzyko zacho-
rowania na dziedzicznego raka piersi i/lub jajnika byto u nich
o wiele nizsze niz u nosicielek. Te pacjentki wykluczono
z opieki onkologicznej Poradni Genetycznej oraz poinfor-
mowano, aby badaty sie zgodnie z zaleceniami onkologa.

Nosicielka mutacji, ktéra pozostawata pod opieka Onko-
logicznej Poradni Genetycznej, miata wykonywane badania
kontrolne piersi i badania ginekologiczne w Osrodku Profi-
laktyki i Epidemiologii Nowotwordw zgodnie z kalendarzem
badan dla nosicielek mutacji BRCAIL. Przy kazdej kolejnej
wizycie w Onkologicznej Poradni Genetycznej informowa-
no pacjentke o koniecznosci usuniecia przydatkéw. Pacjent-
ka nie byta wcigz zdecydowana na zabieg.

W miedzyczasie u jednej z siéstr — 2 lata po odbiorze
wyniku badania molekularnego genu BRCAI (wykluczono
nosicielstwo) — zdiagnozowano raka piersi (wiek diagnozy:
47 lat). Pacjentka podejrzewata, ze pomylono wyniki jej i sio-
stry i ze to ona miata mutacje w badanym genie. Btad byt
niemozliwy, poniewaz panie miaty pobrang krew w innym
terminie i oba wyniki byty zweryfikowane z dwéch pobran.

Wspomniana wczesniej pacjentka, ktéra byta nosicielkg
mutacji BRCAI, zdecydowata sie ostatecznie na zabieg pro-
filaktycznej adneksektomii. Pacjentka miata wtedy 43 lata.
W badaniu ginekologicznym w szpitalu przed zabiegiem
stwierdzono stan zapalny pochwy i termin operacji odro-
czono. P6t roku pézniej u pacjentki wykonano badania pro-
filaktyczne piersi i badanie markera nowotworowego jajni-
ka Cal25. Wynik markera byt podwyzszony: > 64 U/ ml przy
zakresie wartosci referencyjnych < 35 U/ ml, o czym nie-
zwtocznie poinformowano pacjentke. Z wynikiem Cal25
pacjentka zgtosita sie do ginekologa onkologa. W wyniku
konsultacji ginekologicznej wykryto guz jajnika. Lekarz pod-
jat decyzje o wycieciu macicy z przydatkami. Usunieto row-
niez sie¢ wiekszg i wezty chtonne miedniczne. Rozpozna-
nie histopatologiczne byto jednoznaczne: rak jajnika.
Pacjentka jest obecnie w trakcie chemioterapii adiuwanto-
wej.

Kazda nosicielka mutacji BRCAI jest informowana
0 koniecznosci usuniecia przydatkéw po urodzeniu zapla-
nowanej liczby dzieci, z mozliwoscig nastepczej estroge-
nowej terapii hormonalnej. Zwlekanie z zabiegiem do ukon-
czenia 40. roku zycia zwieksza nie tylko ryzyko wystgpienia
raka jajnika, ale rbwniez hormonozaleznego raka piersi.
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Rak prostaty — przypadki

Najwieksza grupe wsrdd chorych onkologicznie mezczyzn
kierowanych do Poradni Genetycznej stanowig chorzy na
raka prostaty. Pacjenci z rakiem gruczotu krokowego maja
badany gen BRCAI oraz proponowane sg im badania mole-
kularne genéw niskiego/sredniego ryzyka predysponuja-
cych m.in. do dziedzicznego raka prostaty: NBS1, CHEK2.

Przypadek 4.

W 2006 r. na badania molekularne wymienionych genéw
w ramach programu grantowego zostat skierowany mez-
czyzna, u ktérego w wieku 55 lat zdiagnozowano raka pro-
staty. Poza pacjentem nikt w rodzinie nie chorowat na raka
prostaty. Na nowotwoér ztosliwy zachorowata jedynie mat-
ka pacjenta —w wieku 75 lat wykryto u niej raka piersi.
Wywiad rodzinny nie wskazywat na dziedziczna sktonnosé
do nowotwordw ztosliwych. Od pacjenta pobrano krew do
badan molekularnych. Wykryto dwie mutacje w genie
CHEK2: mutacje skracajaca biatko (1100 delC), zwiekszaja-
ca ryzyko raka prostaty ok. 2,3-krotnie, oraz zmiane typu
Lmissense” (1157T), zwiekszajaca ryzyko raka prostaty ok.
1,6-krotnie. Wynik zweryfikowano z dwéch niezaleznych
pobran krwi. Po otrzymaniu wynikéw badan molekularnych
genu CHEK2 mozna byto jednoznacznie stwierdzi¢, ze na
zachorowanie pacjenta miaty wptyw czynniki dziedziczne,
czego nie mozna byto zatozy¢ po samej analizie rodowo-
dowo-klinicznej.

