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STRESZCZENIE

Opracowanie systemu immunologiczno-molekularnego profilowania
chrzestniakomiesakow

Chrzestniakomigsak (ChS, ang. chondrosarcoma) jest drugim co do czestosci
wystepowania pierwotnym zlosliwym nowotworem kosci, nalezacym do migsakow kosci.
ChS obejmuje heterogenng grupe o wielu podtypach histologicznych ze zréznicowana
patomorfologia i rokowaniem. Leczenie pacjentdéw z rozpoznaniem ChS ogranicza si¢
glownie do resekcji chirurgicznej, a inne opcje terapeutyczne sa niedostgpne z uwagi na
opornos¢ tych nowotworow na chemioterapi¢ i radioterapi¢. ChS sg uwazane za guzy
0 stabej odpowiedzi na immunoterapig, jednak zarowno ich mikrosrodowisko, jak i podtoze
molekularne oraz patogeneza sa nadal stabo poznane. Celem pracy bylo opracowanie
sposobu klasyfikacji ChS w oparciu 0 ocen¢ czynnikow immunologicznych, zmian
genetycznych oraz wynikow terapii pacjentow.

Do badania wlaczono 99 pacjentéw ze zdiagnozowanym pierwotnym ChS o réznych
podtypach histologicznych (28 G1, 37 G2, 24 G3 i 10 odr6znicowanych ChS). Materiat do
badan pochodzit z bloczkéw parafinowych. Do analiz immunologicznych wykorzystano
barwienia immunohistochemiczne dla 20 markeréw, obejmujacych m.in. efektorowe
limfocyty T, limfocyty B, komorki prezentujace antygen, makrofagi M1/M2, ,,wyczerpane”
limfocyty T, czy ekspresje PD-L1 na komoérkach nowotworowych. Oceny naciekow
komoérek odpornosciowych dokonano w centralnym i obwodowym regionie guza
z wykorzystaniem mikromacierzy tkankowych. Dodatkowo na podgrupie 53 pacjentow
oceniono ekspresje gendw zwigzanych z mikrosrodowiskiem guza przy pomocy reakcji
qPCR z wykorzystaniem komercyjnego panelu 84 genéw (Human Cancer Inflammation
& Immunity Crosstalk RT? Profiler PCR Array). W celu analizy profilu molekularnego
i obcigzenia mutacyjnego guza (TMB, ang. tumor mutational burden) przeprowadzono
sekwencjonowanie nastgpnej generacji z wykorzystaniem celowanego panelu 409 genow
(Oncomine™ Tumor Mutation Load Assay). Dodatkowo oceniono niestabilno$é
mikrosatelitarng (MSI, ang. microsatellite instability) z uzyciem Idylla™ MSI Test. Wptyw
czynnikow immunologiczno-molekularnych na przezycia calkowite pacjentow oceniono
przy wykorzystaniu wieloparametrycznego modelu Coxa penalizowanego LASSO.

Analiza immunologiczna wykazata, ze zarbwno w centralnym, jak i obwodowym

regionie guza wystepuje najwickszy udziat komérek HLA-DR+, monocytow/makrofagow



CD14+, makrofagow M1 CD68+ i makrofagow M2 CD163+, a takze komodrek Gal-9+.
Na podstawie markerow immunologicznych wytypowano trzy rézne klastry odpowiadajace
immunofenotypom: ,,zimnemu”, ,,gorgcemu” i ,,po$redniemu”. Immunofenotypy roéznity sie
znaczaco miedzy podtypami ChS (p<0,001). Udzial immunofenotypu ,,zimnego” malat wraz
ze wzrostem stopnia ztosliwosci histologicznej, w przeciwienstwie do immunofenotypu
»goracego”. Z kolei analiza qPCR wykazata, ze w przypadku wszystkich podtypéw ChS
nastgpowal spadek ekspresji gendéw zaangazowanych w rozne procesy immunologiczne np.
regulacj¢ odpowiedzi nabytej czy produkcje molekularnych mediatorow odpowiedzi
immunologicznej. Analiza molekularna wykazata, ze mediana TMB dla badanej grupy
pacjentow wyniosta 2,35 mut/Mb i w zZadnej z badanych probek nie wykryto MSIL
Najczesciej wystepujace mutacje (> 10% pacjentow) dotyczyty genow IDH1/2, TP53, TAF1
I RNF213. Obecnos¢ mutacji w genach IDH1/2 lub TP53 byta zwigzana z ChS o wyzszym
stopniu ztosliwosci histologicznej (FDR<0,05). Dodatkowo podtypy 0 wyzszym Stopniu
zto§liwosci histologicznej (G2/G3 1 odréznicowany) cechowata obecnos¢ bardziej
ztozonych zmian molekularnych. Ponadto wykazano, ze szlaki zwigzane z receptorami kinaz
tyrozynowych, biatkiem p53, czy remodelowaniem chromatyny byly najczeSciej
deregulowane w badanej grupie pacjentow. W przypadku pacjentow 0 ,,goragcym”
immunofenotypie obserwowano generalnie wiecej aberracji chromosomowych, rowniez
W wyzej wymienionych szlakach molekularnych. W wieloczynnikowej analizie obecnos¢
immunofenotypu ,,goracego” z wicksza liczba naciekow immunologicznych w centralnym
regionie guza (HR: 3,3; CI: 1,13-9,8; p<0,05) oraz obecnos¢ mutacji w genie IDH1 (HR:
3,8; Cl: 1,75-8,1; p<0,001) byly niezaleznymi, negatywnymi czynnikami prognostycznymi,
podobnie jak podtyp histologiczny, czy wielkos$¢ guza.

W pracy wykazano, ze w rozwoju ChS istotng rolg odgrywaja zardbwno czynniki
genetyczne, jak i immunologiczne. Deregulacje szlakow zwigzanych z epigenetycznymi
modyfikacjami histonow, regulacja cyklu komorkowego i szlakami kinaz moga odgrywacé
znaczacg role w rozwoju i progresji ChS, podobnie jak mutacje IDH1. Mikrosrodowisko
ChS zdaje si¢ wykazywac¢ cechy immunosupresji, w ktorej najwieksza rolg moga odrywac
makrofagi naciekajace guz oraz markery zwigzane z ,,wyczerpaniem” limfocytow
np. ekspresja Gal-9. Przedstawione wyniki sugeruja, ze zastosowanie Skojarzenia
immunoterapii z inhibitorami IDHI moze przynies¢ potencjalne korzysci kliniczne dla

wybranych pacjentow.

Stowa kluczowe: chrzestniakomigsak, immunoonkologia, profilowanie molekularne.



SUMMARY

Development of an immunological-molecular system of chondrosarcoma profiling

Chondrosarcoma (ChS) is the second most common primary malignant bone tumor,
which belongs to bone sarcomas. ChS is a heterogeneous group of numerous histological
subtypes with different pathomorphology and prognosis. Treatment of these tumors
is limited to surgical resection with no other therapeutic options due to the resistance of these
tumors to chemotherapy and radiotherapy. ChS is considered to have a poor response
to immunotherapy; however, both the ChS microenvironment and molecular background,
as well as pathogenesis, remain poorly understood. The aim of this study was to develop
a classification method for ChS based on the assessment of immunological factors, genetic
changes, and the clinical outcomes of patients.

The study included 99 patients diagnosed with primary ChS of different histological
subtypes (28 G1, 37 G2, 24 G3, and 10 dedifferentiated ChS). Formalin-fixed paraffin-
embedded tissue blocks were used for further analysis. Immunological analysis was
performed using immunohistochemical staining of 20 markers, including e.g., effector T
lymphocytes, B lymphocytes, antigen-presenting cells, M1/M2 macrophages, exhausted T
lymphocytes, and PD-L1 expression in tumor cells. Immune cell infiltrations were evaluated
in both the central and peripheral regions of the tumor using tissue microarrays. Additionally,
in a subset of 53 patients, gene expression analysis related to the tumor microenvironment
was assessed using gPCR with a commercial panel of 84 genes (Human Cancer
Inflammation & Immunity Crosstalk RT? Profiler PCR Array). The molecular profile and
tumor mutational burden (TMB) were analyzed by targeted next-generation sequencing of
the 409 gene panel (Oncomine™ Tumor Mutation Load Assay). Microsatellite instability
(MSI) was analyzed using the Idylla™ MSI Test. The impact of immunological and
molecular factors on overall patient survival was evaluated using a multivariate LASSO
penalized Cox model.

Immunological analysis revealed that both the central and peripheral regions of the
tumor had the highest presence of HLA-DR+ cells, CD14+ monocytes/macrophages,
CD68+ M1 macrophages, CD163+ M2 macrophages, and Gal-9+ cells. Based on
immunological markers, three distinct groups were identified corresponding to
immunophenotypes: “cold”, “hot”, and “intermediate”. The immunophenotypes were

significantly different between ChS subtypes (p<0.001). The proportion of the “cold”



immunophenotype decreased along with histological grade, in contrast to the “hot” one.
The qPCR analysis showed decreased expression of genes related to various immunological
processes, such as regulation of the acquired immune response or production of molecular
mediators of the immune response, in all ChS subtypes. Molecular analysis showed that the
median TMB was 2.35 mutations/Mb and none of the patients had MSI. The most common
mutations (> 10% of patients) were in the IDH1/2, TP53, TAF1, and RNF213 genes.
The presence of IDH1/2 or TP53 mutations was associated with high-grade ChS
(FDR<0.05). Additionally, high-grade ChS (G2/G3 and dedifferentiated) were characterized
by the presence of more complex molecular alterations. In addition, receptor tyrosine kinase-
signaling, p53 protein, and chromatin remodeling pathways were the most frequently
deregulated in the study population. Genetic abnormalities related to these pathways were
prevalent in the group of patients with a “hot” immunophenotype. In multivariate analysis,
the presence of a “hot” immunophenotype with a higher number of immune infiltrates in the
central region of the tumor (HR: 3.3; Cl: 1.13-9.8; p<0.05) and the presence of IDH1
mutations (HR: 3.8; CI: 1.75-8.1; p<0.001) were independent negative prognostic factors,
as well as histological subtype and tumor size.

Both genetic and immunological factors have been shown to play a significant role
in the development of ChS. Deregulations in pathways related to epigenetic modifications,
cell cycle regulation, and kinase pathways, as well as IDH1 mutations, may play an
important role in the development and progression of ChS. The ChS microenvironment
seems to exhibit an immunosuppressive phenotype, in which the tumor-associated
macrophages and markers related to exhausted lymphocytes, such as Gal-9 expression, may
play an important role. These results suggest that the use of immunotherapy combined with

IDHL1 inhibitors may have potential as a future therapy for selected patients.

Keywords: chondrosarcoma, immuno-oncology, molecular profiling.
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Wykaz stosowanych skrotow

ABL1

ACKR3
ACVR2A
ADGRAZ2

AF
AKT
AKT2
ALK

AP

APC
ARID1A

ARID?2

ATM
ATR

ATRX

B7-H3
BAM

BCL11B
Bcl-2
BCR
BER
BQSR

gen kodujacy biatko Abl (ang. v-abl Abelson murine leukemia viral oncogene
homolog 1)

gen kodujacy ACKR3, inaczej CXCR7 (ang. atypical chemokine receptor 3)
gen receptora aktywiny A typu 2 (ang. activin A receptor, type I1)

gen kodujacy jeden z receptorow sprz¢zonych z biatkiem G (ang. adhesion G
protein-coupled receptor A2)

frekwencja (alternatywnego) allelu (ang. allele frequency)

kinaza biatkowa B (ang. protein kinase B)

gen kodujacy kinaze AKT (ang. AKT serine/threonine kinase 2)

gen kodujacy kinaze chloniaka anaplastycznego (ang. anaplastic lymphoma
receptor tyrosine kinase)

miejsce w DNA pozbawione zasady azotowej (ang. apurinic/apyrimidinic
sites)

komorki prezentujace antygen (ang. antigen-presenting cells)

gen kodujacy biatko ARIDIA, inaczej BAF250a lub p270 (ang. AT-rich
interaction domain 1A)

gen kodujacy biatko ARID2, inaczej BAF200 (ang. AT-rich interaction
domain 2)

gen kodujacy kinazg¢ ATM (ang. Ataxia telangiectasia mutated)

gen kodujacy kinaze ATR (ang. Ataxia telangiectasia and Rad3-related
protein)

gen kodujacy regulator transkrypcji ATRX (ang. alpha thalassemia/mental
retardation syndrome X-linked)

inne okreslenie markera CD276 (ang. B7 homolog 3)

format pliku z binarnym zapisem przyréwnania do sekwencji referencyjnej w
wyniku mapowania (ang. Binary Alignment Map)

gen kodujacy biatko BCL11B (ang. B-cell lymphoma/leukemia 11B)

biatko z rodziny Bcl-2 (ang. B-cell lymphoma 2)

gen kodujacy biatko BCR (ang. BCR activator of RhoGEF and GTPase)
szlak naprawy przez wycigcie zasad (ang. base excision repair)

re-kalibracja jakosci zasad azotowych (ang. Base Quality Score

Recalibration)
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BRAF

BRD3

BWA

CARD11

CBL

CD

CDH1
CDKA4/6
CDKN2A/B

CDX1
CHEK?2
ChS

Cl

CIC

CNV
COL2A1
CREBBP
CSF1
CSF1R

CSMD3
CSv

CT

gen kodujacy biatko BRAF (ang. v-raf murine sarcoma viral oncogene
homolog B)

gen kodujacy bialko zawierajgce bromodomene (ang. bromodomain-
containing protein 3)

narz¢dzie do mapowania sekwencji o niskim stopniu rozbieznosci z duzym
genomem referencyjnym np. ludzkim (ang. Burrows-Wheeler Alignment
Tool)

gen kodujacy biatko Carma 1 (ang. caspase recruitment domain family
member 11)

gen kodujacy biatko c-Cbl (ang. Casitas B-lineage lymphoma proto-
oncogene)

antygen réznicowania komorkowego (ang. cluster of differentiation)

gen kodujacy E-kadheryne (ang. E-cadherin)

gen kinazy 4/6 zaleznej od cyklin (ang. cyclin-dependent kinase 4/6)

gen inhibitora kinazy cyklinozaleznej 2A/B (ang. cyclin-dependent kinase
inhibitor 2A/B)

gen kodujacy biatko CDX-1 (ang. caudal type homeobox 1)

gen kodujacy kinaz¢ CHK2 (ang. checkpoint kinase 2)

chrzgstniakomiegsak (ang. chondrosarcoma)

przedziat ufnosci (ang. confidence interval)

gen represora transkrypcyjnego, odrywajacego role w rozwoju osrodkowego
uktadu nerwowego (ang. Capicua transcriptional repressor)

zmienno$¢ liczby kopii (ang. copy number variation)

gen kolagenu typu Il (ang. collagen type 11 alpha 1)

gen kodujacy biatko wigzace biatko CREB (ang. CREB binding protein)
czynnik wzrostu kolonii makrofagdéw (ang. colony stimulating factor 1)
receptor czynnika wzrostu kolonii makrofagdw (ang. colony stimulating
factor 1 receptor)

gen kodujacy biatko (ang. CUB and Sushi domain-containing protein 3)
format pliku z warto$ciami rozdzielonymi przecinkami (ang. comma-
separated values)

wartosci cyklu progowego (ang. cycle threshold)
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CTLA-4

CXCL12
CXCRY
DAB
dbSNP

DC
DC-SIGN

DDCS
DDR
DFS
DNMT3A

dNTP
DP
DR
DSS
ECM
EGF
EGFR
EP300

EP400

EPHA7

EPHB1

ERBB2/4

ERCC2/4

ERK

antygen cytotoksycznych limfocytow typu 4 (ang. cytotoxic T-lymphocyte
associated protein 4)

chemokina CXCL12 (ang. C-X-C motif chemokine ligand 12)

receptor chemokinowy CXCR7 (ang. C-X-C chemokine receptor type 7)
3,3’-diaminobenzydyna (ang. 3,3'-diaminobenzidine)

baza zbierajaca informacje o polimorfizmach pojedynczego nukleotydu
w populacji (ang. single nucleotide polymorphism database)

komorki dendrytyczne (ang. dendritic cells)

gen kodujacy biatko CD209 (ang. dendritic cell-specific intercellular
adhesion molecule-3-grabbing non-integrin)

odréznicowany chrzgstniakomiesak (ang. dedifferentiated chondrosarcoma)
szlak odpowiedzi na uszkodzenia DNA (ang. DNA damage response)

czas przezycia wolnego od choroby (ang. disease-free survival)

gen kodujacy  metylotransferaze¢ DNA  DNMT3a (ang. DNA
methyltransferase 3 alpha)

deoksynukleotyd (ang. deoxynucleotide triphosphate)

parametr minimalnego pokrycia w pojedynczym locus genowym (ang. depth)
,receptory ,,smierci” (ang. death receptors)

przezycie swoiste dla choroby (ang. disease specific survival)

macierz zewnatrzkomorkowa (ang. extracellular matrix)

czynnik wzrostu naskorka (ang. epidermal growth factor)

gen kodujacy receptor EGF (ang. epidermal growth factor receptor)

gen kodujacy acetylotransferaze KAT3B/p300 (ang. E1A binding protein
P300)

gen kodujacy biatko p400 (ang. E1A-binding protein P400)

gen kodujacy receptor efryny typu A7 (ang. EPH receptor A7)

gen kodujacy receptor efryny B1 (ang. ephrin type-B receptor 1)

geny kodujace kinazy erbB2/4 (ang. v-erb-b2 avian erythroblastic leukemia
viral oncogene homolog 2/4)

geny kodujace biatka ERCC2/4 (ang. excision repair cross-complementing
rodent repair deficiency, complementation group 2/4)

kinaza regulowana sygnatami zewnatrzkomorkowymi (ang. extracellular

signal-regulated kinase)
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EXT1/2
FBXW/7

