Ocena wynikow leczenia dorostych chorych na migsaka Ewinga na podstawie danych
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Wprowadzenie

Migsak Ewinga jest trzecim co do czgstosci wystgpowania ztosliwym nowotworem kosci, ktory w 80%
przypadkéw dotyczy populacji chorych <20 roku zycia (r.z.). Nowotwor ten moze rozwijaé si¢ rowniez
pozaszkieletowo 1 ta lokalizacja jest czestsza w grupie pacjentow >18 r.z. Wystepowanie migsaka
Ewinga jest czestsze w krajach europejskich (ok 1,5 przypadkow na milion dzieci i mtodych dorostych
rocznie) czy azjatyckich lub afrykanskich (odpowiednio 0,8 i 0,2 nowych przypadkéw na milion dzieCi
rocznie).

W okoto 90% przypadkow w komorkach nowotworowych wystgpuja swoiste translokacje miedzy
rodzinami genéw TET i ETS, z ktorych najczgstsza jest EWSR1-FLI obserwowana w 80-85%
przypadkow, a druga w kolejnosci EWSR1-ERG wystepujaca u ok. 15% chorych. Poza
charakterystyczng fuzja, w wielu genach obserwuje si¢ dodatkowe patogenne mutacje punktowe,
najczesceiej sg to mutacje utraty funkcji w genach STAG2, TP53 i CDKN2A.

Leczenie pacjentow z rozpoznaniem zlokalizowanego migsaka Ewinga opiera si¢ na wielolekowe;j
chemioterapii indukcyjnej (12—18 tygodni) z nastgpowym leczeniem miejscowym (zabieg chirurgiczny
+/— radioterapia lub radioterapia) i chemioterapig konsolidujaca lacznie do okoto 48-52 tygodni.
Woprowadzenie leczenia systemowego w latach 60-tych XX wieku pozwolito na znamienng poprawe 5-
letniego czasu przezycia catkowitego (OS — overall survival) z 10% do 55-65% u pacjentéw z choroba
zlokalizowang. Nalezy podkresli¢, ze zastosowanie jedynie leczenia miejscowego z pominigCiem
chemioterapii w ponad 90% przypadkow zwiazane jest z nawrotem choroby. Dlatego wazne jest, aby
doktadnie zaplanowac¢ proces terapeutyczny poprzedzony wezesniejsza biopsja. Uwaza sig, ze pacjenci z
rozpoznaniem migsaka Ewinga powinni pozostawa¢ pod opieka o$rodkéw o wyzszym stopniu
referencyjnosci doswiadczonych w leczeniu tych rzadkich guzow.

W literaturze dostepne sg liczne analizy, pokazujace roznice w rokowaniu i w przebiegu choroby w
zalezno$ci od wieku chorego. Do innych, rownie istotnych czynnikdw prognostycznych nalezg ptec,
wielkos¢, objetosé 1 lokalizacja ogniska pierwotnego choroby oraz wyjsciowa aktywnoscdehydrogenazy
mleczanowej (LDH, lactate dehydrogenase) i hemoglobiny. Szczegolnie zle rokujaca grupa sa pacjenci
z chorobg w stadium rozsiewu, gdzie 5-letni OS nie przekracza 20%.

Brak standardow leczenia choroby nawrotowej oraz niesatysfakcjonujace wyniki leczenia drugiej i



kolejnych linii opartych o standardowe chemioterapeutyki zmusza do poszukiwania nowych celow
terapeutycznych,. Terapie ukierunkowane molekularnie sa bardzo obiecujaca opcja terapeutyczng w
onkologii, ale ich rola jest ograniczona z uwagi na niepeng wiedz¢ na temat profilu mutacyjnego

migsaka Ewinga, ktory charakteryzuje si¢ wysoka heterogennoscia.

Celem niniejszej pracy jest ocena czynnikdw wptywajacych na przezycie pacjentéw chorych
na mig¢saka Ewinga o r6znym stopniu zaawansowania w roznych grupach wiekowych, a takze
opracowanie profilu molekularnego z dostgpnych preparatow histopatologicznych
pochodzacych z biopsji, ogniska pierwotnego, a takze wznowy/przerzutu. Uzasadnieniem
podjecia tych badan byty skape i rozbiezne informacje dotyczace czynnikow prognostycznych

w tej jednostce chorobowej, a takze ograniczona wiedza dotyczaca profilu mutacyjnego.