Zdarzaja sie tez przypadki wrecz odwrotne: rodziny,
w ktorych kilku mezczyzn zachorowato na raka prostaty,
a mimo to wyniki badah molekularnych genéw BRCA1, NBSI
i CHEK2 sa negatywne. Z punktu widzenia genetyki onko-
logicznej takie przypadki nalezy ttumaczy¢ nastepujaco:
w wywotaniu choroby nowotworowej na pewno brat udziat
jakis czynnik dziedziczny, ale na podstawie obecnej wiedzy
nie mozna wskazac, jaki to czynnik. Przyktadem opisanej
sytuacji jest przypadek 68-letniego mezczyzny (przypadek 5.),
ktory zgtosit sie ma konsultacje genetyczna jako osoba z gru-
py podwyzszonego ryzyka zachorowania na raka prostaty
(chorobe zdiagnozowano u brata i ojca: u obydwu po 70. ro-
ku zycia). W trakcie konsultacji pacjent poinformowat, ze
wykonat niedawno badanie PSA. Wynik PSA (> 5 ng/ ml)
przekraczat granice wartosci referencyjnych (< 4 ng/ ml).
Poinformowano pacjenta, aby jak najszybciej skonsultowat
sie z urologiem przyjmujacym w Osrodku Profilaktyki i Epi-
demiologii Nowotworéw. Pobrano krew na badanie genow:
BRCAI, NBS1, CHEK2 (3 ) i pI6. Cztery miesigce po wizycie
w Onkologicznej Poradni Genetycznej pacjent poinformo-
wat telefonicznie, ze zdiagnozowano u niego raka prostaty.
W badaniach molekularnych nie stwierdzono mutacji
w badanych genach, mimo ze rodowodowo ustalono defi-
nitywna predyspozycje do dziedzicznego raka prostaty.
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Metformin and CXCR2 receptor inhibitor as
potential factors targeting ovarian cancer
stem cells

Metformina i inhibitor receptora CXCR2 jako
potencjalne czynniki ukierunkowane na eliminacje
macierzystych komérek nowotworowych w raku jajnika

Mariusz Kulificzak’, Aneta Swiercz,

Agnieszka Dansonka-Mieszkowska’, Michalina Zajdel’,
Alina Rembiszewska’, Magdalena Chechliriska’,
Jolanta Kupryjariczyk’, Jan Konrad Siwicki’

1Department of Immunology, Maria Sktodowska-Curie
Memorial Cancer Centre and Institute of Oncology, Warsaw
2Department of Molecular Pathology, Maria Sktodowska-Curie
Memorial Cancer Centre and Institute of Oncology, Warsaw

Background: Cancer cells resistant to standard anti-can-
cer therapy display features typical for the so-called “can-
cer stem cells” or “cancer initiating cells”. An anti-diabetic
drug, metformin, has been recently shown to have an appar-
ent anti-cancer activity and to eliminate “cancer stem cells”
and cancer cells resistant to targeted therapy in breast can-
cer. Little is known about the anti-cancer potential of met-
formin in ovarian cancer and about the expression of puta-
tive predictive tumour biomarkers, such as LKB-1.

IL-8 and other CXCR2 receptor ligands play a crucial role
in ovarian cancer initiation and progression and it has been
recently found that increased CXCR2 expression promote
proliferation and malignancy of ovarian cancer cells.

Aim of the study: The aim of our studies was to: exam-
ine the expression level of CXCR2 and LKB-1 in ovarian can-
cer cells, and evaluate in vitro sensitivity of ovarian cancer
cells to metformin and a CXCR2 inhibitor (SB225002).

Material and methods: Gene expression was analysed
in a panel of clinical samples of primary ovarian cancer and
cell lines with different TP53 status using RT-qPCR, with nor-
mal human ovarian surface epithelial cells as a calibrator.
Cell growth and in vitro tumorigenicity were analysed with
the use of standard methods.

Results and conclusions:

1. We found an overexpression of the CXCR2 mRNA in pri-
mary ovarian cancer, irrespective of the 753 status, and
decreased expression of LKB-1 mRNA, especially in the
presence of TP53 null mutations.

2. We observed that CXCR2 inhibitor (5B225002) induced
strong cell growth inhibition and a significant reduction
of in vitro tumorigenicity in all ovarian cell lines. The effect
of metformin used in a small concentration (0.5 mM) was
cell line specific, while clonogenicity was decreased in the
IGROV-I cell line only.

Our preliminary data suggest that metformin and CXCR2
inhibitor (SB225002) are potentially active against ovarian
cancer stem cells.

Wstep: W nowotworach ztosliwych komérki oporne na
klasyczna chemio- lub radioterapie moga naleze¢ do pod-
grupy tzw. nowotworowych komérek macierzystych. Ostat-
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nio zaobserwowano, ze metformina ma wyrazng aktywnos¢
przeciwnowotworowa i moze eliminowa¢ nowotworowe
komaorki macierzyste i oporne na ukierunkowana chemio-
terapie w raku piersi. Brakuje jednak doktadniejszych
danych na temat przeciwnowotworowego dziatania met-
forminy w raku jajnika oraz ekspresji wyznacznikéw pro-
gnozujacych wrazliwos¢ komérek tego nowotworu na met-
formine, takich jak np. LKB-1.1L-8 oraz inne ligandy receptora

CXCR2 majg istotny udziat w powstawaniu i rozwoju raka

jajnika, a ostatnio ponadto wykazano, ze wzrost ekspresji

CXCR2 w komérkach tego raka sprzyja zwiekszeniu prolife-

racji oraz poteguje cechy ztosliwosci.

Cel pracy: Ocena poziomu ekspresji CXCR2 oraz LKB-1
w komérkach raka jajnika oraz sprawdzenie wrazliwosci in
vitro komérek raka jajnika na metformine oraz na inhibitor
CXCR2 (SB225002).

Materiat i metody: Ekspresje wybranych genéw badano
technika RT-gPCR w seriach prébek klinicznych pierwotne-
go raka jajnika oraz liniach komérkowych o r6znym statu-
sie genu TP53, w odniesieniu do prawidtowego nabtonka
powierzchniowego jajnika. Analizy wzrostu i klonogenno-
Sci przeprowadzano z uzyciem standardowych metod.