FC

FDR
FFPE
FGFR1
FGFR3
FGFR4
FGL-1
FHIT

FLT3
Foxp3

Funcotator
FZR1

G
GAL-3/9
GATA3
GATK
GCP

GLI1

G-MDSC

gnomAD

GO
GOBP

GRMS8

gen kodujacy egzostozyne-1/2 (ang. exostosin 1/2)

gen kodujacy biatko FBXW7 (ang. F-box and WD repeat domain
containing 7)

parametr opisujacy zmiang ekspresji genow miedzy kolejnymi pomiarami
(ang. fold change)

wskaznik fatszywych odkry¢ (ang. false discovery rate)

bloczek parafinowy (ang. formalin-fixed paraffin-embedded)

gen kodujacy receptor FGF1 (ang. fibroblast growth factor receptor 1)

gen kodujacy receptor FGF3 (ang. fibroblast growth factor receptor 3)

gen kodujacy receptor FGF4 (ang. fibroblast growth factor receptor 4)
biatko podobne do fibrynogenu 1 (ang. fibrinogen-like protein 1)

gen kodujacy biatko FHIT z rodziny triady histydynowej (ang. fragile
histidine triad diadenosine triphosphatase)

gen kodujacy receptor FLT3 (CD135) (ang. Fms-like tyrosine kinase 3)
czynnik transkrypcyjny odgrywajacy istotng rol¢ w regulacji odpowiedzi
odpornosciowej (ang. Forkhead box P3)

program z pakietu GATK (ang. FUNCtional annOTATOR)

gen kodujacy biatko CDHI1 (ang. fizzy and cell division cycle 20 related 1)
stopien ztosliwosci histologicznej (ang. grading)

galektyna 3/9 (ang. galectin-3/9)

gen kodujacy czynnik transkrypcyjny GATAS (ang. GATA binding protein 3)
zbior pakietow do analiz genomowych (ang. Genome Analysis Toolkit)
Dobra Praktyka Kliniczna (ang. good clinical practice)

czynnik transkrypcyjny zaangazowany w szlak sygnalowy ,jeza” (ang.
glioma-associated oncogene)

granulocytarne mieloidale komorki supresorowe (ang. granulocytic myeloid-
derived suppressor cells)

baza zbierajaca dane o genomach w populacji (ang. Genome Aggregation
Database)

baza danych zbierajaca informacje o ontologii genéw (ang. Gene Ontology)
baza GO dotyczaca procesow biologicznych (ang. Gene Ontology biological
process)

gen kodujacy receptor GRM8 (ang. glutamate metabotropic receptor 8)
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HAT
HDAC
HEY1

2-HG
Hh
HIFla
HIF1A
HKGs
HLA
HLA-B

HMO

HNFL1A
HPF
HR
HRD

ICK
ICPs
IDH
IDO
IGF1

IGF-1R

IGF1R
IHC
IHH
IL
INDEL
IR

acetylotransferaza histonowa (ang. histone acetyltransferases)

deacetylaza histonowa (ang. histone deacetylase inhibitors)

gen kodujacy biatko HEY1 (ang. hairy/enhancer-of-split related with YRPW
motif protein 1)

2-hydroksyglutaran (ang. 2-hydroxyglutarate)

szlak sygnatowy ,,jeza” (ang. Hedgehog)

czynnik indukowany hipoksja 1 (ang. hypoxia-inducible factor 1)

gen kodujacy HIF1a (ang. hypoxia inducible factor 1 subunit alpha)

geny metabolizmu podstawowego (ang. housekeeping genes)

ludzki antygen leukocytarny, inaczej MHC (ang. human leukocyte antigen)
gen kodujacy HLA-B (ang. HLA Class | Histocompatibility Antigen, B Alpha
Chain)

zespO6t mnogich wyrosli chrzestno-kostnych (ang. hereditary multiple
osteochondromas)

gen kodujacy biatko HNF-1a (ang. hepatocyte nuclear factor-1 alpha)

duze pole widzenia (ang. high power field)

wspotczynnik ryzyka (ang. hazard ratio)

uposledzenie systemu rekombinacji homologicznej (ang. homologous
recombination deficiency)

gen kodujacy biatko ICK (ang. intestinal cell kinase)

immunologiczne punkty kontrolne (ang. immune checkpoints)
dehydrogenaza izocytrynianowa (ang. isocitrate dehydrogenase)
2,3-dioksygenaza indoloaminy (ang. indoleamine dioxigenase)

gen kodujacy insulinopodobny czynnik wzrostu (ang. insulin like growth
factor 1)

receptor insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (ang. insulin-like growth
factor 1 receptor)

gen kodujacy IGF-1R (ang. insulin-like growth factor 1 receptor)
immunohistochemia (ang. immunohistochemistry)

biatko zaangazowane w szlak ,,jeza” (ang. indian hedgehog protein)
interleukina (ang. interleukin)

insercje lub delecje nukleotydow (ang. indel - insertion or deletion)

oprogramowanie komercyjne do panelu genetycznego - lon Reporter™
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IRF2BP2

IRS2

JAK1/2

KDM4A/B

KDM5C

KDM6A

KIT

KMT2A

KMT2C

KMT2D

LAG-3

LAMP3

LASSO

LRP1B

MAF

MAML2

MAP2K1

MAP2K2

MAPK
Mb

gen kodujacy czynnik transkrypcyjny IRF2 (ang. interferon regulatory
factor 2)

gen kodujacy biatko IRS-2 (ang. insulin receptor substrate 2)

geny kodujace kinazy Janusowe (ang. Janus activated kinases 1)
demetylazy histonowe KDM4A/B (ang. lysine (K)-specific demethylase
4A/B)

gen kodujacy demetylaze histonowa KDM5C (ang. lysine demethylase 5C)
gen kodujacy demetylaze histonowa KDMG6A (ang. lysine demethylase 6A)
gen kodujacy kinaze c-Kit (ang. v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma
viral oncogene homolog)

gen kodujacy N-metylotransferaz¢ histonowag KMT2A (ang. histone-lysine
N-methyltransferase 2A)

gen kodujacy N-metylotransferaz¢ histonowg KMT2C (ang. histone-lysine
N-methyltransferase 2C)

gen kodujacy N-metylotransferaze histonowa KMT2D (ang. histone-lysine
N-methyltransferase 2D)

receptor limfocytow T (ang. lymphocyte activation gene-3)

glikoproteina btonowa (ang. lysosome-associated membrane glycoprotein)
technika regresji liniowej stosowana do oszacowania wspotczynnikow
modelu, ktora wprowadza regularyzacje L1 (ang. Least Absolute Shrinkage
and Selection Operator)

gen kodujacy cholesterol frakcji lipoprotein o malej gestosci (ang. LDL
receptor related protein 1B)

format pliku zawierajacy skategoryzowane informacje o mutacjach (ang.
Mutation Annotation Format)

gen kodujacy biatko MAML2 (ang. mastermind like transcriptional
coactivator 2)

gen kodujacy kinaze¢ MAP2K1 (ang. mitogen-activated protein kinase
kinase 1)

gen kodujacy kinaz¢ MAP2K2 (ang. mitogen-activated protein Kinase
kinase 2)

kinaza aktywowana mitogenami (ang. mitogen-activated protein kinase)

megabaza, milion par zasad (ang. mega base pair)
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MCS
MDM?2
MDM2

MDM4

MDR1
MDSC
MEK
MEN1
MET
MFS
MHC
MIF

MMPs

MMR

MN1
MNP

MSH6

MSI

MSS

mTOR

MYC

MYH9

NADP+

NADPH

mezenchymalny chrzegstniakomigsak (ang. mesenchymal chondrosarcoma)
ligaza biatkowa ubikwityny E3 (ang. mouse double minute 2 homolog)

gen kodujacy biatko MDM2 (ang. Mdm2, Transformed 3T3 Cell Double
Minute 2, P53 Binding)

gen kodujacy biatko MDM4 (ang. Mdm4, Transformed 3T3 Cell Double
Minute 4, P53 Binding)

gen opornosci wielolekowej (ang. multidrug resistance 1)

mieloidalne komorki supresorowe (ang. myeloid-derived suppressor cells)
kinaza fosforylujgca MAPK (ang. mitogen-activated protein kinase kinase)
gen kodujacy biatko mening (ang. multiple endocrine neoplasia I)

gen kodujacy receptor HGF (ang. MET proto-oncogene)

czas wolny od przerzutéw (ang. metastasis-free survival)

gtéwny uktad zgodnosci tkankowej (ang. major histocompability complex)
gen kodujacy czynnik zahamowania migracji makrofagow (ang. macrophage
migration inhibitory factor)

metaloproteinazy ~ macierzy =~ zewnatrzkomoérkowej  (ang. matrix
metalloproteinases)

system naprawy blednie sparowanych zasad azotowych (ang. mismatch
repair)

gen kodujacy aktywator transkrypcji MN1 (ang. meningioma 1)
polimorfizm wigcej niz jednego nukleotydu (ang. multiple nucleotide
polymorphism)

gen kodujacy biatko MSH6 (ang. MutS homolog 6)

niestabilno$¢ mikrosatelitarna (ang. microsatellite instability)

stabilno$¢ mikrosatelitarna (ang. microsatellite stable)

ssaczy cel rapamycyny (ang. mammalian target of rapamycin)

gen kodujacy ¢c-MYC (ang. v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene
homolog 2)

gen kodujacy izoforme cigezkiego tancucha miozyny IXA/MYO9A (ang.
myosin heavy chain 9)

fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (ang. nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate)

zredukowany NADP+
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NCCN

NCOA2

NF1

NFAT1

NF-xB

NIO-PIB

NK
NOTCH2/4

NRAS

NSD1

NTRK

NTRK1/2

ORR

OS

P4HA1

PCA

PD-1

PDE4DIP

PDGF
PD-L1/2

PFS

organizacja skupiajagca wiodace osrodki leczace nowotwory w Stanach
Zjednoczonych (ang. National Comprehensive Cancer Network)

gen kodujacy biatko NCoA-2 (ang. nuclear receptor coactivator 2)

gen kodujacy biatko neurofibromine 1 (ang. neurofibromin 1)

jadrowy czynnik 1 aktywowanych limfocytow T (ang. nuclear factor of
activated T cells)

jadrowy czynnik transkrypcyjny NF kappa B (ang. nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells)

Narodowy Instytut Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie Panstwowy
Instytut Badawczy

komorki NK (ang. natural killer)

geny kodujace biatka Notch 2/4 (ang. neurogenic locus notch homolog
protein 2/4)

gen kodujacy biatko NRAS (ang. neuroblastoma RAS viral oncogene
homolog)

gen kodujacy metylotransferaze histonowg KMT3B (ang. nuclear receptor
binding SET domain protein 1)

neurotroficzny receptor kinazy tyrozynowej (ang. neurotrophic

tyrosine receptor kinase)

geny kodujace NTRK (ang. neurotrophic receptor tyrosine kinase 1/2)
obiektywna odpowiedz na leczenie (ang. objective response rate)

przezycie catkowite pacjentow (ang. overall survival)

gen kodujacy podjednostke alfa-1 4-hydroksylazy prolinowej (ang. prolyl 4-
hydroxylase subunit alpha-1)

analiza gtownych sktadowych (ang. principal components analysis)
receptor programowanej $mierci 1 (ang. programmed death receptor 1)

gen kodujacy biatko PDE4DIP (ang. phosphodiesterase 4D interacting
protein (myomegalin))

ptytkopochodny czynnik wzrostu (ang. platelet derived growth factors)
ligand receptora programowanej $mierci 1/2 (ang. programmed death
ligand 1/2)

przezycie wolne od progresji (ang. progression-free survival)
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PGDFRA/B

PGE2
PI3K
PIK3CG

PLCG1
PLOD1

POLE
PolyPhen-2
PoN

PR

pRb
PSIP1
PTCH1
PTEN
PTGS2
PTHrP
PTPN11

PTPRT

gPCR
RAF1

RB1
RET

geny kodujace biatka PDGFRa/p (ang. platelet-derived growth factor
receptor, alpha/beta)

prostaglandyna E2 (ang. prostaglandin E2)

kinaza 3-fosfatydyloinozytolu (ang. phosphoinositide 3-kinase)

gen kodujacy biatko PIK3CG (ang. phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-
kinase catalytic subunit gamma)

gen kodujacy fosfolipazg Cyl (ang. phospholipase C gamma 1)

gen kodujacy hydroksylaze lizylowa (ang. procollagen-lysine, 2-
oxoglutarate 5-dioxygenase 1)

gen kodujacy katalityczng podjednostke polimerazy DNA ¢ (ang. DNA
polymerase epsilon catalytic subunit)

jeden z predyktorow in silico przewidujacy funkcje bialek (ang.
polymorphism phenotyping v2)

baza wariantow germinalnych w populacji (ang. panel of normals)
czesciowa odpowiedz na leczenie (ang. partial response)

biatko siatkdwczaka (ang. retinoblastoma protein)

gen kodujacy biatko LEDGF/p75 (ang. PC4 and SRSF1 interacting protein 1)
gen kodujacy biatko PTCHI1 (ang. protein patched homolog 1)

gen kodujacy biatko PTEN (ang. phosphatase and tensin homolog)

gen kodujacy cyklookygenaze-2 (ang. prostaglandin-endoperoxide
synthase 2)

peptyd podobny do parathormonu (ang. parathyroid hormone-related
peptide)

gen kodujacy biatko PTPN11 (ang. protein tyrosine phosphatase non-
receptor type 11)

gen kodujacy receptor biatkowej fosfatazy tyrozynowej (ang. protein tyrosine
phosphatase receptor type T)

PCR w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR/quantitative PCR)

gen kodujacy kinaz¢ RAF (ang. v-raf-1 murine leukemia viral oncogene
homolog 1)

gen kodujacy biatko pRB (ang. retinoblastoma 1)

gen kodujacy kinaze RET (ang. proto-oncogene tyrosine-protein kinase
receptor RET)
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RFS
RNF213
ROS1

RTK
RUNX2

RUNX3

SETD2

SIFT

SIRPA

SMO

SNP

SNV

SPP1

SRC

STAT3

STK11
SWI/SNF

SYNE1

TAF1

TAF1L

TAMs

przezycie wolne od nawrotu choroby (ang. relapse-free survival)

gen kodujacy atypowa ligaze ubikwityny E3 (ang. ring finger protein 213)
gen kodujacy kinazg¢ ROS (ang. v-ros Avian UR2 sarcoma virus oncogene
homolog 1)

receptorowa kinaza tyrozynowa (ang. receptor tyrosine kinase)

gen kodujacy czynnik transkrypcyjny zwigzany z domeng runt 2 (ang. runt-
related transcription factor 2)

gen kodujacy czynnik transkrypcyjny zwigzany z domeng runt 3 (ang. runt-
related transcription factor 3)

gen kodujacy metylotransferaze histonowa SETD2 (ang. SET domain
containing 2)

jeden z predyktoréow in silico przewidujacy funkcje biatek (ang. Sorting
Intolerant From Tolerant)

glikoproteina blonowa SIRPa (ang. signal regulatory protein alpha)

gen kodujacy receptor SMO (ang. smoothened)

polimorfizm  pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide
polymorphism)

wariant pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide variant)

gen kodujacy osteopontyne (ang. secreted phosphoprotein 1)
niereceptorowa kinaza tyrozynowa z rodziny SRC (ang. v-src avian sarcoma
(schmidt-ruppin A-2) viral oncogene)

gen kodujacy biatko z rodziny STAT (ang. signal transducer and activator of
transcription 3)

gen kodujacy kinazg LKBI1 (ang. serine/threonine kinase 11)

kompleks remodelujacy chromatyng typu SWI/SNF (ang. SWIitch/Sucrose
Non-Fermentable)

gen kodujacy biatko Syne-1 (ang. spectrin repeat containing nuclear
envelope protein 1)

gen kodujacy czynnik transkrypcyjny TFIID (ang. TATA-Box binding protein
associated factor 1)

gen czynnik transkrypcyjny zblizony do TFIID (ang. TATA-Box binding
protein associated factor 1-like)

makrofagi naciekajgce guz (ang. tumor-associated macrophages)
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TCF12
TCGA
TE
TERT