Rozprawa doktorska powstala w oparciu o trzy tematycznie powigzane artykuty
opublikowane w recenzowanych czasopismach w latach 2020-2021 (dodatek stanowia
doniesienia konferencyjne prezentowane na zjazdach krajowych i miedzynarodowych).
Wszystkie prace zawieraja opracowania oryginalne danych dotyczacych oceny czynnikow

prognostycznych 1 profilu molekularnego migsaka Ewinga.

Material do analizy stanowita kohorta chorych na migsaka Ewinga, ktorzy byli leczeni w
Narodowym Instytucie Onkologii — Panstwowym Instytucie Badawczym w Warszawie oraz w

Instytucie Matki i Dziecka w Warszawie w latach 1998-2018. W toku badan przeprowadzono:

e Analizy statystyczne klinicznych czynnikow prognostycznych z uwzglednieniem

podgrup wiekowych.

e Sekwencjonowanie nowej generacji dostgpnego materiatu histopatologicznego w celu

oceny wystgpowania mutacji w wybranych genach.

Chronologicznie pierwsza z publikacji pt. ,, The clinical prognostic factors and treatment
outcomes of adult patients with Ewing sarcoma” dotyczy czynnikow prognostycznych
majacych wptyw na OS i czas wolny od progresji choroby (PFS — progression free survival)
w grupie dorostych pacjentow >18 r.z.

Druga praca pt. ,,Age as a Prognostic Factor in Patients with Ewing Sarcoma-The Polish
Sarcoma Group Experience.” dotyczy analizy wieku jako czynnika prognostycznego, a takze
przedstawiono w niej zaleznosci migdzy wiekiem chorego a innymi czynnikami klinicznymi.

Ostatnia publikacja pt. ,,Mutational landscape of primary and recurrent Ewing sarcoma.’

skupia si¢ na okresleniu wystgpowania wybranych mutacji w materiale tkankowym



pochodzacym z biopsji, ogniska pierwotnego po indukcyjnym leczeniu chemioterapig oraz z

ogniska wznowy/przerzutu ocenianych za pomoca sekwencjonowania nowej generacji .

Streszczenia prac wchodzacych w sklad cyklu prac rozprawy doktorskiej

Artykul 1: The clinical prognostic factors and treatment outcomes of adult patients with

Ewing sarcoma.

Migsak Ewinga jest rzadkim rodzajem agresywnego nowotworu, ktory moze wystgpowac
zarowno w kosciach, jak 1 tkankach migkkich. Standardem leczenia jest podejscie
wielodyscyplinarne z zastosowaniem chemioterapii oraz leczenia miejscowego pod postacia
radioterapii 1 chirurgii. Biorgc pod uwagg, ze choroba ta najczesciej wystepuje wsrdd dzieci i
mlodziezy, dane na temat wynikdéw leczenia u dorostych pacjentdw sa ograniczone. Celem
mojej pracy byla analiza czynnikéw prognostycznych i wynikdéw leczenia w grupie chorych

>18r.z.

Do pracy wiaczytam 180 pacjentéw > 18 r.z. z rozpoznaniem migsakiem Ewinga leczonych w
latach 2000 - 2018 w Narodowym Instytucie Onkologii — Panstwowym Instytucie
Badawczym im. Marii Sklodowskiej-Curie w Warszawie. U 50 chorych (28%) leczenie
rozpoczeto poza naszym osrodkiem, a u 23 pacjentow z tej grupy wdrozenie terapii byto
op6znione o minimum 3 miesigce od daty biopsji/nieplanowanej operacji. W czasie
prowadzonych analiz ocenialam wptyw wstepnego leczenia na OS 1 PFS a takze wplyw na
ostateczne wyniki leczenia takich czynnikow jak wiek, ple¢, lokalizacj¢ ogniska pierwotnego
czy wyjsciowe zaawansowanie choroby. Do analizy statystycznej wykorzystatam estymator

Kaplana-Meiera, logarytmiczny test rang 1 model proporcjonalnego hazardu Coxa.