Wyniki i wnioski:
1L W pierwotnym raku jajnika stwierdzono zwiekszony

poziom mRNA CXCR2, niezaleznie od statusu TP53 oraz
spadek poziomu ekspresji LKB-1, szczeg6lnie w powiaza-
niu z mutacja TP53 typu null.

2. Zaobserwowalismy wyrazne zahamowanie wzrostu oraz
znaczacy spadek klonogennosci komaérek wszystkich ana-
lizowanych linii w obecnosci inhibitora CXCR2 (SB225002)
oraz zréznicowany wptyw metforminy uzytej w matym
stezeniu (0,5 mM) na zahamowanie wzrostu badanych
linii raka jajnika, przy spadku klonogennosci jedynie w linii
IGROV-I.

Wstepne dane sugerujg, ze metformina i inhibitor recep-
tora CXCR2 s3 czynnikami mogacymi eliminowac macie-
rzyste komérki nowotworowe.
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Poly-N-isopropylacrylamide based polymers
in cancer treatment

Zwigzki chemiczne oparte na tancuchu
poli-N-izopropylakrylamidowym w terapii nowotworowej
Tomasz Sliwa*, Maciej Jarzebski**, Tobiasz Deptuta***

Poznan

Poly-N-isopropylacrylamide (PNIPAM) is a termorespon-
sive polymer which is investigated as a drug carrier in tar-
geted drug delivery system. PNIPAM based copolymers can
be used in cancer treatment and in this way only minimal
dose of drug substance can be carried and delivered by PNI-
PAM.

The main aim was the investigation if the behavior of
poly(N-isopropylacrylamide-co-acrylic acid) in environment
of various pH an temperature. A study of thespecific behav-

jour of the sample is important in order to understand the
mechanism and manage the targeted drug delivery.

The behavior of a copolymer poly(N-isopropylacrylamide-
co-acrylic acid) was investigated by means of dynamic and
static light scattering as a function of temperature. The envi-
ronment was controlled from pH 2 to pH 10. The particles
belong to the group of thermo responsive polymers, which
have lower critical solution temperature at 32°C. At a high-
er temperature PNIPAM particles are changed from
hydrophilic to hydrophobic and consequently the volume
of the particle decreases.

The experiment confirms that the process of swelling
and deswelling is mostly observed during the heating and
cooling at pH about 4. This specific behavior of this sub-
stance is due to hydrophobic interaction between chains of
the polymer and is fully reversible. However, at pH higher
than 4 the diameter of the molecule is almost constant dur-
ing the whole process of heating and cooling and is deter-
mined by the Donnan osmotic pressure. Because the phase
transition take place at physiological temperature, this poly-
mer is investigated to be used in drug delivery systems as
a substance carrier.

Postep badan zwigzany z rozwojem nanotechnologii
pozwala na wytwarzanie i badanie nowych zwigzkéw che-
micznych, ktére maja zdolnos¢ specyficznego reagowania
na bodZzce zewnetrzne. Nalezg do nich polimery oparte
na tancuchu poli-N-izopropylakrylamidowym (PNIPAM), zwa-
nym réwniez ,inteligentnym polimerem”.

Celem pracy byto zbadanie zachowania sie kopolimeru
poli-N-izopropylakryloamidu i kwasu akrylowego pod wpty-
wem zmian pH Srodowiska i temperatury pod katem zasto-
sowania w systemach kontrolowanego uwalniania lekow
i mozliwosci aplikacji w terapii nowotworowe;.

Badana substancja nalezy do grupy termowrazliwych
polimerdw o LCST (lower critical solution temperature) 32°C.
Po przekroczeniu wartosci krytycznej zmianie ulegaja wta-
Sciwosci fizyczne z hydrofilowych na hydrofobowe, czego
skutkiem jest wzrost wartosci oddziatywan polimer-polimer
nad oddziatywania polimer-rozpuszczalnik. Bezposrednio
obserwowanym skutkiem jest zmiana rozmiaréw pojedyn-
czej czasteczki po przekroczeniu krytycznej wartosci tem-
peratury. Korzystajac z powyzszego mechanizmu zwigzana
wewnatrz czasteczki polimeru substancja aktywna moze
zosta¢ uwolniona na zewnatrz w sposéb kontrolowany.

Metoda badawczg byta spektroskopia korelacji fotonéw
PCS (Photon Correlation Spectroscopy), ktéra pozwala na
okreslenie ksztattu i rozmiaréw pojedynczej czasteczki bez
koniecznosci ingerencji w jej strukture wewnetrznga. Przy-
gotowane do badan probki zostaty podzielone na grupy
w réznych Srodowiskach od pH 2 do pH 10.

W wyniku przeprowadzonego eksperymentu zaobser-
wowano dwukrotny spadek promienia badanej czasteczki
dla srodowiska pH 4. Opisane powyzej zachowanie daje
duze szanse na zastosowanie w uktadach kontrolowanego
uwalniania lekéw poprzez mozliwos¢ miejscowego uwal-
niania substancji leczniczej w okreslonym srodowisku, a co
za tym idzie zmniejszenie dawki leku.

*Praca doktorska realizowana w ramach Programu Ope-
racyjnego Kapitat Ludzki wspotfinansowanego ze Srodkow
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Unii Europejskiej w ramach EFS projekt Zintegrowany
Program Wspierajqcy Rozwoj Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu w zakresie nauk fizycznych:
, Proinnowacyjne ksztatcenie, kompetentna kadra, absol-
wenci przysztosci”.