TET
TGF-p
TGFB1
THBS1
TILs
TIM-3

TLOD
TLS
TMA
TMB
TNB
TNF
TP53
TRAIL

Tregs
TRRAP

TS
TSC1

UBR5

UDG
VCF

VEGF-A

gen kodujacy czynnik transkrypcyjny Tcf12 (ang. transcription factor 12)
baza danych TCGA (ang. The Cancer Genome Atlas)

bufor elucyjny TE (ang. Tris-EDTA)

genu odwrotnej transkryptazy telomerazy (TERT, ang. telomerase reverse
transcriptase)

rodzina enzyméw TET (ang. ten-eleven translocation)

transformujacy czynnik wzrostu beta (ang. transforming growth factor f)
gen kodujacy TGF- (ang. transforming growth factor beta 1)

gen kodujacy trombospondyne 1 (ang. thrombospondin 1)

limfocyty naciekajace guz (ang. tumor infiltrating lymphocytes)
immunoglobulino-podobny  receptor limfocytow T (ang. T cell
immunoglobulin and mucin domain-3)

parametr w analizie bioinformatycznej (ang. tumor log-odd)

3-rzgdowa struktura limfoidalna (ang. tertiary lymphoid structures)
mikromacierz tkankowa (ang. tissue microarray)

parametr obcigzenia mutacyjnego guza (ang. tumor mutational burden)
obcigzenie neoantygenem (ang. tumor neoantigen burden)

czynnik martwicy nowotworu (ang. tumor necrosis factor)

gen kodujacy biatko p53

ligand zwigzany z indukcja apoptozy, nalezacy do rodziny TNF (ang. tumor
necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand)

limfocyty T regulatorowe (ang. regulatory T cells)

gen kodujacy biatko z rodziny PIKK (ang. transformation/transcription
domain associated protein)

oprogramowanie do sekwenatora - Torrent Suite™

gen kodujacy hamartyne (ang. Tuberous Sclerosis 1)

gen kodujacy koniec N ligazy ubikwityny E3 (ang. ubiquitin protein ligase
E3 Component N-recognin 5)

glikozylaza uracyl-DNA (ang. uracil-DNA glycosylase)

format pliku zawierajacy zidentyfikowane warianty (ang. Variant Call
Format)

czynnik wzrostu $roédbtonka naczyniowego A (ang. vascular endothelial

growth factor A)
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VEGFA
VEP
WHO
WT1
YEATS?2

gen kodujacy VEGF-A (ang. vascular endothelial growth factor A)
oprogramowanie do adnotacji wariantow (ang. Variant Effect Predictor)
Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)

gen kodujacy czynnik transkrypcyjny WT1 (ang. Wilms tumor 1)

gen kodujacy biatko YEATS (ang. YEATS domain containing 2)
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1. Wprowadzenie

Nowotwory sa jedna z chorob cywilizacyjnych i sg przyczyng $mierci co pigtej osoby
w Polsce [1]. Pomimo ciaglego postepu badan naukowych ich leczenie wcigz stanowi
wyzwanie dla wspotczesnej medycyny. Szczegélnie trudng do leczenia grupg chorob
onkologicznych stanowig nowotwory rzadkie, ktore obejmujg ponad 200 r6znych podtypow
a charakteryzuja si¢ niskg czesto$cig wystepowania tj. ponizej 15 zachorowan na 100 000
przypadkow rocznie [2,3]. Do rzadkich nowotworow naleza m.in. migsaki, ktore
s heterogenna grupa nowotworéw, obejmujacych ponad 100 réznych podtypow o réznej
patomorfologii, genetyce, rokowaniu i leczeniu. Migsaki stanowig okoto 1% wszystkich
nowotworow wystepujacych U o0sob dorostych [4,5]. Niska czgstos¢ wystepowania
migsakow prowadzi do trudnosci w przeprowadzaniu szczegdtowych badan translacyjnych
i klinicznych na wigkszej grupie chorych. Na skutek braku dostatecznej wiedzy z zakresu
nauk podstawowych i klinicznych oraz niewystarczajacej liczby ekspertow czesto dochodzi
do btednych diagnoz i w konsekwencji takze trudnosci w leczeniu migsakow i innych

nowotworow rzadkich [6].

Konwencjonalna chemioterapia jest czesto nieefektywna w przypadku rzadkich
nowotworow, w tym migsakow, co wymaga indywidualnego podejscia do pacjenta. Takie
mozliwo$ci daje medycyna personalizowana, ktora w ostatnich latach zaczeta rozwijaé sig
intensywniej [7]. Wysokoprzepustowe sekwencjonowanie nastepnej generacji (NGS, ang.
next-generation sequencing) oraz wykorzystanie muli-omiki w badania biomedycznych
przyczynily si¢ do znacznego postgpu w opracowywaniu nowych terapii dla pacjentow
z nowotworami rzadkimi [2]. Z kolei badania translacyjne pozwolily na przetozenie
wynikow badan laboratoryjnych na zastosowanie kliniczne [7]. Przyktadem takiego
osiggniecia moze by¢ wykorzystanie fuzji obejmujacych geny kodujace neurotroficzny
receptor kinazy tyrozynowej (NTRK, ang. neurotrophic tyrosine receptor kinase)

w diagnostyce i leczeniu niektorych migsakow tkanek migkkich [8,9].

Leczenie ukierunkowane molekularnie, immunoterapia czy terapie skojarzone
stanowig obiecujaca perspektywe w leczeniu chorych na nowotwory rzadkie, w tym migsaki
[10]. Jednak ze wzgledu na heterogenno$¢ komorek nowotworowych w guzie oraz ztozony
mechanizm rozwoju poszczegdlnych podtypow migsakow, nadal konieczne jest doktadne
poznanie podtoza molekularnego i mikrosrodowiska guza w celu opracowania nowych

terapii personalizowanych.
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1.1. Charakterystyka chrzestniakomig¢saka

1.1.1. Opis choroby

Migsaki kos$ci naleza do rzadkiej grupy nowotworow (migsakow) wywodzacych sie
z tkanki tacznej, stanowigcych okoto 0,5% nowych przypadkoéw wszystkich nowotwordw
ztosliwych u dorostych [11]. Chrzestniakomigsak (ChS, ang. chondrosarcoma) jest
pierwotnym zlosliwym nowotworem kosci, nalezacym do grupy migsakow kosci,
charakteryzujacych si¢ wytwarzaniem macierzy chrzestnej 1 wywodzacym si¢
z chondrocytéow [12]. Nowotwor ten stanowi okoto 20-30% wszystkich ztosliwych
nowotworow kosci i jest drugim co do czestosci wystepowania, po kostniakomigsaku [13].

Odsetek zapadalnosci na ChS wynosi 0,1-0,3 na 100 000 osdb rocznie na catym
$wiecie [14] z nieznaczng przewaga mezczyzn [15]. W Polsce liczba zachorowan wynosi
okoto 40-60 nowych rozpoznan rocznie [16]. Mediana wieku pacjentoéw u ktorych
rozpoznawany jest ChS wynosi powyzej 50 lat, przy czym ponad 70% pacjentow
w momencie rozpoznania ma ponad 40 lat [13,17]. Czgsto$¢ wystepowania ChS ro$nie wraz
z wiekiem [18]. U dzieci i mtodych dorostych odsetek wystepowania pierwotnego ChS jest
znacznie mniejszy i wynosi 3% [18]. Najczestsza lokalizacja ChS sa kosci szkieletu
osiowego (miednica, topatka, mostek lub Zebra) oraz blizsza czg¢s¢ kosci udowej lub
ramiennej [19]. Inne rzadsze lokalizacje, w ktorych rozwija si¢ ChS obejmuja kosci czaszki
oraz paliczki stop i rak [20].

ChS charakteryzuje si¢ powolnym wzrostem ale cz¢sto duzymi rozmiarami
W momencie rozpoznania - zwykle powyzej 5 cm [21]. Typowymi objawami choroby moze
by¢ bol, ktory moze nasila¢ si¢ w nocy, a takze ograniczony zakres ruchu zajetego stawu,
ztamanie patologiczne oraz obrzgk czy wyczuwalny guz. Wsrod innych dolegliwosci
zwigzanych z lokalizacjg 1 wzrostem guza sg np. bolesne/czeste oddawanie moczu,
nietrzymanie moczu, niedroznos¢ jelit, dr¢twienia konczyn oraz inne objawy neurologiczne
[22,23]. Czas trwania objawow przed rozpoznaniem ChS wynosi $rednio od 10 do 15
miesiecy [24].

Przezycia chorych na ChS sg bardzo zrdznicowane 1 zalezne od podtypu
histologicznego, ktére zostaty opisane szerzej w kolejnym podrozdziale (1.1.2). Najwyzsze
wskazniki przezycia 5-letniego obserwuje si¢ u pacjentdw z atypowym guzem
chrzgstnym/ChS w 1 stopniu zto§liwosci histologicznej (G1, ang. grade 1), gdzie 87-99%

pacjentow przezywa 5 lat; jasnokomorkowym - 85% i okostnowym - 83%. Nizsze odsetki
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przezy¢ pigcioletnich obserwowane sg u chorych z rozpoznanym ChS o wyzszym stopniu
ztosliwosci histologicznej tj. G2 oraz G3 gdzie odpowiednio 74-99% oraz 31-77%
pacjentow przezywa 5 lat. Najnizsze odsetki przezycia piecioletniego opisano u chorych
u ktorych rozpoznano ChS o podtypie mezenchymalnym (MCS, ang. mesenchymal
chondrosarcoma) (60%) i odr6znicowanym (DDCS, ang. dedifferentiated chondrosarcoma)
(7-24%) [12,25,26].

Czgstos¢ wystepowania przerzutow W czasie trwania choroby u chorych na ChS jest
skorelowana ze stopniem ztosliwosci histologicznej i waha si¢ od 10% (G2) do nawet 70%
(G3) [27,28]. W podtypach o nizszej ztosliwosci np. G1, czy okostnowy ryzyko to jest
mnigjsze niz 10% [12,23]. Wysoki odsetek wystepowania przerzutow obserwuje si¢ takze
w MCS i DDCS (ponad 20% przypadkéw ma przerzuty w momencie diagnozy) [12,25].
Najczestsza lokalizacjg przerzutow sg ptuca, a inne lokalizacje obejmujg m.in. kosci,

watrobe, skorg, nerki, czy mézg [29,30].

1.1.2. Podtypy histologiczne chrzestniakomiesaka

ChS stanowi heterogenng grupe nowotwordw, obejmujaca wiele podtypow
histologicznych. Po pierwsze ChS mozemy podzieli¢c ze wzgledu na pochodzenie na
pierwotne - rozwijajace si¢ de novo lub wtorne - powstajace z istniejacej juz wczesniej
tagodnej zmiany - chrzestniaka $rodkostnego (ang. enchondroma) lub wyrosli chrzestno-
kostnej [12,28]. Transformacja enchondroma do ChS wystepuje w przebiegu choroby
Olliera, czy w zespole Maffucciego z odpowiednio 5-50% i 53% ryzykiem rozwoju [12,20].
Z kolei na podtozu wyrosli chrzgstno-kostnej wtorny obwodowy ChS rozwija si¢ w 1%
przypadkoéw [12]. Odsetek ten wzrasta do 15% u pacjentow z dziedzicznym zespotem
mnogich wyrosli chrzestno-kostnych (HMO, ang. hereditary multiple osteochondromas),
ktory zwicksza ryzyko transformacji w ChS do 5% [31,32]. Kolejny podziat ChS opiera si¢
na lokalizacji guza - jezeli ChS rozwija si¢ srodszpikowo wyrozniamy ChS typu centralnego,
natomiast kiedy wystepuje na powierzchni kosci, czy w obrgbie pokrywy wyrosli chrzestno-
kostnej - ChS typu obwodowego [12].

Zgodnie z obowiazujaca klasyfikacja Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO, ang.
World Health Organization) ChS ma nastepujace podtypy [12]:

¢ Centralny atypowy guz chrzgstny/ChS G1
« Centralny ChS G2 i G3

« Wtorny obwodowy atypowy guz chrzgstny/ChS Gl
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% Wtoérny obwodowy ChS G2 i G3
% Okostnowy ChS

% DDCS

% MCS

% Jasnokomorkowy ChS

Najczesciej wystepujacym podtypem (klasycznym) sg pierwotne centralne ChS,
ktore stanowig az 85-90% rozpoznawanych przypadkéw, podczas gdy wtorne obwodowe

ChS stanowig 10-15% wszystkich przypadkow ChS [27,33]. Wtorne obwodowe ChS
wystepujg czesciej U 0s6b miodszych - w 2-3 dekadzie zycia [12] (Tabela 1).

Tabela 1. Charakterystyka podtypéw histologicznych chrzestniakomiesaka.

Szczyt
zachorowan 5-letnie przezycia
(lata)

Czestos¢
wystepowania

Podtyp

Centralne/ 85-90%/ " 30-60/ S o
Obwodowe 10-15% 20-40 G3-31-77%
Okostnowy 2.5% 1,9:2 30-40 83%
Odroéznicowany 10-15% 1.1:1 50-60 7-24%
Mezenchymalny 2-4% 1,3:1 20-30 60%
Jasnokomorkowy 2% 3:1 30-50 85%

Skréty: K — kobiety, M- me¢zezyzni. Zmodyfikowano w oparciu o [12,33].

W przypadku centralnych i obwodowych ChS kluczowy dla oceny rokowania

i wyboru sposobu leczenia jest podziat na 3 stopnie ztosliwosci histologicznej (ang. grading)

zaproponowany przez Evans’a i wsp. [34], ktory jest takze obecnie najlepszym czynnikiem

prognostycznym dla ChS [27] (Tabela 1). Podtypy te r6znig si¢ takze morfologia (Rycina
1):

1. G1 (niski stopien) — w obrazie mikroskopowym przypomina normalng chrzastke Iub

fagodnego chrzestniaka $rodkostnego. Komorkowos¢ jest niska do umiarkowane;,

a chondrocyty majg male, gesto ulozone i dwujaderkowe jadra, zwykle

niepowigkszone. Figury mitotyczne nie sa obecne. Zrab jest w wigkszosci tkanka
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chrzestng z widocznymi zrazikami chrzastki szklistej oraz z nielicznymi lub
nieobecnymi obszarami myksoidalnymi [12,21,23,27].

G2 (posredni) - charakteryzuje si¢ zwickszong komoérkowoscia i mniejszg iloscig
macierzy chondroidalnej. Zrab guza zawiera pola chrzgstne oraz obszary
myksoidalne. Jadra komoérkowe sa powickszone, pecherzykowe lub
hiperchromatyczne. Liczne sg chondrocyty dwujadrowe i wielojadrowe. Aktywnos¢
mitotyczna jest niska tj. < 2/10 na duze pole widzenia (HPF, ang. high power field)
[21,27].

G3 (wysoki) - charakteryzuje si¢ najwyzsza komorkowos$cig i skapa macierza
chondroidalng z dominujagcymi obszarami myksoidalnymi. Chondrocyty sa
nieregularne 1 wrzecionowate 1 maja tendencj¢ do agregacji. Jadra maja ksztalt
pecherzykowy lub wrzecionowaty i mogg by¢ 5-10 razy wieksze niz w zdrowych
chondrocytach. Czesto obserwowane sg figury mitotyczne (> 2/10 HPF).
W przeciwienstwie do nizszych stopni odréznicowania w guzach G3 nie obserwuje

si¢ kostnienia wtornego [12,21,23,27].
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Rycina 1. Histologiczny stopien zlosliwosci chrzestniakomigsaka wraz z podsumowaniem
réznic morfologicznych.

Bialg strzalkg oznaczono binuklearne chondrocyty, czarng strzatka - duzy, wysoce nietypowy
chondrocyt.

Barwienie hematoksylina i eozyna, powigkszenie: rzad gorny 100X, rzad dolny 200X i 600x. Zdjecia zostaty
udostepnione przez prof. Anne Szumere-Cieckiewicz. Rycing zmodyfikowano w oparciu o [33,35].

Do rzadszych podtypow ChS o mato agresywnym przebiegu i stanowigcych po ok.
2-2,5% wszystkich ChS nalezg ChS jasnokomoérkowy oraz okostnowy [12]. ChS
jasnokomoérkowy charakteryzuje si¢ w badaniu histopatologicznym duzg liczba
przezroczystych komorek z przejrzysta, bladg cytoplazma z obecnoscig glikogenu i wakuoli.
Chondrocyty sa widoczne jako jednorodne, duze i okragte komoérki z tatwo obserwowalnymi
jaderkami wewnatrz jadra [21,36]. Co ciekawe, podtyp ten charakteryzuje si¢ znacznie
czestszym wystepowaniem u mezczyzn niz u kobiet (Tabela 1) [12]. ChS okostnowy, inaczej

pierwotny obwodowy, rozwija si¢ de novo przykostnie bez naciekania jamy szpikowej [27].
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Cechuje si¢ dobrze zr6znicowang zrazikowg i sredniokomorkowa chrzastka ze zwapnieniem
I kostnieniem $rodchrzestnym, przypominajac histologicznie ChS G1/G2 [27,37].