Wyniki: W analizowanej grupie dominowali pacjenci ptci meskiej (110 osob — 61%). Mediana
wieku wynosita 28 lat (18-67 lat), lokalizacja osiowa ogniska pierwotnego choroby dotyczyta
114 chorych (63%), a u 107 chorych (59%) miejscem wyjScia nowotworu byta kosc.
Przerzuty w momencie rozpoznania wykryto u 51 chorych (28%). 5-letni OS wynosit 65% dla
pacjentdw z chorobg miejscowo zaawansowang i 15% dla pacjentdw z chorobg uogolniong.
Obecnos¢ 1 liczba przerzutow oraz rodzaj zastosowanego leczenia byly istotnym, niezaleznym
czynnikiem rokowniczym. Innym czynnikiem majgcym wpltyw na OS byla czestotliwose
podawania chemioterapii (tzw. gestos¢ dawki), ktéra byla uzalezniona od tolerancji leczenia
(zaleznos¢ to wykazywata trend statystyczny na poziomie p = 0,098). Istotne lepsze

statystycznie wyniki leczenia pod katem 5-letniego PFS uzyskali chorzy leczeni od poczatku



w osrodku referencyjnym lub skierowani do osrodka referencyjnego w ciggu 3 miesigcy od
daty biopsji, anizeli chorzy leczeni pierwotnie poza os$rodkiem referencyjnym; 5-letnie

wskazniki PFS wynosity odpowiednio 28 i 13%; p <0.001

Whioski: Okoto 2/3 dorostych chorych na zlokalizowanego migsaka Ewinga przezywa mniej
niz 5 lat. Na poprawe rokowania ma wptyw wielodyscyplinarne podejscie do leczenia zgodnie

z obowigzujgcymi standardami i powinno by¢ prowadzone w osrodku referencyjnym.

Artykul 2. Age as a Prognostic Factor in patients with Ewing Sarcoma-The Polish

Sarcoma Group Experience.

Dane poréwnujace wyniki leczenia migsaka Ewinga w zalezno$ci od wieku sg ograniczone.
Na podstawie analiz retrospektywnych przypuszcza sie, ze pacjenci dorosli maja gorsze
rokowanie niz dzieci. Duzy wplyw na gorsze wyniki leczenia maja niekorzystne czynniki

rokownicze, ktorych w przewadze obserwuje si¢ w populacji pacjentéw dorostych.

Przeanalizowatam dokumentacje medyczng 569 pacjentdw z rozpoznaniem migsaka Ewinga
leczonych w latach 1998-2018 w dwoch osrodkach referencyjnych, nalezacych do Polskiej
Grupy Migsakowej. 211 pacjentdéw byto leczonych w Narodowym Instytucie Onkologii —
Panstwowym Instytucie Badawczym im. Marii Sklodowskiej-Curie w Warszawie, a 358 w
Instytucie Matki 1 Dziecka w Warszawie. Chorych podzielitam na cztery grupy wiekowe (<10
lat; 11-18 lat; 19-25, 1 >25). W kazdej grupie wiekowej oceniatam wyniki leczenia 1
wystepowanie czynnikOw uznanych za prognostyczne. Do analiz statystycznych
wykorzystalam test Chi®, estymator Kaplana-Meiera, logarytmiczny test rang oraz

wieloczynnikowy model Coxa.

Wyniki: W catej grupie 5 - letni OS wynidst 56%. W podgrupach wiekowych: <10 lat, 11-18
lat, 19-25 lat 1 >25 lat, 5-letnie OS wyniosty odpowiednio 75%, 58%, 41% 1 52% (p < 0.001).
Wykazalam w pracy, ze korzystne czynniki prognostyczne to pte¢ zenska (p = 0,024),
lokalizacja pozaosiowa (p = 0,005), zastosowanie chemioterapii wg protokotu VIDE w
porownaniu z innymi schematami tj. EI/AC, VADRIAC/EIAO, EVAIA, EI (p < 0,001) oraz
przeprowadzenie resekcji chirurgicznej ogniska pierwotnego (p < 0,001). Czynniki
prognostyczne majgce wplyw na korzystne rokowanie dominowaty w grupie <10, a w grupie
pacjentow > 10 r.z czedciej wystgpowaly czynniki pogarszajace rokowanie.
W analizie wieloczynnikowej niekorzystne czynniki rokownicze zwigzane z OS to ple¢ meska