**Praca doktorska realizowana w ramach programu Mie-
dzynarodowe Projekty Doktoranckie, Wydziat Fizyki Uni-
wersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, Miedzy-
uczelniane Centrum Nanobiomedyczne. Projekt realizowany
przez UAM w Poznaniu w ramach Xl Priorytetu Programu
Operacyjneqgo Infrastruktura i Srodowisko.

***Praca doktorska realizowana w ramach programu
Miedzynarodowe Projekty Doktoranckie, Wydziat Fizyki
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, Miedzy-
uczelniane Centrum Nanobiomedyczne. Projekt realizowa-
ny przez UAM w Poznaniu w ramach Xlll Priorytetu Progra-
mu Operacyjneqo Infrastruktura i Srodowisko.
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Glycyrrhizin, an inhibitor of HMGB1 protein
inhibits growth of experimental murine
melanoma tumors

Inhibitor biatka HMGBI — gliceryzyna hamuje wzrost
doswiadczalnych guzéw czeraniaka mysiego

Ryszard Smolarczyk’, Tomasz Cichor’, S. Matuszczak’,
M. Rzodkiewicz', Iwona Mitrus', M. Lesiak’, Wojciech
Kamysz’, Magdalena Jarosz', Aleksander Sieror?’,
Stanistaw Szala’

ICenter for Translational Research and Molecular Biology
of Cancer, Maria Sktodowska-Curie Memorial Cancer Cancer
and Institute of Oncology, Gliwice Branch
2Department of General, Molecular Biology and Genetics,
Medical University of Silesia Katowice
3Department of Inorganic Chemistry, Faculty of Pharmacy,
Medical University of Gdanhsk

Certain anticancer agents, including CAMEL, induce
necrotic cell death. During this process a protein, called
HMGBI, is released from cell nucleus into cytoplasm and
then into extracellular matrix. Nuclear HMGB1 participates
in maintaining nucleosome structure, in regulating gene
expression and DNA repair, whereas outside of the cell it
becomes a proinflammatory cytokine. The latter stimulates
proliferation of neoplastic and endothelial cells, activates
angiogenesis and affects cell mobility as well as induces
inflammatory condition.

Release of HMGBI cytokine during anticancer therapy
thus affects adversely the effectiveness of such therapy,
since it leads to tumor relapse. We believe that inhibiting
HMGBI activity may improve efficacy of therapies based on
the use of the drugs that induce necrotic death in neoplas-
tic cells. In our studies we used glycyrrhizin, a known HMGB1
inhibitor. Glycyrrhizin is a triterpenoid saponin glycoside of
glycyrrhizic acid. The use of this inhibitor markedly affect-
ed the efficacy of anticancer therapy with CAMEL.

Niektore leki przeciwnowotworowe, w tym peptyd
CAMEL, indukujg $mier¢ nekrotyczng komorek. Podczas tego
procesu z jadra komdrkowego do cytoplazmy a nastepnie
do przestrzeni pozakomdrkowej uwalniane jest biatko
HMGBLI. Biatko to w jadrze komdrkowym bierze udziat
w utrzymaniu struktury nukleosomow, regulacji ekspresji
gendw oraz naprawie DNA. Poza komérka staje sie cytoking
prozapalng. Cytokina ta stymuluje proliferacje komérek nowo-
tworowych, srédbtonkowych, aktywuje proces angiogenezy,
wptywa na ruchliwosé komérek czy indukuje stan zapalny.

Uwalnianie podczas terapii przeciwnowotworowej cyto-
kiny HMGB1 wptywa zatem negatywnie na skutecznos¢
samej terapii, gdyz prowadzi do wznowy nowotworowe;j.
Sadzimy, ze zahamowanie aktywnosci HMGB1 moze popra-
wi¢ skutecznos¢ terapii z wykorzystaniem lekéw indukuja-
cych Smier¢ nekrotyczna komérek nowotworowych.
W naszych badaniach wykorzystaliémy znany inhibitor
HMGB1 — gliceryzyne. Zastosowanie w terapii tego inhibi-
tora znacznie poprawito skutecznosé przeciwnowotworo-
wa peptydu CAMEL
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Complete disappearance of distant
metastases (bones,meninges, soft tissues
and lymph nodes) in patient with breast
cancer after targeted therapy

Catkowita remisja zmian wtornych w kosciach czaszki

{ oponie twardej u chorej na przerzutowego raka piersi
w trakcie leczenia celowanego — prezentacja przypadku
{ przeglgd pismiennictwa

Ewa Wachuta, Marzenna Ziomek, Jolanta Zok,

Wojciech Rogowski

Oddziat Kliniczny Chemioterapii, ZOZ MSWiA z Warminsko-
-Mazurskim Centrum Onkologii w Olsztynie

Background: The efficacy of targeted therapy metastat-
ic breast cancer is usually limited to partial remission and
stabilization. We are presenting spectacular result of com-
plete remission in skull bones and meninges.

Case report: 58-year-old patient in had left side mastec-
tomy because of invasive breast cancer G3, pT2N2, (ER-),
(PR-), HER2(3+). Adjuvant treatment: chemiotherapy
6 x AC, radiotherapy of chest and supraclavicular area in 2005.

In 2009 she started to complain of headaches and hip
joint pain. In brain MRl metastases in skull bones were
found. The biggest lesion was 71 mm entire frontal bone
and 16mm of dura mater and was pressing tissues of frontal
lobe. There are no brain metastases were found. In CT of
chest and abdomen few enlarged mediastinal lymph nodes
were found (up to 32 mm), tumor of right adrenal gland (27
mm) and wide spectrum of osteolytic-osteoporosis in bones.