Podtypy ChS o wysokim stopniu zlosliwosci to takze rzadziej wystepujace MCS
i DDCS. MCS poza typowymi lokalizacjami w obrebie ko$ci, czesto wystepuje tez
wewnatrzczaszkowo oraz w okoto 20-40% przypadkach lokalizuje si¢ w obrebie tkanek
miekkich np. w oponach moézgowo-rdzeniowych czy tkance migkkiej uda [12,27,38].
Stanowi on jedynie 2-4% wszystkich ChS (Tabela 1) [12]. W obrazie histologicznym MCS
sktada si¢ z dwoch komponentow (Rycina 2A) - z niezréznicowanych, matych,
okragtych/wrzecionowatych komoérek z macierzg kolagenowg lub chrzestng oraz z dobrze
zroznicowanych wysp dojrzatej chrzastki szklistej, mogacej ulega¢ procesowi wapnienia czy
kostnienia [12,21,27].
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Rycina 2. Charakterystyka mezenchymalnego i odroznicowanego chrzestniakomigsaka.
Mezenchymalny chrzestniakomigsak (A) z komponentem okraglych, niezréznicowanych komorek
(biata gwiazdka) i polem tkanki chrzgstnej (czarna gwiazdka). Odréznicowany chrzestniakomigsak
z 0znaczonym linig przerywang fragmentem odroznicowanym (B).

Barwienie hematoksylina i eozyna, powigkszenie: 200x. Zdjecia zostaly udostepnione przez prof. Anne
Szumere-Cieckiewicz.

DDCS stanowi okoto 10-15% przypadkéw centralnych ChS (Tabela 1) [12].
DDCS moze rozwija¢ si¢ na podtozu centralnego ale takze obwodowego ChS G1/G2 [27].
W badaniu histologicznym odroznicowany komponent guza o0 wysokiej agresywnosci
stanowi niezréznicowany migsak pleomorficzny (Rycina 2B), widkniakomigsak, czy
kostniakomigsak lub inny, rzadziej wystepujacy migsak np. naczyniakomigsak,
mig$niakomigsak gltadkokomorkowy lub prazkowanokomorkowy) [27,39]. Komponent
niechrzestny (odroznicowany) moze mie¢ r6zng wielkos¢ oraz koreluje ze ztosliwoscia
nowotworu [21,37]. Pozostala cze$¢ guza stanowi komponent chrzestny — najczesciej
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klasyczny ChS G1 lub G2 [12]. W pordéwnaniu z pozostalymi podtypami, DDCS nie

wykazuje ekspresji biatka S100 w odroznicowanym komponencie [40].

1.1.3. Podloze molekularne chrzestniakomiesakow

Podtypy ChS poza cechami patomorfologicznymi, réznig si¢ takze profilem
genetycznym co wplywa na rokowanie pacjentow. Chociaz wcigz niewiele wiadomo na
temat podtoza molekularnego ChS i jego patogenezy, znane sa niektore szlaki zaangazowane
w patogenez¢ tego nowotworu oraz charakterystyczne mutacje wystepujace

W poszczegb6lnych podtypach ChS (Rycina 3).
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Rycina 3. Charakterystyka deregulowanych $ciezek molekularnych i genow

W chrzestniakomigsakach.
Skroty: AKT - kinaza biatkowa (ang. protein kinase B), CDK4/6 — kinaza 4/6 zalezna od cyklin (ang. cyclin-

dependent kinase 4/6), CDKN2A/B - inhibitor kinazy cyklinozaleznej 2A/B (ang. cyclin-dependent kinase
inhibitor 2A/B), EF2 - eukariotyczny czynnik elongacji 2 (ang. eukaryotic elongation factor 2), GLI1 - ang.
glioma-associated oncogene, 2-HG - 2-hydroksyglutaran (ang. 2-hydroxyglutarate), IDH — dehydrogenaza
izocytrynianowa (ang. isocitrate dehydrogenase), IHH - ang. Indian Hedgehog, Me -metylacja, MDM2 - ligaza
biatkowa ubikwityny E3 (ang. mouse double minute 2 homolog), mTOR - ssaczy cel rapamycyny (ang.
mammalian target of rapamycin), PI3K - kinaza 3-fosfatydyloinozytolu (ang. phosphoinositide 3-kinase), pRb
— biatko siatkowczaka (ang. retinoblastoma protein), PTCHL - ang. protein patched homolog 1, PTEN — ang.
phosphatase and tensin homolog, RTK — receptorowa kinaza tyrozynowa (ang. receptor tyrosine kinase), SMO
— receptor SMO (ang. smoothened), SRC — kinaza z rodziny SRC (ang. v-src avian sarcoma (schmidt-ruppin
A-2) viral oncogene), TSC1 — gen kodujacy hamartyng (ang. Tuberous Sclerosis 1).

Rycing przygotowano z wykorzystaniem BioRender.com.
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1.1.3.1. Mutacje IDH

Jednymi z najbardziej charakterystycznych i najczeséciej obserwowanych zmian
molekularnych w ChS sg mutacje w obrebie genéw kodujacych dehydrogenaze
izocytrynianowa (IDH, ang. isocitrate dehydrogenase) 1 i 2 [12,41]. Mutacje w genach
IDH1/2 dotycza ponad 50% ChS, z czego najczesciej obserwowanymi sg mutacje
substytucyjne argininy w 132 pozycji aminokwasowej (R132) w genie IDH1 oraz R172
i rzadsze R140 w IDH2 [42]. Mutacje te najczesciej sg wykrywane w centralnych ChS
i DDCS, jednak obserwowane sg takze sporadycznie w okostnowym ChS [12]. Obecno$é
mutacji w genach IDH1/2 jest pomocna w diagnostyce ChS, gdyz nie obserwuje si¢ takich
mutacji we wtornych obwodowych ChS, jasnokomoérkowym ChS oraz MCS [12,42].

IDH jest enzymem zaangazowanym w cykl Krebsa, ktory przeksztatca izocytrynian
w alfa-ketoglutaran (aKG, ang. a-ketoglutarate) z wykorzystaniem redukcji fosforanu
dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADP+, ang. nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate) do NADPH [43,44]. W wyniku mutacji w genach IDH1/2 dochodzi
do zwigkszonej produkcji i akumulacji w komorkach i macierzy zewnatrzkomoérkowe;j
2-hydroksyglutaranu (2-HG, ang. 2 hydroxyglutarate), bedacego antagonista oKG
(Rycina 3). 2-HG jest uznawany za onkometabolit, ktory powoduje deregulacj¢ wiclu
procesow biologicznych, takich jak zmiany epigenetyczne, metabolomiczne, a takze
deregulacj¢  procesu naprawy DNA, czy zaburzenie struktury  macierzy
zewnatrzkomoérkowej (ECM, ang. extracellular matrix), promujac proces kancerogenezy
[45]. W wyniku dziatania 2-HG dochodzi m.in. do zahamowania demetylaz zaleznych od
aKG - rodziny enzyméw TET (ang. ten-eleven translocation) - TET1/2 oraz demetylaz
histonowych - rodziny enzyméw posiadajacych domeng Jumonji, w tym demetylazy
lizynowej 4A/B (KDM4A/B, ang. lysine (K)-specific demethylase 4A/B). Prowadzi to
w konsekwencji do zwigkszonej globalnej metylacji DNA, szczegolnie w regionach wysp
CpG, oraz histonow (Rycina 3) [45,46]. W ChS opisano m.in. hipermetylacje genow
kodujacych inhibitor kinazy cyklinozaleznej 2A (CDKN2A, ang. cyclin-dependent kinase
inhibitor 2A), czynnik transkrypcyjny RUNX3 (ang. runt-related transcription factor 3),
E-kadheryn¢ (CDH1, ang. E-cadherin) oraz biatko FHIT z rodziny triady histydynowej
(FHIT, ang. fragile histidine triad diadenosine triphosphatase). Na skutek hipermetylacji
dochodzi do inaktywacji prawidtowej funkcji tych genéw, a w konsekwencji do proliferaciji
komorek ChS i progresji nowotworu [47-50]. Z kolei, metylacja histonoéw obejmuje w ChS
najczesciej trimetylacje lizyny 4, 9 1 27 histonu H3 (H3K4, H3K9 i H3K27) [51]. Niektore
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z badan sugerujg, ze mechanizm metylacji moze by¢ niezalezny od mutacji IDH1/2
w centralnych ChS [51,52]. Dodatkowo mutacje IDH poprzez zmniejszong zdolno$¢ do
wytwarzania NADPH oraz wykorzystanie duzej ilosci tego enzymu do produkcji 2-HG
skutkuja ogodlnie zmniejszonym poziomem NADPH w komorce, zaburzajac tym samym
rownowage NADP+/NADPH [44,45]. Niedobér NADPH moze prowadzi¢ do deregulacji
funkcji mitochondriow i zaktocenia szlakow metabolicznych zaleznych od NADP+/NADPH
takich jak szlak pentozofosforanowy [53]. Moze dochodzi¢ takze do zaburzenia potencjatu
redukcji reaktywnych form tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species), co w konsekwencji
prowadzi do zwiekszonego stresu oksydacyjnego i uszkodzen DNA [44].

Rola mutacji IDH jako czynnika prognostycznego w ChS jest wcigz niejasna. Cze$¢ prac
sugeruje brak wplywu na przezycia pacjentow z ChS [51], z kolei inne pokazujg pozytywny

[54] lub negatywny wptyw na rokowania u pacjentow [55].

1.1.3.2. Mutacje genu TP53 i deregulacja sciezki sygnatowej p53 oraz pRb

Kolejnymi czesto obserwowanymi wsrod pacjentéw z rozpoznaniem ChS (20-50%)
zmianami molekularnymi sa szeroko rozpowszechnione w wielu innych typach
nowotworow mutacje w genie TP53 [36,56,57]. TP53 koduje biatko p53 pehiace funkcje
supresorowg i bedace zaangazowane w wiele szlakoéw uczestniczacych w rozwoju
nowotworow, takich jak regulacja cyklu komorkowego, czy apoptoza [58]. Mutacje TP53
sa gtownie wykrywane w centralnych ChS i DDCS, ale nadekspresja biatka p53 byta
obserwowana takze w podtypie jasnokomorkowym [59] i MCS [60]. Wiele badan wykazato
korelacje pomigdzy nadekspresjg p53/mutacjami TP53 a ryzykiem wystgpienia przerzutow
lub stopniem histologicznym guza [61-64]. Obecnos¢ mutacji TP53 gtownie w ChS
0 wyzszym stopniu ztosliwosci sugeruje ich rolg w progresji ChS [65]. Najnowsze badania
wykazaty takze negatywny wptyw mutacji TP53 na przezycia calkowite pacjentow (OS, ang.
overall survival) oraz czas wolny od przerzutow (MFS, ang. metastasis-free survival) [66].
W ChS najczesciej opisywane sg mutacje powodujace powstanie przedwczesnego kodonu
,STOP” (nonsensowne, ang. nonsense) oraz wstawienia (insercje) lub usunigcia (delecje)
nukleotydéw tzw. indele (ang. indel - insertion or deletion), prowadzace do przesunigcia
ramki odczytu i powstania nicaktywnego biatka p53. Ponadto u okoto 25% przypadkéw ChS
obserwuje sig¢ utrate heterozygotycznosci na chromosomie 17p w regionie odpowiadajacym
locus p53 [67].
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W ChS obserwuje si¢ takze nadekspresje gendéw kodujacych ligaze biatkowa
ubikwityny E3 (MDM2, ang. mouse double minute 2 homolog) i kinaze 4 zalezng od cyklin
(CDKA4, ang. cyclin-dependent kinase 4) zwigzanych z amplifikacjg w regionie genu 12q13,
ktore dziataja hamujgco na biatko p53 (Rycina 3) [65]. Nadekspresje CDK4 i MDM?2
obserwowano w przypadkach centralnych ChS, szczegdlnie w podtypach G2/G3 [68],
atakze w DDCS i MCS [69]. Z kolei w podtypach ChS okostnowego czy
jasnokomoérkowego nie obserwowano tych zmian [69,70].

Deregulacja cyklu komorkowego w ChS jest takze pochodng delecji
chromosomalnych genéw CDKN2A/B, zwigzanej ze szlakiem supresorowego biatka
siatkowczaka - pRb (ang. retinoblastoma). Geny te koduja odpowiednio biatka p16/p15,
bedace inhibitorami CDK4/6 (Rycina 3) [68,71,72]. W centralnym ChS o wysokim stopniu
ztodliwosci, utrate ekspresji pl6, spowodowang delecjag w regionie 9p21, stwierdzono
w 25% przypadkow ChS G2 i nawet u 50% pacjentow z rozpoznaniem ChS G3.
W przeciwienstwie do tego u pacjentow z rozpoznaniem ChS G1 lub enchondromg nie
opisywano takich zmian molekularnych [73]. Delecje CDKN2A zaobserwowano takze
w 62% przypadkach DDCS, u okoto 30% pacjentéw z rozpoznanym jasnokomorkowym
ChS i 25% chorych z rozpoznaniem MCS [69,73]. Zaburzenia szlaku pRb zwigzane ze
spadkiem ekspresji p16 obserwuje si¢ takze w patogenezie okostnowych ChS [12].

1.1.3.3. Pozostale zmiany molekularne i deregulowane szlaki

W ponad 30% przypadkéw ChS obserwowane sg mutacje w genie kolagenu typu 11
(COL2AL1, ang. collagen type Il alpha 1), kodujacym tancuch alfa-1 widkien kolagenowych
typu Il, a eksprymowanym w komoérkach chrzastki [57]. Mutacje te obserwowano
w centralnych ChS, gléwnie o wyzszym stopniu ztosliwosci (G2/G3), jednak byly one
opisywane takze w DDCS i jasnokomérkowym ChS [57,74]. Z kolei we wtornych
obwodowych ChS, szczegbélnie o niskim stopniu zlo§liwosci, obserwuje si¢ mutacje
w genach egzostozyny-1/2 (EXT1/EXT2, ang. exostosin 1/2), biorace udzial w proliferacji
chondrocytow ptytki wzrostowej [12,65]. Mutacje EXT1/2 moga by¢ germinalne,
wystepujace W linii zarodkowej (kiedy wystepuja w zespole HMO) lub somatyczne, nabyte
(w sporadycznie wystepujacych wyroslach chrzestno-kostnych) [12]. Najczgstsze mutacje
w genach EXT1/EXT2 to homozygotyczne delecje wystgpujace w 80% sporadycznych
wyrosli chrzestno-kostnych [12,75].
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Posrod szlakow molekularnych czesto zaburzonych w komoérkach ChS mozna
wyroznic tzn. ,,szlak jeza”, czyli Hedgehog (Hh). Szlak Hh jest zaangazowany w regulacje
procesow proliferacji i roznicowania komorek, a jego zaburzenia prowadzg do transformacji
nowotworowej i zwiekszonej zdolnosci do tworzenia przerzutow oraz chemioopornosci
[76]. W r6znicowaniu chondrocytow zaangazowany jest m.in. receptor PTCH1 (ang. protein
patched homolog 1), bedacy ligandem dla biatka IHH (ang. indian hedgehog protein)
(Rycina 3). Poziom i aktywnos$¢ IHH sg regulowane na zasadzie sprz¢zenia ujemnego przez
peptyd podobny do parathormonu (PTHrP, ang. parathyroid hormone-related peptide) [77].
Zwigzanie na powierzchni biatka IHH z receptorem PTCHI1 aktywuje receptor SMO (ang.
smoothened), co prowadzi do transdukcji sygnatu do jadra komérkowego. Tam dochodzi
nastepnie do aktywacji czynnikow transkrypcyjnych z rodziny onkogendéw zwigzanych
z glejakiem (GLI, ang. glioma-associated oncogene), regulujacych ekspresje genow
docelowych odpowiedzialnych za proliferacje i roznicowanie komoérek np. PTCH1 oraz
GLI1 w przypadku ChS [77]. W rozwoju ChS dochodzi do nadmiernej aktywacji szlaku Hh
i ciggtej ekspresji IHH, co indukuje proliferacje chondrocytéw i wydzielanie PTHrP do
macierzy zewngtrzkomorkowej. Z kolei sekrecja PTHrP posredniczy w hamowaniu
réznicowania i apoptozy chondrocytow [77—79]. Nieprawidlowa aktywacja szlaku Hh moze
wynika¢ m.in. z wystepowaniem w komoérkach ChS mutacji w genach PTCH lub SMO, ktore
skutkuja niezalezng od liganda IHH aktywacjg szlaku Hh [78,80]. Mutacje w genach
zwigzanych ze szlakiem Hh, m.in. PTCH1, SMO oraz GLI1, byly opisywane w centralnym
ChS i DDCS z ogdlng czestoscig nawet w 18% przypadkow [57,81]. Wiele badan in vitro
i in vivo potwierdzito, ze zastosowanie inhibitorow Hh hamuje proliferacje komorek ChS
[63,82,83]. Niestety w badaniach klinicznych 2 fazy (NCT01310816) nie uzyskano
satysfakcjonujacych wynikow leczenia [84].