(HR = 1,53, CI 1.17-1.99), lokalizacja osiowa (HR = 1,46, CI 1.12-1.90), wystepowanie



przerzutow odlegtych w momencie rozpoznania (HR = 2,64, CI 2.05-3.41) oraz wiek

chorego > 10 lat (HR = 2,29, CI 1.41-3.72).

Whnioski: Wyniki leczenia migsaka Ewinga sa najlepsze u dzieci ponizej 10 r.z. Duzym
wyzwaniem jest leczenie mtodziezy i mtodych dorostych, takze w kontekscie wystepowania u
nich czesciej niz u pacjentow milodszych czynnikéw zwigzanych z niekorzystnym
rokowaniem. Aby poprawi¢ wyniki leczenia chorzy na migsaka Ewinga powinni by¢

diagnozowani i leczeni w osrodkach referencyjnych.

Artykul 3. Mutational landscape of primary and recurrent Ewing sarcoma.

Migsak Ewinga charakteryzuje si¢ obecnoscig fuzji genetycznej obejmujacej gen EWSRI. U
ponad jednej trzeciej chorych dochodzi do rozwoju przerzutow odlegtych, co wigze si¢ z
niekorzystnym rokowaniem. Wiedza na temat uwarunkowan genetycznych choroby moze
przyczyni¢ si¢ do postepu w stosowaniu terapii celowanych w leczeniu migsaka Ewinga.
Celem pracy bylta ocena profilu mutacyjnego w materiale histopatologicznym pochodzacym z
biopsji, z ogniska pierwotnego po zastosowaniu chemioterapii neoadjuwantowej oraz w
materiale pochodzacym z przerzutow lub ze wznowy choroby dzieci i1 dorostych leczonych w
o$rodkach referencyjnych w Warszawie. Do badania zakwalifikowalam 22 pacjentow (17
dorostych, 5 dzieci) z rozpoznaniem migsaka Ewinga. Pozyskatam 39 probek tkankowych
ktérych material genetyczny oceniany byt za pomoca sekwencjonowania nowej generacji
(ang. Next Genomic Sequencienig, NGS) z wykorzystaniem panelu Oncomine
Comprehensive Assay v3gene. Analize statystyczng wykonano za pomocg testu Fishera. W
celu porownania profilu mutacyjnego pomiedzy tkanka pochodzaca z biopsji 1 ogniska
pierwotnego po chemioterapii indukcyjnej policzono stosunek liczby mutacji w tkance z guza
pierwotnego do liczny mutacji w tkance z biopsji (porownywano pary bloczkéw). Obliczone
proporcje wykorzystano do analizy funkcjonalnej, wykonanej przy uzyciu oprogramowania
GSEA na zbiorach Hallmark 1 Reactome. Uwzgledniono tylko zestawy gendow >5. Za istotne
statystycznie uznano wyniki, ktorych wspotczynnik FDR (false discovery rate) wynosit <25%
oraz z wartos$cia p value <0.05. Obcigzenie mutacyjne (ang. Tumor Mutational Burden, TMB)
obliczono przy uzyciu biblioteki GenVisR (wersja 1.6.3).

Wyniki: Wszystkie probki tkankowe charakteryzowaty si¢ niskim obcigzeniem mutacyjnym
guza, ktore nie przekraczalo <10 mut/Mb. NajczeSciej zmutowanymi genami bylty PIK3R]
(59%) 1 POLE (50%). NajczeSciej] wykrywanymi wariantami w probkach biopsyjnych byly
PIK3R1 T369I (50%), FGFRI E159K i1 TP53 w kodonie 72 (oba w 27,3%). Dodatkowo, geny
ATR, BRCAI, RAD50, ATM, CHEKI 1 NBN wykazywatly znaczaca nadreprezentacj¢ mutacji



w tej grupie. Mutacje w PIK3RI byly istotnie czgstsze u dorostych, natomiast mutacje w
szlakach odpowiedzialnych za kontrole cyklu komorkowego, naprawe DNA i regulacje
transkrypcji byly czestsze u dzieci.