In September 2009 treatment was started: trastuzum-
ab in dose 8 mg/kg, afterward 6 mg/kg every 21 days in
combination with capecytabine in dose 1250 mg/m? twice
a day, on day 1to 14 every 21 days. At the begining of the
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treatment performance status was PS-1. 36 weeks of treat-
ment complete remission (RECIST 1.0) of mass lesion in skull
bones, infiltration in meninges, mediastinal lymph nodes
lesions and adrenal gland right was observed. Metastases
in skeleton were sclerotosis.

The patient is still beeing treated in thus regimet with
no significant side effects. Performance status PS-0, how-
ever memory and concentration disorder had appeared.

Conclusions: Application of HER2 blockade in combina-
tion with derivative of fluoropyrimidine is a good thera-
peutical option, possibility of complete and long term remis-
sion of lesions in bones, meninges and lymph nodes.

Wstep: Ocena skutecznosci leczenia celowanego prze-
rzutowego raka piersi ogranicza sie do uzyskania czescio-
wych remisji i stabilizacji. Przedstawiamy spektakularny
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wynik catkowitej remisji zmian w kosSciach czaszki oraz opo-
nie twardej mézgowia.

Opis przypadku: Chora, lat 58, w 2005 r. przebyta mastek-
tomie lewostronng z powodu inwazyjnego raka piersi G3,
pT2N2, (ER-), (PR-), HER2(3+). Leczenie uzupetniajgce: che-
mioterapia 6 x AC i radioterapia na obszar blizny i nadoboj-
czyk.

W 2009 r. pojawity sie dolegliwosci bélowe gtowy i sta-
wu biodrowego. W MRI gtowy stwierdzono ogniska prze-
rzutowe w kosciach czaszki. Najwiekszy guz (71 mm) prze-
rastat catg grubosc¢ lewej kosci czotowej i opone twarda na
dtugosci 16 mm, uciskajac tkanki ptata czotowego.
W mozgowiu bez zmian ogniskowych. W TK klatki piersio-
wej i jamy brzusznej obecne byty powiekszone wezty chton-
ne Srodpiersia (do 32 mm), guz nadnercza prawego (27 mm)
oraz rozlegte zmiany osteolityczno-osteoporotyczne w ukta-
dzie kostnym.

We wrzesniu 2009 r. rozpoczeto leczenie: trastuzumab
w dawce 8 mg/kg, nastepnie 6 mg/kg i.v. co 21 dni w sko-
jarzeniu z kapecytabing w dawce 1250 mg/m? 2 razy dzien-
nie w dniach 1-14, co 21 dni. W chwili rozpoczecia leczenia
stan sprawnosci PS-1. Od 36 tyg. leczenia obserwuje sie cat-
kowitg remisje (wg RECIST 1.0) masy patologicznej w kosci
czaszki, nacieku w oponie twardej, zmian weztowych
w Srodpiersiu i nadnerczu prawym. Ogniska przerzutowe
w kosécu maja cechy sklerotyzacji.

Terapia jest nadal kontynuowana z dobrg tolerancja. Stan
kliniczny PS-0, jednak pojawity sie zaburzenia pamieci i kon-
centracji.

Whioski: Zastosowanie blokady receptora HER2 w sko-
jarzeniu z pochodna fluoropirymidyny okazato sie dobra
opcja terapeutyczna. Pozwolito uzyskac catkowita i dtugo-
trwatg remisje zmian wtornych w uktadzie kostnym,
weztach chtonnych i tkankach miekkich przy dobrej tole-

rancji leczenia.

[128]

Leptomeningeal carcinomatosis in patient
with breast cancer - the succesfull
treatment with targeted therapy

Nowotworowe zajecie opon mézgowo-rdzeniowych
u chorej na raka piersi — korzysc kliniczna leczenia
celowanego

Marzenna Ziomek, Ewa Wachuta,

Katarzyna Gryc-Szymariska, Wojciech Rogowski

Z0Z MSWIA z Warminsko-Mazurskim Centrum Onkologii
w Olsztynie

Background: Leptomeningeal metastases from breast
cancer are observed in the form of infiltration of lep-
tomeninges (meningeal carcinomatosis) or disseminated
with free float of tumor cells in the cerebrospinal fluid (car-
cinomatosus meningitis).

Case report: We present a care carcinomatosus patient
with carcinomatosus meningitis as consegence of right
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breast cancer.After carcinomatosus meningitis was recog-
nized in 54 year old woman the patient received intrathe-
cal methothrexate as the first line treatment of that condi-
tion.

Then she received treatment with vinorelbin and
trastuzumab (progression free survival PFS- 14 months) and
after progression capecytabin with lapatynib (PFS-13
months).

Currently she is treated with liposomal doxorubicin due
to further nonsymptomatic radiological progression. Now
the patient is good condition general.

Conclusions: Inspite of blood-brain barier systemic tar-
geted therapy may be effective in breast cancer patients
with leptomeningeal metastases.

Jednym z miejsc umiejscowienia przerzutéw z raka pier-
si moga by¢ opony mézgu i rdzenia kregowego. Przerzuty
do opon moézgowo-rdzeniowych moga przebiega¢ w posta-
ci rakowatosci opon mézgowo-rdzeniowych (zmiany guz-
kowate na oponach lub linijne zgrubienia) badZ w postaci
gorzej rokujacej — nowotworowym zapaleniu opon (obec-
nos¢ komorek nowotworowych w ptynie mézgowo-rdze-
niowym).