Posrod innych deregulowanych w komorkach ChS $ciezek sygnalowych mozna
wyrozni¢ szlaki zwigzane ze wzrostem komorek, takie jak szlak kinazy SRC (ang. v-src
avian sarcoma (schmidt-ruppin A-2) viral oncogene), szlak kinazy 3-fosfatydyloinozytolu
i kinazy biatkowej (PI3K—AKT, ang. phosphoinositide 3-kinase - protein kinase B), a takze
szlak kinazy ssaczego celu rapamycyny (mTOR, ang. mammalian target of rapamycin)
(Rycina 3). Liczne badania in vitro wykazaty zahamowanie wzrostu komoérek ChS pod
wplywem inhibitoréw wyzej wymienionych szlakow [85-87]. Przyktadowo pod wpltywem
inhibitorow SRC dochodzito do zniesienia chemioopornosci, indukcji apoptozy

i zahamowania migracji komorek ChS [88].
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W komorkach centralnych ChS i DDCS obserwowano takze mutacje w genach PTEN
(ang. phosphatase and tensin homolog) oraz TSC1 (ang. Tuberous Sclerosis 1), kodujacych
biatka o tych samych nazwach [57,89]. Delecja genu PTEN wraz z mutacjg w genie TP53
byly wykrywane w komodrkach obu komponentow DDCS [56]. Biatko PTEN jest
negatywnym regulatorem szlaku sygnatowego PI3K-AKT, z kolei TSC1 dziata hamujaco
na szlak sygnalowy mTOR. Dysfunkcje tych bialek spowodowane np. przez mutacje
w kodujacych je genach moga prowadzi¢ do nadmiernej aktywacji szlakow PI3K-AKT oraz
MTOR i promowac rozw6j nowotworow, w tym ChS [90,91].
Ponadto w badaniach in vitro, w komorkach 12% centralnych ChS, u ktérych wystgpowata
mutacja w onkogenie NRAS, wykazano wrazliwo$¢ na traktowanie inhibitorami MEK
(ang. mitogen-activated protein kinase kinase). Wskazuje to na istotny udziat szlaku kinaz
aktywowanych mitogenami/kinaz regulowanych sygnatami zewnatrzkomorkowymi
(MAPK/ERK, ang. mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-regulated kinase)
w patogenezie ChS [85].

Posrod innych czgsto obserwowanych w ChS zaburzen molekularnych sa mutacje
w regionie promotorowym genu odwrotnej transkryptazy telomerazy (TERT, ang.
telomerase reverse transcriptase), ktory odpowiada za regulacje telomerow. Mutacje TERT
sa wykrywane w komorkach ChS w 20-46% przypadkow centralnych ChS i DDCS [72,92].
W badaniu przeprowadzonym przez Zhanga i wsp., obecnos¢ mutacji TERT byla istotnie
skorelowana ze stopniem ztosliwosci ChS oraz stanowila negatywny czynnik prognostyczny
dla pacjentéw z tym rozpoznaniem [92]. Ponadto w 12,3% przypadkow centralnych ChS
wykryto mutacje w genic YEATS2 (ang. YEATS domain containing 2), kodujacym
podjednostke kompleksu jadrowej acetylotransferazy [93]. Mutacje YEATS2 wystepowaty
istotnie czesciej w komorkach ChS G2/G3 i wykluczaty si¢ z wystgpowaniem mutacji
w genie COL2A1. Dodatkowo w tej samej pracy autorzy opisali wystepowanie mutacji genu
receptora aktywiny A typu 1 (ACVR2A, ang. activin A receptor, type 1) w 7% przypadkow
ChS[93].

1.1.3.4. Aberracje chromosomowe

Poza wspomnianymi wczes$niej aberracjami w genach CDKN2A i CDKN2B, czesto
w komorkach ChS opisywana jest zmienno$¢ liczby kopii (CNV, ang. copy number
variation) protoonkogenu MYC. W badaniu przeprowadzonym na ponad 100 pacjentach

z rozpoznaniem ChS, amplifikacje w regionie 8924.12-924.13 wykryto w 15% przypadkow
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ChS G2, 20% - ChS G3 oraz 21% DDCS, podczas gdy nie obserwowano tych zmian
w przypadku ChS G1 [94]. W komorkach ChS czgsto wykrywane sa takze amplifikacje
regionu 11922, ktoéry koduje grupe kilku metaloproteinaz ECM (MMPs, ang. matrix
metalloproteinases), w tym MMP1, MMP3, MMP7, MMP8, MMP10, MMP13, MMP20
oraz MMP27 [75,95].

W badaniu Hallora i wsp. u 59 z 67 przypadkéw centralnych i obwodowych ChS
zaobserwowano CNV obejmujacg nawet 1/3 genomu [95]. Najczgstszymi zmianami
stwierdzonymi w komorkach ChS byty aberracje w regionach 2933.2, 3p21.31, 4q12-q13.1,
5031.1, 9913.1, 9g33.3, 12q14.1 i 21922.11. W 25% przypadkow wykazano amplifikacje
w chromosomach 5, 12 i 19-22 oraz delecje w chromosomach 1, 4, 6, 9-11, 14 i 17, a takze
delecje¢ ramienia dtugiego chromosomu 13 (13q) [95]. W sumie w komorkach ChS opisano
okoto 200 kariotypdw, co pokazuje ogromng heterogenno$¢ tych nowotwordéw [96].

Fuzje genetyczne sa czesto opisywanymi zmianami molekularnymi w migsakach
i majg znaczenie diagnostyczne [39]. Jednak w przypadku ChS sg one duzo rzadziej
opisywane i do tej pory w diagnostyce wykorzystuje si¢ jedynie fuzj¢ genéw HEY1 (ang.
hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif protein 1) oraz NCOA2 (ang. nuclear
receptor coactivator 2), bedaca charakterystyczng dla MCS i powstalg na skutek delecji (del
(8) (913; g21)) lub translokacji chromosomu 8 (t(8;8) (q13;g21)). Ostatnie badania pokazaty,
ze fuzja HEY1-NCOAZ2 jest zwigzana z deregulacjg szlaku plytkopochodnego czynnika
wzrostu (PDGF, ang. platelet derived growth factors)/PI3K/AKT poprzez aktywacje
receptorow PDGF — PDGFRA (ang. platelet-derived growth factor receptor alpha)
i PDGFB (ang. platelet-derived growth factor receptor beta), co w konsekwencji prowadzi
do nadekspresji AKT [97]. Wsrod innych, wykrytych do tej pory fuzji, jest opisana w MCS
fuzja IRF2BP2 (ang. interferon regulatory factor 2)-CDX1 (ang. caudal type homeobox 1),
powstala na skutek translokacji chromosomu 115 (t (1;5) (g42; 932)) [98].

Pomimo znanych zaburzen molekularnych, wecigz mato wiadomo na temat podtoza
molekularnego ChS i udzialu poszczegolnych gendw w progresji tych nowotworow, czy
wystepowaniu poszczegolnych podtypéw ChS. Konieczne sg wiec dalsze szczegdlowe
badania w tym zakresie w celu poznania mechanizmu rozwoju tych nowotworow

I znalezienia potencjalnych celow molekularnych.
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1.1.4. Leczenie chrzestniakomig¢saka

Leczenie ChS jest ograniczone gtéwnie do wyciecia chirurgicznego, ktore uwazane
jest wcigz za zloty standard w leczeniu tych nowotworow [35]. Wyciecie z szerokimi
marginesami, radykalnymi mikroskopowo (RO0) jest najlepsza opcja terapeutyczng zarbwno
przy pierwotnych, jak i nawrotowych ChS. Resekcja catkowita zmniejsza ryzyko wznowy
miejscowej oraz przerzutow. W przypadkach trudnych anatomicznie lokalizacji guza np.
w kosciach miednicy, a takze w przypadkach miejscowo zaawansowanych ChS resekcja
radykalna nie zawsze jest mozliwa [35,99,100]. Ponadto wykazano, ze nieradykalna resekcja
oraz wielko$¢ guza pierwotnego powyzej 10 cm sg niezaleznymi negatywnymi czynnikami
rokowniczymi u pacjentow z rozpoznaniem ChS [101]. Ryzyko wznowy jest tez wigksze
u chorych na ChS o wyzszym stopniu ztosliwosci [102]. Obecnie nawet w przypadku
wigkszych zmian i ChS o wyzszym stopniu ztosliwosci kosci dtugich u chorych zalecana
jest operacja oszcze¢dzajaca z rekonstrukcja przy pomocy endoprotezy lub w rzadszych
przypadkach konieczna jest amputacja [103].

Inne opcje terapeutyczne u pacjentow z rozpoznaniem ChS sg ograniczone ze
wzgledu na opornos¢ tych nowotworow na chemioterapig i radioterapie [29,104]. Wyjatek
stanowia pacjenci z rozpoznaniem MCS i DDCS, u ktorych obserwuje si¢ pewne korzysci
z leczenia systemowego, czy po napromienieniu [29,105,106]. Mechanizm opornosci ChS
na leczenie systemowe jest wcigz mato poznany, jednak za mozliwa przyczyne uwaza si¢
stabe unaczynienie guza i niski odsetek dzielacych si¢ komorek, a takze obecno$¢ macierzy
chrzestnej wokot komorek [65,107]. Ponadto w ChS obserwowano ekspresje glikoproteiny
P, kodowanej przez gen opornosci wielolekowej (MDR1, ang. multidrug resistance 1) [108],
a takze ekspresje biatka antyapoptotycznego Bcl-2 (ang. B-cell lymphoma 2) oraz czynnika
indukowanego hipoksja 1 (HIF1a, ang. hypoxia-inducible factor 1), mogacych mie¢ zwigzek
z chemiooporno$cig ChS [65,109]. Z kolei za potencjalng przyczyne radioopornosci uwaza
si¢ takze deregulacje w szlakach zwigzanych z kontrolg cyklu komérkowego, m.in. w szlaku
pRb [110].

Obecnie nie ma ustalonych schematéw zalecanej chemioterapii dla chorych
na lokalnie zaawansowane czy nieresekcyjne ChS w stopniach ztosliwosci G1-G3 [111].
W przypadku pacjentow z rozpoznaniem MCS =zaleca si¢ zastosowanie schematow
chemioterapii jak do leczenia pacjentdow z rozpoznaniem migsaka Ewinga; z kolei dla
pacjentow z rozpoznaniem DDCS jak w leczeniu pacjentow z rozpoznaniem
kostniakomigsaka. W momencie choroby z przerzutami odlegtymi (M1), zgodnie
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z obecnymi zaleceniami NCCN (ang. National Comprehensive Cancer Network), nalezy
rozwazy¢ terapie celowane Z wykorzystaniem inhibitorow kinaz tyrozynowych czy IDH lub
radioterapie [111]. Najczestszym stosowanym schematem chemioterapii u chorych na ChS
jest potaczenie doksorubicyny z cisplatyng (schemat AP3) lub ifosfamidem (schemat Al)
[72,112]. Radioterapi¢ u pacjentdéw z rozpoznaniem ChS stosuje si¢ glownie w chorobie
przerzutowej jako leczenie objawowe w wybranych przypadkach m.in. po niepeinej resekcji
lub w przypadku nieresekcyjnych guzoéw (w miejscach trudnych anatomicznie, takich jak
podstawa czaszki lub okolica przykregostupowa) [111,113]. Najczgstsza forma radioterapii
wykorzystywanej w leczeniu chorych na ChS jest terapia protonowa lub radioterapia jonami
wegla (cigzkimi jonami) [114,115].

W zwigzku z ograniczonymi mozliwosciami terapeutycznymi, sprowadzajacymi si¢
do leczenia chirurgicznego oraz opornosciag ChS na leczenie systemowe i radioterapig,
poszukiwane sa nowe opcje leczenia i potencjalne cele terapeutyczne mogace pomoc

w udoskonaleniu obecnego postgpowania z tymi nowotworami.

1.2. Terapie celowane w chrzestniakomigsakach

W oparciu o dotychczasowe wyniki badan i wiedz¢ na temat deregulowanych
szlakow molekularnych w ChS i innych guzach litych, testowano roznego rodzaje inhibitory
konkretnych biatek czy szlakoéw, a takze immunoterapi¢ (omowiong szerzej w kolejnym
podrozdziale - 1.3.3). Wciaz jednak nie udato si¢ znalez¢ skutecznej i zatwierdzonej terapii
w leczeniu pacjentdow z rozpoznaniem ChS, jednak duza cze$¢ potencjalnych celow

terapeutycznych jest wcigz w fazie badan.

1.2.1. Inhibitory angiogenezy

Jednym z potencjalnych celow terapeutycznych w wielu typach nowotworow, w tym
takze ChS jest proces angiogenezy. Wykazano istotny wzrost ekspresji jednego z czynnikow
zaangazowanych w proces angiogenezy — czynnika wzrostu srodbtonka naczyniowego A
(VEGF-A, ang. vascular endothelial growth factor A) w ChS G2 i G3 w pordéwnaniu do
DDCS [116]. W wielu badaniach inhibitory angiogenezy prowadzilty do zahamowania
wzrostu 1 aktywnosci komorek ChS in vitro [117,118], w zwigzku z czym ich efektywnos¢
zaczeto testowaé w badaniach klinicznych. W retrospektywnym badaniu przeprowadzonym
na grupie 10 pacjentow 2z zaawansowanym ChS zbadano rolg¢ dwoch lekow
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antyangiogennych - pazopanibu i ramucirumabu i u 7 z nich osiaggni¢to diugotrwatg
stabilizacj¢ choroby przez ponad pét roku [119]. Pozytywny efekt pazopanibu wykazato
takze prospektywne badanie 2 fazy na nieresekcyjnych i przerzutujacych ChS [120].

1.2.2. Inhibitory IDH

Z uwagi na obecne w komoérkach ChS mutacje w genach kodujacych IDH,
potencjalnymi lekami staty si¢ inhibitory IDH. Jednym z badanych do tej pory inhibitorow
zmutowanego IDH jest iwosidenib (AG-120). W badaniu 1 fazy przeprowadzonym na 21
pacjentach z rozpoznaniem ChS iwosidenib wykazal istotng skuteczno$é, z mediang
przezycia wolnego od progresji (PFS, ang. progression-free survival) wynoszaca 5,6
miesigca 1 6-miesigcznym odsetkiem PFS wynoszacym 39,5%. Wskazniki te byly lepsze
U pacjentow z rozpoznaniem klasycznego ChS w poréwnaniu do pacjentdw z rozpoznaniem
DDCS. Ponadto ogodlnie u 52% pacjentow zaobserwowano stabilizacje choroby [121].
Obecnie iwosidenib jest rekomendowany przez NCCN w leczeniu pacjentow
z rozpoznaniem ChS G1-G3 oraz DDCS z mutacja IDH1 [111]. Inhibitory IDH1/2
s obecnie oceniane w wielu badaniach klinicznych fazy 11 (NCT06176989, NCT04278781,
NCT04762602, NCT06127407 oraz NCT04521686) w ktorych rekrutowani sg pacjenci

z rozpoznaniem ChS.

1.2.3. Inhibitory szlaku PIBK-AKT-mTOR

Dotychczasowe badania na pacjentach z rozpoznaniem ChS skupiaty si¢ glownie na
hamowaniu funkcji kinazy mTOR. Przyktadowo badanie oceniajace synergistyczne
dziatanie kombinacji inhibitoréow MTOR — sirolimusu i cyklofosfamidu u pacjentow
z nieresekcyjnymi ChS wykazalo stabilizacje¢ choroby u 60% pacjentow [122]. Pozytywne
dziatanie inhibitorow mTOR w potaczeniu z blokadg receptora insulinopodobnego czynnika
wzrostu-1 (IGF-1R, ang. insulin-like growth factor 1 receptor) wykazano takze w innym
wieloosrodkowym badaniu Kklinicznym 2 fazy (NCT01016015), gdzie u pacjentow
z rozpoznaniem ChS zauwazano czg¢Sciowg odpowiedZz po zastosowaniu obu inhibitorow
[123]. Ponadto prowadzono takze badania kliniczne z wykorzystaniem inhibitora PI3K -
TQB3525 na zaawansowanych migsakach kosci (NCT04690725, status nieznany).
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1.2.4. Epigenetyczne strategie w leczeniu pacjentow z rozpoznaniem ChS

Liczne badania przedkliniczne wykazaly dziatanie przeciwnowotworowe
inhibitorow metylotransferaz, czy inhibitorow deacetylaz histonowych (HDAC, ang. histone
deacetylase inhibitors) na liniach komoérkowych ChS, m.in. poprzez indukcjg apoptozy oraz
zahamowanie proliferacji komorek nowotworowych [124,125]. W zwigzku z tym
zastosowanie inhibitorow HDAC w terapii ChS stato przedmiotem dalszych badan. Obecnie
trwa badanie kliniczne 2 fazy, gdzie oceniana jest terapia skojarzona z belinostatem
(inhibitorem HDAC) i guadecytabing (inhibitorem metylacji DNA) w nieresekcyjnych
I przerzutujacych ChS G1-G3 (NCT04340843).