Whnioski: Poza fuzja EWSRI, migsak Ewinga charakteryzuje si¢ licznymi mutacjami
punktowymi, ktére sg potencjalnym celem dla lekow ukierunkowanych molekularnie z
wykorzystaniem agnostycznego podejscia do kwalifikacji terapeutycznej . Jednocze$nie w
migsaku Ewinga potwierdzitam znacza heterogenno$¢ genomowa, ktdra moze tlumaczy¢

roznice w wynikach leczenia pacjentow.

Podsumowanie i wnioski

Na rokowanie pacjentdow z rozpoznaniem mig¢saka Ewinga maja wpltyw rézne czynniki
prognostyczne, jednym z nich jest wiek chorego. W populacji pediatrycznej obserwuje si¢
znacznie cz¢s$ciej mniejsza kumulacje niekorzystnych czynnikoéw majacych wplyw na
rokowanie niz w grupie pacjentow powyzej 18 roku zycia. Poprawa wynikow leczenia
pacjentow mozliwa jest dzieki zidentyfikowaniu nowych celéw terapeutycznych a takze

modelu prognostycznego umozliwiajacego indywidualizacje leczenia chorych.

Wyniki publikacji wchodzacych w sktad niniejszej pracy doktorskiej pozwalaja na
wyciagnigcie nastepujacych zbiorczych wnioskow:

Ad. 1 Analiza wieloczynnikowa danych pochodzacych od pacjentow >18 roku zycia
wykazata, ze do istotnych, niezaleznych czynnikdéw prognostycznych, majacych wptyw na OS
naleza: obecno$¢ oraz ilo§¢ zmian przerzutowych w momencie rozpoznania choroby oraz
osiowa lokalizacja zmiany pierwotnej, ponadto opdznienie rozpoczecia leczenia o >3

miesigce od rozpoznania choroby znaczaco pogarsza rokowanie pacjentow.

Ad. 2. Wystepowanie poszczegélnych czynnikow rokowniczych znaczaco rdézni si¢ w
podgrupach wiekowych pacjentow. Analiza wieloczynnikowa danych pochodzacych od
dorostych 1 pediatrycznych chorych wykazata, ze do niezaleznych czynnikow o ztym
rokowaniu nalezy ple¢ meska, osiowa lokalizacja ogniska pierwotnego, wystepowanie
przerzutOw w momencie rozpoznania oraz zastosowanie schematu chemioterapii innego niz
VIDE. Powyzsze czynniki rokownicze dominowaly w grupie pacjentow >10 roku zZycia i

maja bezposredni wptyw na gorszy OS.

Ad. 3. Profil mutacyjny migsaka Ewinga jest heterogenny, a wiedza na ten temat jest znacznie
ograniczona. Niniejsza analiza pokazata, Zze pomimo niskiego obcigzenia mutacyjnego

migsaka Ewinga, wykrywane sg liczne prawdopodobnie patogenne warianty w genach



supresorowych 1 regulatorowych. Niektore z tych mutacji moga pelni¢ role markera
prognostycznego lub predykcyjnego. Kierunek medycyny precyzyjnej w konteks$cie migsaka

Ewinga wymaga dalszych badan.

Zgodnie z obowigzujagcymi rekomendacjami leczenie chorych na mig¢saka Ewinga powinno
mie¢ miejsce w osrodkach referencyjnych, w ktorych jest dostep do odpowiedniej diagnostyki
jak rowniez wiedzy eksperckiej i badan klinicznych z innowacyjnymi terapiami. Wazna jest
takze wspotpraca miedzy osrodkami pediatrycznymi i zajmujacymi si¢ chorymi dorostymi z
uwagi na konieczno$¢ zapewnienie kontynuacji opieki a takze wymiany doswiadczen oraz
prowadzenia wspdlnie prac badawczych w tym rzadko wystepujacym, ale bardzo

agresywnych nowotworze.