Opis przypadku: Chora, lat 54, z rozpoznanym w 2008 r.
rakiem przewodowym piersi prawej [wyjsciowo pT3N1 ER
(), PR (=), HER 2 (3+)], po leczeniu chemioterapig wg sche-
matu AT, mastektomii i radioterapii uzupetniajacej 5 mie-
siecy po zakonczeniu leczenia, zgtosita sie z dolegliwoscia-
mi bélowymi gtowy i szyi. W rezonansie magnetycznym
(magnetic resonance imaging — MRI) odcinka szyjnego kre-
gostupa stwierdzono linijne wzmocnienia zaryséw rdzenia
wzdtuz opony miekkiej.

Chorej wykonano naktucie ledzwiowe. W ptynie mézgo-
wo-rdzeniowym stwierdzono obecnos¢ komérek nowotwo-
rowych. Podano dokanatowo metotreksat w dawce 10 mg
i deksawen w dawce 4 mg.

Ze wzgledu na pogorszenie stanu neurologicznego cho-
ra zdyskwalifikowano z kontynuacji leczenia dokanatowe-
go i rozpoczeto leczenie trastuzumabem z winorelbing oraz
napromieniono zajety odcinek kregostupa. W badaniach
obrazowych nie stwierdzono obecnosci przerzutéw w innych
narzadach. W badaniach MRI obserwowano stopniowe
zmniejszanie sie zmian.

Po 14 miesigcach progresja w MRI mdzgu. Wtgczono
leczenie kapecytabina z lapatynibem, ktére byto kontynu-
owane przez 13 miesiecy. Z powodu dalszej progresji chora
otrzymuje obecnie doksorubicyne liposomalna. Stan chore;j
WHO - 1.

Whioski: Zastosowanie blokady receptoréw HER 2 zaréw-
no przeciwciatem monoklonalnym jak i inhibitorem kinaz
wydaje sie by¢ skuteczng metoda leczenia przerzutow
umiejscowionych w oponach mézgu, pomimo istnienia
bariery krew — maozg.
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Stemness markers and the TP53 status in
primary ovarian cancer

Markery macierzystosci a status TP53 w pierwotnym
raku jajnika

Aneta SwiercZ, Agnieszka Dansonka-Mieszkowska?,
Michalina Zajdel’, Alina Rembiszewska’,

Mariusz Kuliriczak', Magdalena Chechliriska’,
Jolanta Kupryjariczyk’, Jan Konrad Siwicki’

1Department of Immunology, Cancer Centre and Institute
of Oncology, Warsaw

2Department of Molecular Pathology, Cancer Centre and
Institute of Oncology, Warsaw

Background: Cancer stem cells, otherwise termed can-
cer-initiating cells, are thought to be responsible for cancer
recurrence and therapy resistance. TP53 mutations and alter-
ations in the TP53-dependent pathway are critically impor-
tant in ovarian cancer pathogenesis and seem to determine
treatment response. TP53 has recently been shown to be
an important regulator of normal pluripotent stem cell dif-
ferentiation, which is known to depend on several tran-
scription factors and microRNAs (miRs). Some of those stem-
ness regulatory miRs, are also key regulators of the
TP53-dependent pathway, and their expression is often
deregulated in cancer. Little is known about the expression
of stem-cell markers, and their upstream regulators in ovar-
ian cancer. This question has not been studied in clinical
samples in the context of the TP53 status.

Aim of the study: We aimed to assess the expression of
a set of stemness markers and their regulators in clinical
samples of primary ovarian cancer and in ovarian cancer
cell lines with different TP53 status.

Material and methods: Expression levels of miR-125b,
miR-34a, miR-145, let-7i, Lin28A, TP53 and c-myc were
assessed in a panel of primary ovarian cancer samples con-
taining at least 75% of cancer cells, and mostly of serous
type, and in ovarian cancer cell lines, by qRT-PCR, with U6,
U48, PGK1 and GAPDH employed as reference genes, and
normal human ovarian surface epithelium as a calibrator.

Results and conclusions:

1. Clinical samples of ovarian cancer overexpressed Lin28A,
miR-125b and miR-145 while miR-34a and let-7i were down-
regulated. Upregulated miR-125 and miR-145 suggest, that
in primary ovarian cancer their role is different from that of
a tumour suppressor, described in other cancers.

2. High-grade ovarian carcinomas with null TP53 mutations
presented higher levels of Lin28A transcript than those
with the wild-type TP53. The lack of TP53 may then influ-
ence the expression of stemness markers in ovarian can-
cer.

3. In the clinical samples of ovarian carcinoma, the expres-
sion of c-myc and the miR-34 family members does not
relate to the TP53 status.

Wstep: Nowotworowe komérki macierzyste, inaczej zwa-
ne komadrkami inicjujgcymi nowotwaor, moga by¢ zrédtem
nawrotu choroby oraz niepowodzenia leczenia. Mutacje genu
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TP53 lub zaburzenia w szlaku zaleznym od TP53 sg kry-
tycznie wazne w patogenezie raka jajnika i wydaja sie deter-
minowac opornos¢ na leczenie. Niedawno wykazano istot-
na role TP53 w regulacji procesu wielokierunkowego
réznicowania sie prawidtowych komaérek macierzystych,
kontrolowanego przez szereg czynnikéw transkrypcyjnych
oraz mikroRNA (miR). Niektore mikroRNA z grupy regulato-
row ,,macierzystosci” odgrywaja kluczowa role w szlaku
zaleznym od TP53, a ich ekspresja w nowotworach jest cze-
sto zaburzona. Ekspresja markeréw macierzystosci w raku
jajnika badana byta jak dotad gtéwnie na liniach komérko-
wych, a profil tych markeréw i zwigzek ze statusem TP53
nie zostat okreslony.