1.2.5. Pozostale terapie celowane

Wsrdd innych testowanych w ChS potencjalnych terapii mozna wymieni¢ inhibitory
kinaz tyrozynowych takie jak dasatynib czy imatynib. Jednak badania kliniczne prowadzone
do tej pory na grupie pacjentow z rozpoznaniem ChS zakonczyly si¢ niesatysfakcjonujacymi
wynikami. U zadnego z pacjentow leczonych imatynibem nie zaobserwowano obiektywnej
odpowiedzi na leczenie (ORR, ang. objective response rate) w badaniu 2 fazy [126]. Z kolei
ORR i stabilizacje choroby w okresie ponad roku obserwowano jednie u ponad 10%
pacjentow z rozpoznaniem ChS leczonych dasatynibem [127]. Obecnie prowadzone sg takze
badania kliniczne z wykorzystaniem inhibitora CDK4/6 — abemaciklibu w migsakach, w tym
w ChS (NCT04040205). Z uwagi na obserwowane w badaniach przedklinicznych
deregulacje szlaku Hh u pacjentow z rozpoznaniem ChS zaczeto testowac jego inhibitory,
takie jak wismodegib. Jednak w badaniu klinicznym 2 fazy, chociaz wismodegib wykazat
pewng aktywnos$¢ u pacjentow z rozpoznaniem ChS Gl lub G2, nie osiggnicto
pierwszorzedowego punktu koncowego [84]. Wsrod innych potencjalnych celow sa
osteoklasty, ktore obserwuje si¢ w mikrosrodowisku (TME, ang. tumor microenvironment)
ChS, a ich dziatanie przyczynia si¢ do wzrostu ChS [128]. W 1 fazie badan klinicznych jest
obecnie testowany inhibitor osteoklastow - kwas zoledronowy (NCT03173976).

Ostatnie badania wykazaty, ze tzw. receptory ,,$smierci” (DR, ang. death receptors)
— DR4 lub DR5 moga by¢ obiecujacymi celami terapeutycznymi ze wzgledu na ich
selektywng indukcje apoptozy w komoérkach nowotworowych poprzez przylaczenie
zwigzanego z czynnikiem martwicy nowotworu (TNF, ang. tumor necrosis factor) ligandu

indukujacego apoptoze (TRAIL, ang. tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing
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ligand) [72]. Jednym z potencjalnych celéw terapeutycznych moze by¢ inhibitor DRS -
INBRX-109, ktory w badaniu 1 fazy wykazal stabilizacj¢ choroby u 78% pacjentow
z klasycznym ChS (NCT03715933) [129]. W zwigzku z obiecujgcymi wynikami, badania te
sa kontynuowane w badaniach 2 fazy na pacjentach z nieresekcyjnymi i przerzutowymi ChS
(ChonDRAgon, NCT04950075).

Pomimo licznych dotychczasowych prob, wcigz nie znaleziono skutecznej
systemowej terapii celowanej w leczeniu ChS. Chociaz wyniki niektorych badan wygladaja
obiecujgco, wcigz istnieje ogromna potrzeba kolejnych badan w tym kierunku

i poszukiwania nowych celow molekularnych.

1.3. Mikrosrodowisko nowotworow i jego rola w odpowiedzi na immunoterapie

W rozwoju nowotworéw wazng rol¢ odgrywa uktad immunologiczny, ktoérego
uposledzenie doprowadza do zaburzenia rownowagi miedzy jego aktywacja a supresjg.
W konsekwencji na skutek wieloetapowego procesu, zwanego teorig nadzoru
immunologicznego  lub  immunoedycja  (ang. immunoediting) dochodzi do
nieckontrolowanego namnazania komoérek nowotworowych i rozwoju choroby. Proces
immunoedycji zostat opisany juz w 1967 r. przez Burneta i Thomasa [130] i sktada si¢ z 3
zasadniczych etapow:

% Eliminacja - ozpoznawanie i eliminacja komorek nowotworowych przez uktad
odpornosciowy
% Roéwnowaga - utrzymanie roéwnowagi pomigdzy aktywacja  ukladu
odpornosciowego, a jego supresja i rozwojem nowotworu
« Ucieczka - przewaga immunosupresji oraz niekontrolowany wzrost komorek
nowotworowych
W procesie przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologicznej zaangazowanych jest
wiele komoérek ukladu immunologicznego obecnych w TME. Sktad TME rézni sig
w zalezno$ci od typu nowotworu, jednak ogdlnie mowigc obejmuje komorki
odpornosciowe, komorki zrebu np. fibroblasty, naczynia krwiono$ne i ECM [131].

W odpowiedz przeciwnowotworowej zaangazowana jest zarowno Swoista
odpowiedz immunologiczna, w ktorej uczestnicza limfocyty T, B czy komorki NK (ang.
natural killer), jak i nieswoista, gdzie zaangazowane sg makrofagi, neutrofile oraz komorki

dendrytyczne [131]. Limfocyty obecne w TME okre$lane sg jako limfocyty naciekajace guz
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(TILs, ang. tumor infiltrating lymphocytes) [132]. W odpowiedzi przeciwnowotworowej
kluczowe znaczenie majg limfocyty T cytotoksyczne, identyfikowane przez antygen
réznicowania komorkowego (CD, ang. cluster of differentiation) - CD8. Wykrywaja one
nieprawidlowe antygeny nowotworowe tzn. neoantygeny prezentowane przez gtowny uktad
zgodnosci tkankowej (MHC, ang. major histocompability complex) klasy I, a nastepnie
niszcza komorki nowotworowe. W odpowiedzi przeciwnowotworowej ogromng rolg
ogrywaja takze komorki NK posiadajace zdolnos¢ naturalnej cytotoksycznosci i niszczace
bezposrednio komorki nieposiadajgce na swojej powierzchni MHC klasy | [131,133].
Kolejng grupa komodrek zaangazowanych w odpowiedz przeciwnowotworowa sa limfocyty
T CD4-dodatnie(+). Komoérki te po rozpoznaniu antygenu prezentowanego przez MHC
Klasy 11, obecnego na wyspecjalizowanych komorkach prezentujacych antygen (APC, ang.
antigen-presenting cells), pelig funkcje pomocnicza wspierajacg limfocyty CD8+.
Limfocyty CD4+ moga stymulowac¢ takze limfocyty B poprzez wydzielane roznych cytokin
[131]. Chociaz limfocyty B odgrywaja mniejsza role w odpowiedzi przeciwnowotworowej,
to uczestnicza W tworzeniu 3-rzgdowych struktur limfoidalnych (TLS, ang. tertiary
lymphoid structures) razem z dojrzatymi komorkami dendrytycznymi oraz limfocytami T.
Obecnos¢ TLS w mikrosrodowisku guza odgrywa wazng role w kontrolowaniu inwazji
nowotworu i jest pozytywnym czynnikiem rokowniczym w wielu typach nowotworow
[134,135]. Wazng rol¢ w odpowiedzi przeciwnowotworowej odgrywajg takze komorki
fagocytujace - makrofagi, definiowane w TME jako makrofagi naciekajace guz (TAMs, ang.
tumor-associated macrophages). TAMs uczestnicza W prezentacji antygenow
nowotworowych oraz poprzez wydzielanie cytokin i chemokin powodujg naptyw komorek
dendrytycznych NK czy neutrofili [136].

W trakcie rozwoju nowotworu dochodzi do szeregu mechanizmoéw majacych na celu
,sucieczke” spod nadzoru immunologicznego, a takze modyfikacj¢ uktadu
immunologicznego na fenotyp immunosupresyjny, wspierajacy rozwoj nowotworu. Jednym
z takich mechanizméw jest zmniejszenie ekspresji MHC klasy I przez komorki
nowotworowe, przy jednoczesnych modyfikacjach genetycznych prowadzacych do utraty
neoantygenow czy maskowania epitopéw rozpoznawanych przez limfocyty T [133]. Innym
mechanizmem jest wydzielanie przez nowotwor czynnikéw immunosupresyjnych tj. 2,3-
dioksygenazy indoloaminy (IDO, ang. indoleamine dioxigenase), TNF-a, transformujgcego
czynnika wzrostu beta (TGF-B, ang. transforming growth factor f3), HIF1a, czy interleukiny
(IL, ang. interleukin)-10 [131,137]. W konsekwencji dochodzi do nagromadzenia

47



limfocytow T regulatorowych (Tregs, ang. regulatory T cells) zaangazowanych w proces
wyciszania odpowiedzi immunologicznej [131]. Ponadto w TME na skutek wydzielanych
przez komodrki nowotworowe czynnikow (takich jak TGF-fB, IL-4, -6, -10 i -13, czynnik
wzrostu kolonii makrofagow (CSF1, ang. colony stimulating factor 1) oraz prostaglandyna
E2 (PGE2, ang. prostaglandin E2) zachodzi proces przeprogramowania makrofagow M1,
0 wilasciwosciach antynowotworowych, w kierunku M2, dziatajacych immunosupresyjnie
I wspierajacych rozwdj nowotwordéw [136]. Dochodzi takze do zahamowania funkcji
komoérek APC oraz pojawienia si¢ limfocytow B regulatorowych, hamujacych funkcje
makrofagdéw, neutrofili, czy limfocytow CD8+ [131,133].

W TME moze dochodzi¢ roéwniez do ,,wyczerpania” limfocytow poprzez ekspresje
receptoréw hamujacych odpowiedz immunologiczng - tzn. punktéw kontrolnych (ICPs, ang.
immune checkpoints), obecnych zaro6wno na komorkach immunologicznych, jak
I nowotworowych [133]. Jednym z takim receptoroéw jest receptor programowanej $§mierci 1
(PD-1, ang. programmed death receptor 1) wystepujacy na TILs, ktory taczy si¢ z ligandem
receptora programowanej $mierci 1 lub 2 (PD-L1/PD-L2, ang. programmed death ligand
1/2), obecnymi na komoérkach nowotworowych c¢zy supresorowych komorkach
dendrytycznych [138]. Interakcja PD-1/PD-L1 bezposrednio hamuje dziatanie limfocytow
T, zmniejszajac produkcje cytokin oraz indukujgc anergi¢ i apoptoze limfocytow T [139].
Innym waznym receptorem, obecnym na aktywowanych limfocytach T, zwtaszcza Tregs
czy CDB8+, jest antygen cytotoksycznych limfocytow typu 4 (CTLA-4, ang. cytotoxic T-
lymphocyte associated protein 4) [138,139]. Hamowanie odpowiedzi immunologicznej
w tym przypadku jest spowodowane konkurencja migdzy antygenem CD28 i CTLA-4
0 miejsce wigzace receptoréw obecnych na APC tj. CD80/86. Aktywacja limfocytow T
powoduje transport CTLA-4 na powierzchni¢ komorek T, gdzie nastgpnie wigze si¢ on
z CD80/86 ze wzglgdu na wigksze powinowactwo niz CD28 [139]. W konsekwencji
prowadzi to do zahamowania aktywacji limfocytow T pomocniczych i cytotoksycznych oraz
zwigkszenia aktywno$ci immunosupresyjnej Tregs [138,139]. Wérod innych istotnych ICPs
mozna wymieni¢ immunoglobulino-podobny receptor limfocytow T (TIM-3, ang. T cell
immunoglobulin and mucin domain-3) obecny na limfocytach T, B, komoérkach NK,
komorkach dendrytycznych, czy nowotworowych, a takze receptor LAG-3 (ang. lymphocyte
activation gene-3) obecny na TILs [133]. Oba biatka powoduja wyciszenie odpowiedzi
immunologicznej m.in. poprzez zahamowanie proliferacji limfocytow T efektorowych, czy

zwiekszenie ekspresji Tregs po zwigzaniu z odpowiednimi ligandami [133]. W przypadku
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LAG-3 sg to np. MHC klasy Il, a takze galektyna 3 (Gal-3, ang. galectin-3), czy biatko
podobne do fibrynogenu 1 (FGL-1, ang. fibrinogen-like protein 1), wytwarzane m.in. przez
komoérki nowotworowe. Z kolei TIM-3 faczy si¢ z Gal-3, Gal-9, czy fosfatydyloseryng
[133,140].

Ekspresja ICPs zostala zaobserwowana w wiclu typach nowotwordow, stad
zastosowanie inhibitorow ICPs znalazto zastosowanie w immunoterapii. Blokada tych
receptorow indukuje uktad immunologiczny i pozwala na wydtuzenie przezy¢ np. u chorych
na zaawansowane czerniaki, niedrobnokomoérkowego raka ptuca, czy raka nerki [138,141—
143].

1.3.1. Guzy immunologicznie ,,gorace” i ,,zimne”

Zaleznie od mechanizmu ,,ucieczki” nowotworow spod nadzoru immunologicznego,
TME moze znacznie si¢ ro6znié, co wplywa na odpowiedz na immunoterapi¢ [144].
Ze wzgledu na przestrzenne rozmieszczenie i typ komorek immunologicznych, nowotwory
mozna podzieli¢ na immunofenotypy. Najczgstszy podzial obejmuje guzy ,,zimne”
i,,gorgce” (Rycina 4) [144]. Pierwsze z nich, okre$lane czg¢sto mianem ,,pustyni
immunologicznej”, charakteryzuja si¢ calkowitym brakiem limfocytow CD8+ w centrum
i na obrzezach guza. Ponadto obserwuje si¢ w nich mniejsza liczbg TILs, neoantygendéw na
komorkach nowotworu, a takze niskg ekspresje MHC czy ICPs. Sa tutaj natomiast obecne
supresorowe komorki tj. Tregs czy TAMs typu M2 [144,145]. Immunofenotyp ,,goracy” jest
przeciwienstwem ,,zimnego”. Charakteryzuje si¢ duza liczbg TILs, zwlaszcza CD8+
w centrum guza, obecnoscig duzej liczby receptorow na komérkach nowotworowych, w tym
takze ICPs, oraz zapalnym srodowiskiem immunologicznym. Z tego powodu guzy ,,zimne”
rzadko odpowiadajg na immunoterapi¢, W przeciwienstwie do ,,goracych” [144,145]. Wsrod
guzoéw ,zimnych” wyroznia si¢ takze podgrupe guzéw ,z wykluczeniem
immunologicznym” (ang. immune-excluded), ktore posiadaja komorki immunologiczne

zlokalizowane jedynie na obrzezach guza [144].
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Guz zimny Guz goracy

» Brak limfocytow CD8+ w centrum guza * Obecnos¢ limfocytow CD8+
* Mato naciekow kom. immunologicznych + Ekspresja receptorow immunosupresyjnych np. PD-L1
» Staba odpowiedZ na immunoterapie + Dobra odpowiedZ na zastosowana immunoterapie

Immunoterapia

Aktywacja
limfocytu
T

-
kom. : ‘eiS zniszczona
W nowotworowa \Fxbrob[ast Treg oS kom.
®<" nowotworowa

limfocyt ’
CD8+ kom. NK

Rycina 4. Podzial nowotworéw na ,,zimne” i ,,gorgce” w zaleznosci od mikrosrodowiska guzow.
Skroty: kom. — komoérka, NK - ang. natural killer, PD-1 - receptor programowanej $mierci 1 (ang. programmed
death receptor 1), PD-L1 - ligand receptora programowanej $mierci 1 (ang. programmed death ligand 1), Treg
— limfocyt T regulatorowy (ang. regulatory T cells).

Rycing przygotowano z wykorzystaniem BioRender.com.

Migsaki, w tym ChS sg z reguly ,,zimnymi” guzami o stabych odpowiedziach na
immunoterapi¢ (Opisano szerzej w podrozdziale 1.3.3). W zwiazku z tym probuje si¢
stosowac terapie modulujace $rodowisko immunosupresyjne np. poprzez hamowanie
funkcji Tregs i zmian¢ immunofenotypu z ,,zimnego” na ,,goracy” [146]. Sg jednak znane
migsaki, ktore dobrze reaguja na immunoterapi¢ np. niezroznicowany migsak
pleomorficzny, odréznicowany i pleomorficzny tluszczakomigsak, czy migsak

pecherzykowy [146]. Wcigz jednak mato wiadomo na temat immunologii migsakow

i konieczne sg dalsze badania w tym zakresie [147].

1.3.2. Immunofenotyp chrzestniakomiesaka

Wiedza na temat immunologii ChS i jego TME, podobnie jak migsakow, jest wcigz
niewielka. Dotychczasowe prace pokazaty ze glowng role w ChS odrywajg TILs (m.in.
CD3+, CD4+,CD8+) i TAMs (m.in. CD68+ i CD163+) (Rycina5), z czego w przewazajacej
liczbie obserwowano TAMs [148-150]. Wykazano korelacj¢ pomigdzy naciekami komorek
immunologicznych, a agresywnoscia nowotworu, Czy przezyciami pacjentow
z rozpoznaniem ChS G1-G3 oraz DDCS [149,150]. W badaniu przeprowadzonym przez
Richert’a i wsp., wysoki stosunek komérek CD68+/CD8+ oraz wysoki poziom makrofagow
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CD68+ byly negatywnymi czynnikami rokowniczymi w DDCS [149]. Ponadto autorzy
zidentyfikowali obecno$¢ receptora czynnika wzrostu kolonii makrofagéw (CSF1R, ang.
colony stimulating factor 1 receptor), biatka CD276 (B7-H3, ang. B7 Homolog 3), bedacego
inhibitorem kompetycyjnym dla CD28 [139] oraz SIRPA (ang. signal regulatory protein
alpha) na TAMs w klasycznych ChS G1-G3 i DDCS [149] (Rycina 5). W innym badaniu,
obecnos¢ TILs (CD8+, CD4+ oraz CD3+) byla zwigzana z lepszymi przezyciami
U pacjentéw z rozpoznaniem ChS G1-G3. TILs lokalizowaty si¢ gtownie na obrzezach guza
i wystgpowaty czesciej w przypadkach ChS G2 i G3 [150]. Ponadto w przerzutowych DDCS
wykazano obecno$¢ Tregs Foxp3+ (ang. Forkhead box P3), a takze immunosupresyjnych

makrofagéw - CD163+CD14+ (obecnych takze w guzach pierwotnych) [151].

51



CD8

CD4

neoantygen LAG-3
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Rycina 5. Charakterystyka mikrosrodowiska chrzestniakomigsaka.

Skroty: APC - komorki prezentujgce antygen (ang. antigen-presenting cells), B7-H3 - ang. B7 homolog 3, ChS
- chrzestniakomigsak (ang. chondrosarcoma), CD - antygen réznicowania komoérkowego (ang. cluster of
differentiation), CTLA-4 - antygen cytotoksycznych limfocytow typu 4 (ang. cytotoxic T-lymphocyte
associated protein 4), CSF1R — receptor czynnika wzrostu kolonii makrofagdéw (ang. colony stimulating factor
1 receptor), Foxp3 - ang. Forkhead box P3, LAG-3 - ang. lymphocyte activation gene-3, M1 - makrofag typu
M1, M2 - makrofag typu M2, MHC - gléwny uktad zgodnosci tkankowej (ang. major histocompability
complex), PD-1 - receptor programowanej $mierci 1 (ang. programmed death receptor 1), PD-L1/2 - ligand
receptora programowanej $mierci 1 lub 2 (ang. programmed death ligand 1/2), SIRPA - ang. signal regulatory
protein alpha, TAMs - makrofagi naciekajace guz (ang. tumor-associated macrophages), TCR - receptor
komorki T (ang. T-cell receptor), TIM-3 - immunoglobulino-podobny receptor limfocytow T (ang. T cell
immunoglobulin and mucin domain-3), TILs - limfocyty naciekajace guz (ang. tumor infiltrating lymphocytes),
TME - mikroérodowisko guza (ang. tumor microenvironment), Treg - limfocyty T regulatorowe (ang.
regulatory T cells).

Rycing przygotowano z wykorzystaniem BioRender.com.

W TME ChS zostala opisana takze ekspresja niektorych ICPs (Rycina 5). Ekspresje
PD-L1 zaobserwowano w klasycznym ChS (cze¢sciej w ChS G2/G3) i DDCS, podczas gdy
nie wykazywat jej MCS [149,151-153]. W DDCS ekspresja PD-L1 wystepowata nawet
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u 50% przypadkow i byta zwigzana z ekspresja MHC klasy | [149,151]. W obu podtypach
wykryto takze limfocyty PD-1+, dodatkowo w guzach DDCS stwierdzono
wspotwystepowanie komorek PD-1+ i PD-L1+ [149]. Inne badanie wykazato negatywny
wplyw mig¢dzy ekspresjg PD-L1/PD-L2 a przezyciem wolnym od nawrotu choroby (RFS,
ang. relapse-free survival) u pacjentow z rozpoznaniem ChS [152]. Ponadto zaréwno na
komorkach klasycznego ChS, jak i na komorkach DDCS zaobserwowano ekspresje LAG-3
i TIM-3 oraz w matym stopniu CTLA-4 [149].

1.3.3. Zastosowanie immunoterapii w chrzestniakomigsakach

Dotychczas niewielka liczba badan klinicznych oceniata wpltyw inhibitorow ICPs
U pacjentéw z rozpoznaniem ChS. Uzyskiwane wyniki nie byly zadowalajace i dotyczyty
matej grupy chorych [154]. Przyktadowo w badaniu klinicznym 2 fazy - SARCO028,
przeprowadzonym na 5 pacjentach z rozpoznaniem DDCS, tylko u jednego pacjenta
zaobserwowano czg¢sciowa odpowiedz (PR, ang. partial response) na zastosowanie
inhibitora PD-1 — pembrolizumabu [155]. W innym badaniu u 1/4 pacjentow z rozpoznaniem
DDCS leczonym niwolumabem stwierdzono PR [156]. W niektérych badaniach
obserwowano natomiast pojedyncze przypadki z zaawansowanymi klasycznymi ChS i dobra
odpowiedzig na leczenie m.in. po zastosowaniu niwolumabu [157], czy pembrolizumabu
[154]. Dodatkowo w badaniu 1/2 fazy, z wykorzystaniem doksorubicyny
z pembrolizumabem, zaobserwowano regresje guza u 3 z 8 pacjentow z rozpoznaniem ChS.
U jednego z tych pacjentow (z klasycznym ChS) guz zmniejszyt si¢ o 26% [158]. Daje to
nadziej¢ na wykorzystanie immunoterapii u niektorych pacjentow z rozpoznaniem ChS,
jednak konieczne sg dalsze badania na wigkszej grupie chorych. Obecnie w fazie badan
klinicznych jest sporo potencjalnych terapii m.in. z wykorzystaniem inhibitoréw: PD-1, PD-
L1, czy CTLA-4 (NCT03277924, NCT03474640, NCT02982486, NCT05039801), a takze
z wykorzystaniem rekombinowanej IL-2 (NCT03449108) [72].

1.3.3.1. Obcigienie mutacyjne guza i jego rola w immunoterapii

Poza czynnikami immunologicznymi, waznymi biomarkerami przewidujacymi
odpowiedZ na immunoterapi¢ sg tez czynniki genetyczne. Jednym z takich biomarkeréw jest
parametr obcigzenia mutacyjnego guza (TMB, ang. tumor mutational burden). TMB jest

okreslany jako liczba mutacji somatycznych wystepujacych w przeliczeniu na megabaze,
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czyli milion par zasad (Mb, ang. mega base pair) badanej sekwencji genomowej [mut/Mb]
[159]. TMB jest czgsto okreSlanym parametrem w wielu nowotworach, a jego warto$ci
zaleznie od typu nowotworu wahajg si¢ od 0,001 mut/Mb do nawet 1000 mut/Mb [159,160].
W pracach spotykane sg rozne punkty odcigcia dla TMB, jednak najczesciej przyjmuje sie,
ze wartosci > 10 mut/Mb okreslane sa jako wysokie [159—-161]. ChS, podobnie jak migsaki,
majg z reguly niskie TMB (< 5 mut/Mb) w poréwnaniu do innych nowotworéw [89].
Wartosci te moga przyjmowac jednak troche wyzsze wartosci u pojedynczych pacjentow.
Przyktadowo w badaniu Tarpeya i wsp. TMB wynosito od 1 do 115 mut/Mb oraz byto 2-
krotnie wyzsze w podtypach o wyzszej ztosliwosci (G2, G3, DDCS) w poréwnaniu do ChS
G1 [57].

Duza liczba niesynonimicznych mutacji okreslana przez TMB jest zwigzana ze
zwigkszonym prawdopodobienstwem powstawania po translacji zmienionych peptydow,
prezentowanych nastepnie przez MHC w postaci neoantygenow [162]. Prezentacja
neoantygenow przez komorki nowotworowe powoduje naptyw 1 aktywacje komorek
immunologicznych, przyczyniajac si¢ do stymulacji uktadu odpornosciowego i lepszych
odpowiedzi na immunoterapi¢ [163]. Z tego powodu TMB jest uznawany za jeden
z biomarkerow skuteczno$ci immunoterapii [162]. Z drugiej strony wptyw TMB
na odpowiedzi na immunoterapie budzi tez pewne kontrowersje. Przyktadowo nowotwory
z niskim TMB mogg odpowiada¢ dobrze na immunoterapig, i na odwrot - wysokie TMB nie
zawsze koreluje z dobrg odpowiedzig [164]. Moze to wynika¢ z faktu, iz nie kazda mutacja
zwigzana jest z powstawaniem zmienionych peptydow. Ponadto tylko czgs¢ zmienionych
peptydow moze zosta¢ przetworzona i poprawnie zaprezentowana w formie antygenow
na powierzchni komorki [162]. Z tego powodu TMB nie powinno by¢ traktowane jako
bezposredni wskaznik odpowiedzi na immunoterapi¢, w przeciwienstwie do obcigzenia
neoantygenem (TNB, ang. tumor neoantigen burden) [162]. TMB moze by¢ jednak
pomocnym parametrem posrednim w ocenie powstawania neoantygendéw i jest latwiej

dostepny oraz czgsto oceniany przy okazji NGS [160].

1.3.3.2. Rola niestabilnosci mikrosatelitarnej w immunoterapii

Niestabilno$¢ mikrosatelitarna (MSI, ang. microsatellite instability) jest kolejnym
parametrem odgrywajacym role w przewidywaniu odpowiedzi na immunoterapi¢ [161].
MSI to stan nadmiernej zmiennos$ci genetycznej, ktéry wynika z nieprawidtowo$ciami
W systemie naprawy blednie sparowanych zasad azotowych (MMR, ang. mismatch repair)
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[165]. Tym samym wystepowaniec MSI moze przyczyni¢ si¢ do akumulacji mutacji
I wickszego TMB, posrednio wptywajac na produkcje wigkszej liczby neoantygendéw [159].
Podobnie jak w przypadku TMB, wysoka MSI nie zawsze koreluje z lepsza odpowiedzig na
immunoterapi¢ i wartoscia TMB, co obserwowano w rdéznych typach nowotworow
[166,167]. Brak tej korelacji moze wynikaé z obecnos$ci innych systemow naprawczych np.
zwigzanych ze szlakiem odpowiedzi na uszkodzenia DNA (DDR, ang. DNA damage
response). Wystepowanie dobrej odpowiedzi na immunoterapi¢, u pacjentdow z Wysokim
TMB ale brakiem MSI, moze by¢ tez zwigzane z mutacjami w genach zaangazowanych
w procesy naprawcze DNA. Takim przykladem sg np. mutacje w genie POLE (ang. DNA
polymerase epsilon catalytic subunit), kodujacym katalityczng podjednostke polimerazy
DNA ¢ oraz mutacje TP53 [159,167].

W przypadku ChS podobnie jak w migsakach kosci raczej nie obserwuje si¢ fenotypu

zwigzanego z MSI lub jest on bardzo rzadkim zdarzeniem [89,168].

Dotychczasowe badania starajace si¢ wyjasni¢ patogeneze ChS, jego podioze
molekularne, czy immunologi¢ sa nieliczne i czesto obejmujg niewielkie grupy chorych.
Zaledwie niewielka cze$¢ czynnikow zaangazowanych w rozwoj ChS zostata dobrze
poznana i wcigz niewiele wiadomo na temat mechanizméw patogenezy i odpowiedzi
immunologicznej w tych nowotworach. Z uwagi na brak opcji leczenia systemowego,
a takze rozbiezne wyniki uzyskiwane podczas dotychczas stosowanych terapii celowanych
(w tym immunoterapii), konieczne sg dalsze badania w zakresie biologii molekularnej

i immunologii ChS.
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2. Cel pracy

Gléwnym celem pracy byto opracowanie klasyfikacji ChS w oparciu 0 oceng

czynnikéw immunologicznych, zmian genetycznych oraz wynikéw leczenia chorych.

Cele szczegolowe pracy obejmowaty:

1.

Wytypowanie prognostycznych czynnikéw  klinicznych U pacjentow
z rozpoznaniem ChS.

Ocen¢ TMB guzoéw pierwotnych ChS.

Oznaczenie statusu MSI u pacjentéw z rozpoznaniem ChS.

Profilowanie molekularne guzoéw pierwotnych ChS poprzez analize profilu
mutacyjnego i deregulowanych $ciezek sygnatowych w réznych podtypach
histologicznych ChS.

Okreslenie korelacji wystepujacych mutacji z przezyciami (OS) chorych na ChS.
Profilowanie immunologiczne guzow pierwotnych ChS w oparciu
0 charakterystyke naciekow immunologicznych w centrum i na obrzezach guza
oraz analiz¢ ekspresji gendw zwigzanych z TME.

Okre$lenie immunofenotypoéw o0raz ich wystgpowania w réznych podtypach
histologicznych ChS.

Ocene zalezno$ci pomigdzy poszczegdlnymi immunofenotypami guza
a przezyciem (OS) pacjentow z rozpoznaniem ChS.

Korelacje danych immunologicznych i molekularnych wraz z wytypowaniem

istotnych czynnikéw rokowniczych.

10. Wytypowanie  pacjentdw  mogacych  odnies¢  potencjalng  korzysé

z immunoterapii i/lub innych terapii celowanych.

Posrednim celem pracy byto wytypowanie potencjalnych biomarkeréw pomocnych

w diagnostyce ChS i/lub potencjalnych celow terapeutycznych.
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3. Materialy i metody

3.1. Charakterystyka pacjentow

Do badania wiaczono dane i1 utrwalony materiat tkankowy 147 pacjentow
z pierwotnie rozpoznanym ChS w latach 2010-2022 leczonym radykalnie przez zabieg
chirurgiczny (Rycina 6). Wsrod wiaczonych pacjentéw byli pacjenci z rozpoznaniem ChS
Gl, G2, G3, DDCS i MCS. Pacjenci zakwalifikowani do badania byli leczeni w Klinice
Nowotworow Tkanek Miekkich, Kosci i Czerniakoéw (KNTMKiCz) Narodowego Instytutu
Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie - Panstwowego Instytutu Badawczego (NIO-PIB)
(108 pacjentow), a takze w osrodkach zagranicznych — Istituto Ortopedico Rizzoli (Bologna,
Wiochy) oraz Centre Léon Bérard, (Lyon, Francja) (39 pacjentoéw). W oparciu 0 jakosc¢
pobranego od pacjentow materiatu sposrod wytypowanych 147 pacjentoéw do oceny barwien
immunohistochemicznych wiaczono 131 pacjentow. Z tej samej grupy 147 chorych, do
analiz molekularnych wybrano 105 i 108 pacjentow odpowiednio do oceny NGS i MSI.
Do analizy ekspresji genow wytypowano reprezentatywna grup¢ 60 pacjentdw, z czego dla
56 uzyskano dobrej jakosci wyniki (Rycina 6).

Pacjenci byli kwalifikowani na podstawie obecnos$ci pelnych danych klinicznych
z co najmniej rocznym czasem obserwacji (ang. follow-up) oraz obecnoscig materiatu do
badan pochodzacego z resekcji ogniska pierwotnego guza. Kryteriami wylaczenia byto
wczesniejsze leczenie przedoperacyjne z zastosowaniem chemio- lub radioterapii oraz brak
leczenia radykalnego w przypadku resekcji subtotalnej (niecatkowitej).

Kazdy pacjent wyrazit pisemng zgodg na wykorzystanie pobranego od nich materiatu
biologicznego do celow diagnostycznych, leczniczych i naukowych. Projekt uzyskat zgode
lokalnej Komisji Bioetycznej (nr 7/2020) i byt prowadzony zgodnie z zasadami Dobrej
Praktyki Klinicznej (GCP, ang. good clinical practice).
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Pacjenci z ChS (n = 181; 139 - NIO-PIB,
42 - osrodki zagraniczne)

Wykluczone z analizy (n = 34):

+ zla jakos¢ materiatu (n = 10)

* brak bloczka (n =4)

* subtotalne wyciecie, nieradykalne leczenie
(n=3)

* wznowa, nie ognisko pierwotne (n = 3)

+ zte rozpoznanie (n = 2)

* brak danych klinicznych (n = 3) n =147
* chemioterapia przedoperacyjna (n = 9) 108 NIO-PIB + 39 inne osrodki
— - IHC MSI
Pacjenci odrzuceni
zanallzy (n=16): Pacjenci
* materiat NGS odrzuceni
iadi — - zuceni
niediagnostyczny Pacjenci odrzuceni (n = 42): (n =39):
(n=8) + staba jakos¢  wyjsciowego Ny
* Brak materiatu, za materiatu ( n = 28) * 5'E‘bfﬂla‘lkf’SE
twardy  materiat + staba jakoéé  utworzonych materiatu
do naktucia (n = 8) bibliotek (n = 4) (n N 35,)
+ duizy poziom deaminacji w * ;_ka ntle
materiale (n = 10) fagnosty-
czny (n=4)
n=131 n =105 n =108
qPCR|(n = 60)
staba jakos¢
*| materiafu
(n=4)

n =56

Rycina 6. Schemat pacjentéw wlaczonych do poszczegélnych analiz.