Cel pracy: Ocena ekspresji wybranych regulatorow
»macierzystosci”, w tym: miR-125b, miR-34a, miR-145, let-7i,
Lin28A, TP53 oraz c-myc w pierwotnym raku jajnika oraz
liniach raka jajnika w powiazaniu ze statusem TP53.

Materiaty i metody: Poziom ekspresji badano metodg ilo-
Sciowego RT-PCR z wykorzystaniem ludzkiego prawidtowe-
go powierzchniowego nabtonka jajnika jako kalibratora oraz
U6, U48, PGK1 i GAPDH jako gendw referencyjnych.

Wyniki i wnioski:

1. W prébkach klinicznych pierwotnego raka jajnika stwier-
dzilismy wyrazna nadekspresje Lin28A, miR-125b i miR-
145 oraz spadek ekspresji miR-34a i let-7i. Nadekspresja
miR-125b oraz miR-145 sugeruje, ze te mikroRNA w pier-
wotnym raku jajnika petnig odmienng role niz supreso-
rowa, opisywana w innych nowotworach.

2. Rak jajnika o wysokiej ztosliwosci ujawnia wyzsza eks-
presje Lin28A w przypadku wystepowania mutacji typu
Lhull” genu TP53, niz w przypadku prawidtowego TP53.
Moze to Swiadczy¢ o udziale zaniku ekspresji TP53
w ujawnianiu sie cech ,macierzystosci” w raku jajnika.

3. W prébkach klinicznych raka jajnika nie ma jednoznacz-
nej zaleznosci miedzy poziomem ekspresji c-myc oraz cza-
steczek z rodziny miR-34 a statusem TP53.
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STAT3 silencing sensitizes A549 lung cancer
cells toward drug induced - but not TNF-a
- and NK-induced apoptosis

Wyciszenie ekspresji STAT3 uwrazliwia komérki raka
ptuc A549 na apoptoze indukowang farmakologicznie,
ale nie wptywa na ich odpowiedz na TNF-a lub lize
przez komérki NK

Dorota Weronika Kulesza', Salem Chouaib?,
Bozena Kaminska'

IThe Nencki Institute of Experimental Biology, Warsaw
2INSERM U 753, Institut Gustave Roussy, Villejuif, France

STAT3 (signal transducers and activators of transcription 3)
is a transcription factor constitutively activated in a large
number of human tumors. Persistent signaling via STAT3
may contribute to oncogenesis by stimulating cell prolife-
ration, preventing apoptosis, modulating immune respon-

ses and angiogenesis. Thus it emerges as promising mole-
cular target for cancer therapy. Aberrant activation of STAT3
is thought to be a consequence of either deregulation of
upstream kinases (JAK1-3, EGFR) or loss of endogenous inhi-
bitors. Constitutively active STAT3 promotes tumor pro-
gression through dysregulation of gene expression. To elu-
cidate a precise role of STAT3 in tumor progression and
resistance to therapy, we silenced the expression of STAT3
in human A549 non-small lung carcinoma cells using pla-
smid-transcribed shRNAs. Silencing of STAT3 in A549 cells
had no impact on basal cell survival and cell lines stably
depleted of STAT3 have been successfully developed. More-
over, there was no differences in proliferation of validated
clones, suggesting that STAT3 expression is negligent for
basal survival and proliferation. However, stable silencing
of STAT3 sensitized A549 lung cancer cells to doxorubicin
and cisplatin treatment, suggesting STAT3 involvement in
regulation of intrinsic apoptotic pathways. In contrast, the
permanent silencing of STAT3 had no effect on the suscep-
tibility of A549 cells to TNFai- and did not increase NK-indu-
ced apoptosis. Altogether, our data suggest that modula-
tion of STAT3 expression affects resistance to drug-induced
cell death but does not modulate TNFa- and immune-
mediated toxicity in A549 lung cancer cells.

Studies were supported by a grant M345/N-INCA/2008
(BK) from the Polish Ministry of Science and Higher Educa-
tion.

Przekaznik sygnatu i aktywator transkrypcji 3 (STAT3) jest
czynnikiem trasnkrypcyjnym konstytutywnie aktywowanym
w licznych nowotworach. Odgrywa wazna role w transfor-
macji nowotworowej i progresji nowotworu, co czyni go
obiecujacym celem nowoczesnych strategii przeciwnowo-
tworowych. Nieprawidtowa aktywacja STAT3 w nowotwo-
rach wynika z zaburzenia funkgji fosforylujacych go kinaz
tyrozynowych (JAK1-3, EGFR) lub z utraty endogennych inhi-
bitoréw. Konstytutywnie aktywny STAT3 promuje niekon-
trolowany wzrost i rozw6j nowotworéw poprzez zaktécenie
prawidtowej ekspresji gendw. Dysfunkcja przekaznictwa
z udziatem STAT3 moze zaburzac szereg proceséw, takich
jak: proliferacja, apoptoza, angiogeneza oraz ucieczka spod
kontroli uktadu odpornosciowego. Aby okresli¢ bardziej pre-
cyzyjnie role biatka STAT3 w regulacji zywotnosci i prolife-
racji komarek niedrobnokomoérkowego raka ptuc A549 oraz
ich opornosci na apoptoze i odpowied? przeciwnowotwo-
rowa, wyciszono ekspresje STAT3 za pomoca interferujacych
ShRNA, transkrybowanych z plazmidu. Wyciszenie ekspre-
sji STAT3 nie miato znaczacego wptywu na proliferacje (test
inkorporacji BrdU) i zywotnos¢ (test metabolizmu MTT)
komaérek A549 w warunkach podstawowych. Mozliwe byto
wyprowadzenie linii ze stabilnie wyciszona ekspresja STAT3
oraz linii kontrolnych (neutralny shRNA). Jednakze wycisze-
nie ekspresji STAT3 uwrazliwialo komérki A549 na apopto-
ze indukowana przez leki cytotoksyczne: doksorubicyne
i cisplatyne. Z kolei wyciszenie STAT3 w komérkach A549
nie uwrazliwiato komarek na apoptoze indukowana przez
TNF-a (czynnik nekrozy nowotworu alfa) lub lize przez
komaorki NK. Reasumujac, nasze wyniki wskazuja na udziat
biatka STAT3 w regulacji opornosci komérek niedrobnoko-
morkowego raka ptuc A549 na chemioterapeutyki (dokso-

rubicyne, cisplatyne), ale nie na czynniki zewnetrznoko-
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morkowe indukujace smier¢ komadrkowa (TNF-a oraz sty-
mulacja komdrkami NK).

Badania sq finasowane przez grant M345/N-INCA/2008
(BK) z Ministertswa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.
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Analysis of consequently changed signaling
pathways — a novel method for analyzing
microarray data

Analiza dysfunkcji przekaznictwa w Sciezkach
sygnatowych — nowa metoda analizy danych
mikromacierzowych

Jakub Mieczkowski, Karolina Swigtek-Machado,
Bozena Kamiriska

Nencki Institute of Experimental Biology, Polish Academy
of Sciences, Warsaw

Signaling pathways belong to a complex system of com-
munication that governs cellular processes. They represent
signal transduction from an extracellular stimulus via
a receptor to intracellular mediators, as well as intracellu-
lar interactions. Perturbations in signaling cascade often
lead to detrimental changes in cell function and they are
a major cause of many diseases, including cancer. Identifi-
cation of deregulated pathways may advance understand-
ing of complex diseases and lead to improvement of ther-
apeutic strategies.

We propose Analysis of Consistent Signal Transduction
(ACST), a novel method for analysis of signaling pathways.
Our method incorporates information regarding pathway
topology, as well as data on the position of every gene in
each pathway. To preserve gene-gene interactions we use
a subject sampling permutation model to assess the sig-
nificance of pathway perturbations. We applied our
approach to four independent datasets of global gene
expression profiling (vulvar epithelial neoplasia and
endometriosis versus control and 2 sets of colorectal can-
cers-controls). The results of ACST, as well as three other
methods used to analyze signaling pathways (SPIA, SEPEA
and the maxmean), are presented in the context of biolog-
ical significance and repeatability. We show that our method
is characterized by biologically meaningful results, as well
as strong repeatability between similar, yet independent,
datasets.

Sciezki sygnatowe tworza skomplikowany system powia-
zan zarzadzajacy procesami komoérkowymi. Reprezentuja
droge przekazania sygnatu od bodzZca zewngtrzkomérko-
wego przez receptory do wewngtrzkomérkowego mediato-
ra, wzajemne interakcje wewnatrzkomérkowe oraz odpo-
wiedZ komorki. Zaburzenia w przekaznictwie sygnatow
prowadza czesto do niekorzystnych zmian w funkcjono-
waniu komoérek oraz sg przyczyna wielu choréb, w tym
nowotworéw. Rozpoznanie zaburzonych sciezek sygnato-
wych moze pomaéc w zrozumieniu ztozonych choréb, a tak-
ze w usprawnieniu strategii terapeutycznych.

Proponujemy nowa metode — analize konsekwentnie
zmienionego przekaznictwa w Sciezkach sygnatowych (Ana-
lysis of Consistent Signal Transduction — ACST) wykorzy-
stujacg dane mikromacierzowe. Nasza metoda wykorzy-
stuje zaréwno informacje o topologii sciezek sygnatowych,
jak'i o pozycji kazdego genu w Sciezce. W celu oszacowa-
nia istotnosci zaburzenia Sciezki zostata wykorzystana per-
mutacja prébek, co pozwolito zachowac interakcje pomie-
dzy genami. Nasza metoda zostata przetestowana na
czterech niezaleznych zbiorach danych (globalne profilo-
wanie poréwnujace ekspresje genéw w nabtonkowym raku
sromu i endometriozie oraz w dwoch zbiorach danych
poréwnujacych zmiany ekpresji genéw w komérkach raka
jelita grubego i zdrowej tkance. Wyniki uzyskane nasza
metoda, w postaci zidentyfikowanych zmienionych Sciezek
przekaznictwa, zostaty poréwnane z wynikami trzech innych
metod uzywanych do analizy zaburzen w Sciezkach sygna-
towych (SPIA, SEPEA and the maxmean) zaréwno pod katem
wiedzy biologicznej, jak i powtarzalnosci wynikéw. Pokazu-
jemy, ze wyniki naszej metody sa bardziej zgodne z dostep-
na wiedza biologiczna oraz charakteryzuja sie wysoka
powtarzalnoscia pomiedzy podobnymi, ale niezaleznymi,
zbiorami danych.








<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /sRGB
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /POL <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [1200 1200]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