Skroty: ChS - chrzgstniakomigsak  (ang.  chondrosarcoma), IHC -  immunohistochemia
(ang. immunohistochemistry), MSI — niestabilno$¢ mikrosatelitarna (ang. microsatellite instability), NIO-PIB
- Narodowy Instytut Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie Panstwowy Instytut Badawczy, NGS -
sekwencjonowanie nastepnej generacji (ang. next-generation sequencing), gPCR - PCR w czasie rzeczywistym
(ang. real-time PCR/quantitative PCR).

3.2. Material biologiczny do badan

Materialem do badan byty tkanki utrwalone w buforowanej 10% formalinie (czas
utrwalania byl nie dtuzszy niz 48h) i zatopione w bloczkach parafinowych (FFPE, ang.
formalin-fixed paraffin-embedded). Utkanie nowotworowe w bloczkach wybranych do
analizy stanowito co najmniej 80%. Do analiz molekularnych wybierano bloczki, ktore nie
byly wczesniej poddawane dziataniu odwapniacza, stosowanego do obrobki kosci lub
innych zwapnionych tkanek. Jego zastosowanie przyczynia si¢ m.in. do uszkodzen materiatu
genetycznego, uniemozliwiajgc dalsze analizy molekularne [169]. Ponadto w celu walidacji
analizy molekularnej (podrozdziat 3.4.1.5) wykorzystano materiat z dostgpnej tkanki
zdrowej pochodzacej z bloczkéw FFPE (obejmujacej wezet chtonny, skore lub ptuco) oraz
z krwi.
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3.3.  Schemat badania

Material pobrany od pacjentow byl podstawg do trzech dalszych analiz —
molekularnej z wykorzystaniem DNA lub RNA, oceny MSI oraz przygotowania barwien
immunohistochemicznych (IHC, ang. immunohistochemistry). Dane ze wszystkich analiz

byly na koniec zbiorczo analizowane w kontek$cie danych klinicznych pacjentow

(Rycina 7).
Selekcja bloczkow parafinowych od pacjentow
/@ Przygotowanie multibloczkow z
I1zolacja kwasow nukleinowy-:_!'l akrawki 6x - centralnej i obwodowe] czesci guza
‘ f;u.-*‘“* \ 10 pm i
\ A ‘wgp p Barwienia IHC
- 1N E/ : (20 markerdw komarek
B naciekowych lub guza)

DNA

gPCR z wykorzystaniem 7 Y
gendw zwigzanych z MSI _— oo

RMA
l ' zz-dery emrbady & @ @rmwn
ﬁ ‘ § Emecighs
T kY P }
o Ocena MSI Amigme —, / Taaun leyer

Ocena nacieku komarek

Przygotowanie bibliotek Analiza gPCR 84 Ocena ekspresji
DNA z wykorzystaniem genow gendw zwigzanych z immunologicznych i
panelu genetycznego mikrogrodowiskiem ekspresji markerow na
409 gendw guza kom. nowotworowych
. ) |
T T 1
,,/"_-__ \
Ocena TME i
profilu
mutacyjnego e . . N X '
T Analiza wynikow immunologiczno-molekularnych

i korelacja z danymi klinicznymi

Sekwencjonowanie z wykorzystaniem
technologii lon Torrent™

Rycina 7. Schemat przeprowadzonych doswiadczen.
Skroty: IHC - immunohistochemia (ang. immunohistochemistry), MSI - niestabilno$¢ mikrosatelitarna

(ang. microsatellite instability), TMB - obcigzenie mutacyjne guza (ang. tumor mutation burden), gPCR - PCR
w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR/quantitative PCR). Rycing przygotowano z wykorzystaniem

BioRender.com.

3.4. Metodyka

3.4.1. Analizy molekularne

3.4.1.1. Izolacja DNA i RNA ze skrawkow parafinowych

Do izolacji zarowno DNA jak i RNA zastosowano dedykowany do materiatu FFPE

zestaw Biosystems™ MagMAX™ FFPE DNA/RNA Ultra (Thermo Fisher Scientific Inc.,
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Waltham, MA, Stany Zjednoczone) wykorzystujacy metod¢ izolacji z uzyciem kulek
magnetycznych. W tym celu wykorzystano skrojony w Zakladzie Patomorfologii
Nowotworéow NIO-PIB material z calej powierzchni bloczka, w postaci 6 skrawkow
grubosci 10 pm. Nastgpnie postepowano zgodnie z zaleceniami producenta, stosujgc wariant
catonocnej inkubacji tkanek z proteaza w 57 °C w celu doktadnego strawienia tkanki. Probki
przechowywano odpowiednio w -20 °C (DNA) i -70 °C (RNA).

W celu oceny wydajnosci izolacji kwaséow nukleinowych (DNA i RNA) i ich
czystosci probki mierzono spektrofotometrycznie przez pomiar absorbancji przy dtugosci
fali A260 nm, oceniajac wspoOtczynnik A260/A280 oraz A260/A230 (spektrofotometr
NanoDrop™ 2000, Thermo Fisher Scientific Inc.), a takze fluorymetrycznie aby ocenic¢
stezenie kwasow nukleinowych - z uzyciem odpowiednio zestawow Qubit dSDNA HS Assay
Kit oraz Qubit RNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific Inc.) na fluorymetrze Quibit
2.0 (Thermo Fisher Scientific Inc.).

3.4.1.2. Panel genetyczny do oceny profilu genetycznego

Do oceny profilu mutacyjnego oraz TMB w ChS wybrano panel genetyczny
Oncomine™ Tumor Mutation Load Assay (Thermo Fisher Scientific Inc.). Panel zawiera 2
pule starterow umozliwiajac jednoczesng amplifikacje petnej sekwencji kodujacej; 409
genoéw (Tabela 2), obejmujacych okoto 1,7 Mb genomu, z czego 1,2 Mb sekwencji
eksonowej. Panel z uzyciem dedykowanego oprogramowania lon Reporter™ (IR)
umozliwia okreslenie wartosci TMB, definiowanego doktadnie jako liczba wariantow
niesynonimicznych, w tym wariantéw pojedynczych nukleotydow (SNV, ang. single
nucleotide variant) typu zmiany sensu (ang. missense) oraz nonsensownych, a takze indeli
wykrytych na Mb sekwencji eksonowej. Diugos¢ sekwencji uzyta do obliczen TMB jest
zalezna od liczby zmapowanych odczytéw o dlugosci co najmniej 60 bp [170]. Dodatkowo
panel umozliwia wykrycie wariantow somatycznych przy uzyciu jedynie tkanki
nowotworowej (bez koniecznosci analizy sparowanej tkanki zdrowej) z zastosowaniem
filtracji wariantow germinalnych w oparciu o bazy ,,1000 Genomow”, ,,500 Exomes™ oraz

EXAC (ang. Exome Aggregation Consortium) [171].
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Tabela 2. Wykaz genéw zawartych w panelu Oncomine™ Tumor Mutation Load Assay.

ABLZ2 CD79A EPHB1 GRM8 LIFR MYHS PMST SOx2 WAS ATRX 75C2
ACVR2A CD79B EPHB4 GUCY1A2 _ |[LPHN3 NCOAT POT1 S8X1 WHSC1 BAP1 WT1
ADAMTS20 |CDC73 EPHBE HCAR1 LPP NCOAZ2 POUSFT STK36 WRN CDK12
AFF1 CDH1 ERCC1 HIFTA LRP1B NCOA4 PPARG SUFU XPA CDKN2A
AFF3 CDH11 ERCC3 HLF LTF NFKB1 PPP2R1A SYK XPC CDKNZB
AKAP9 CDH2 ERCC4 HOOK3 LTK NFKB2 PRDM1 SYINET XPO1 JAK2 CEBPA
APC CDH20 ERCC5 HSPS0AAT _ IMAF NIN PRKARTA TAF1 XRCC2 KOR CHEK1
ARID2 CDH5 ERG HSPS0ABT _|MAFB NKX2-1 PRKDC TAFIL ZNF384 ; CHEK?2
ARNT CDK8 ETS1 ICK MAGEAT NLRP1 PSIP1 TALT ZNF521 CREBBP
ATF1 CDKNZ2C ETV1 IGF1R MAGIT NOTCH4 PTGS2 TBXx22 ABL1 DNMTS3A
AURKA Cic ETV4 IGF2 MALT1 NSD1 PTPRD TCFi12 AKTT1 FANCA
AURKB CKSiB EXT1 IGF2R MAML2 NUMAT PTPRT TCF3 AKT2 FANCD2
AURKC CMPK1 EXT2 IKBKB MAP3K7 NUP214 RALGDS TCF/L1 AKT3 FBXW7
BAI3 COL1A1 FAM123B IKBKE MAPKS NUPS8 RARA TCF7L2 MLH1
BCL10 CRBN FANCC IKZF1 MARK1 PAK3 RECQL4 TCL1A MSH2
BCL11A CREB1 FANCF a2 MARK4 PARP1 REL TET1 MSHE
BCL11B CRKL FANCG IL21R MBD1 PAX3 RHOH TFE3 NBN
BCL2 CRIC1 FANCJ ILB8ST MCL1 PAX5 RNASEL TGFBR2 NF1
BCL2L1 CSMD3 FAS 7R MDM2 PAX7 RNF2 TGM7 NF2
BCL2L2 CTNNAT FH ING4 MDM4 PAX8 RNF213 THBS1 NOTCH1
BCL3 CTNNB1 FLCN IRF4 MENT PBRM1 RPS6KA2 TIMP3 NOTCHZ2
BCL6 CYLD FLIT IRS2 MITF PBX1 RREM1 TLR4 NPM1
BCL9 CYpP2Ci19 FLTT [TGA10 MLL PDE4DIP RUNXTT1 TLXT PALB2
BCR CYP2D6 FLT4 ITGAS MLL2 PDGFB SAMDS TNFAIPS PIK3R1
BIRC2 DAXX FN1 TGB2 MLL3 PER1 SBDS TNFRSF14 PMS2
BIRC3 DcC FOXL2 ITGB3 MLLT10 PGAP3 SDHA TNK2 PTCH1
BIRCS DDB2 FOXO1 JAKT MMP2 PHOX2B SDHB TOP1 PTEN
BLM DDIT3 FOXO3 JAK3 MN1 PIK3C2B SDHC PR RADSO
BLNK DEK FOXP1 JUN MRET1A PIK3CD SOHD TRIM24 RB1
BMPR1A DICER1 FOXP4 KATBA MTR PIKSCG SEPTY9 TRIM33 RUNX1
BRD3 DPYD FZR1 KAT6B MTRR PIK3R2 SGK1 TRIP11 SETD2
BTK DST G6PD KDM5C MUC1 PiM1 SH2D1A TRRAP SMARCA4
BUBIB EML4 GATAT KDMEA MUTYH PKHD1 SMAD2 TSHR SMARCB1
CARD11 EP300 GATA2 KEAP1 MYB PLAGT SMAD4 UBRS STK11
CASC5 EP400 GATA3 KLFE MYCL1 PLCG1 SMUGT UGT1AT TET2
CCND2 EPHAS GDNF LAMP1T MYD88 PLEKHGS SOcCst USPSX TP53
CCNE1 EPHA7 GPR124 LCK MYH11 PML SOX11 VHL TSC1

Na niebiesko zaznaczono geny o funkcji onkogenéw, na fioletowo geny supresorowe zgodnie z opisem
producenta panelu. Zrédto: [171].

3.4.1.3. Przygotowanie bibliotek DNA

Do przygotowania bibliotek wykorzystano wyizolowane wczesniej DNA. Biblioteki
przygotowano manualnie z uzyciem zestawu lon AmpliSeq™ Library Kit Plus (Thermo
Fisher Scientific Inc.) i postepowano zgodnie z zaleceniami producenta. Przygotowanie
bibliotek DNA przebiegato w 6 etapach (Rycina 8).

Amplifikacja z Czesciowe Ligacja
Trawienie pula starteréw z trawienie adapterow i Amplifikacja

Oczyszczanie na

enzymem UDG panelu amplikonow barcodéw na bibliotek el

genetycznego enzymem FuPa koncach

magnetycznych

Rycina 8. Schemat przygotowywania bibliotek DNA.
Skréty: UDG - glikozylaza uracyl-DNA (ang. uracil-DNA glycosylase).

Material FFPE pozwala na wydluzenie trwato$ci materialu i analizy molekularne
podczas wielu badan, w tym takze retrospektywnych. Jest on najcz¢séciej wykorzystywanym
materiatem do badan w praktyce klinicznej [169]. Jego wykorzystanie wiaze si¢ jednak
z pewnymi ograniczeniami i uszkodzeniami materiatu genetycznego. Jednym z nich jest
znaczna degradacja materiatu do fragmentéw dlugosci okoto 100-200 nukleotydow [166].

Duzo wigkszy problem stanowi proces indukowanej formaling deaminacji, ktory przyczynia
61



si¢ do falszywie dodatnich wynikoéw podczas interpretacji danych z NGS [172]. Podczas
tego procesu dochodzi do przeksztalcenia cytozyny do uracylu lub 5-metylocytozyny
(5-mC) do tyminy, co skutkuje nieprawidlowym sparowaniem guaniny i przylgczeniem
w to miejsce adeniny, a w efekcie podmianami C:G>T:A [173]. Proces ten w zywych
organizmach jest redukowany przez enzymy — glikozylazy, w tym glikozylaze¢ uracyl-DNA
(UDG, ang. uracil-DNA glycosylase), bioracg udziat w szlaku naprawy przez wycigcie zasad
(BER, ang. base excision repair) [172,173]. Enzym ten w wielu przeprowadzonych
dotychczas pracach skutecznie redukowat proces deaminacji w tkankach FFPE
traktowanych UDG w porownaniu do nietraktowanych [172,173]. Jego dziatanie polega na
hydrolizowaniu wigzania N-glikozydowego pomigdzy zasada uracylowa a cukrem w DNA.
Powstale w ten sposob miejsca pozbawione zasady azotowej (AP, ang.
apurinic/apyrimidinic sites) sg nastepnie naprawiane za pomocg systemu naprawy BER
[174]. W zwigzku z czym traktowanie UDG jest rekomendowane przed amplifikacjg DNA
podczas przygotowywania bibliotek do NGS [173], takze wedtug zalecen producenta panelu
Oncomine™ [175]. Zgodnie z obecnym stanem wiedzy oraz zaobserwowaniem deaminacji
w poprzednich badaniach prowadzonych przez wspotpracownikéw [55], prewencyjnie
zastosowano trawienie rekomendowanym przez producenta panelu genetycznego
nietrwalym termicznie enzymem UDG (Thermo Fisher Scientific Inc.) wszystkich probek
jako pierwszy etap przygotowania bibliotek. W tym celu 20 ng DNA poddano trawieniu
z jedng jednostkg UDG przez 2 min. w 37 °C, a nastepnie zahamowano reakcj¢ przez
umieszczenie mieszaniny reakcyjnej w 50 °C na 10 min.

Kolejne etapy byly wlasciwymi etapami tworzenia bibliotek i przebiegaly zgodnie
z zaleceniami producenta. W pierwszym etapie przy uzyciu reakcji PCR amplifikowano
poddane wczesniej trawieniu UDG DNA z uzyciem 2 puli starteréw z panelu genetycznego
i mieszaning reakcyjna z zestawu do przygotowywania bibliotek. Nastgpnie uzyskane w ten
sposob amplikony z 2 pul starteréw taczono i poddawano trawieniu enzymem FuPA.
W kolejnym etapie — ligacji, dotagczano na obu koncach amplikondéw adaptery umozliwiajace
namnozenie amplikonow w dalszym etapie PCR-u emulsyjnego oraz oznaczenie probek (lon
P1 Adapter oraz lon Xpress™ Barcode Adapters 33-48 Kit, Thermo Fisher Scientific Inc.).
Nastepnie przygotowane w ten sposob biblioteki oczyszczano przy uzyciu kulek
magnetycznych (Agencourt AMPure XP, Beckman Coulter Inc., Brea, Kalifornia, Stany
Zjednoczone) i amplifikowano w reakcji PCR. Na koniec biblioteki poddano kolejnemu

czyszczeniu celem usunigcia zbyt krotkich i dhugich fragmentow z uzyciem kulek

62



magnetycznych i eluowano buforem TE (Tris-EDTA), z niska zawartoscia EDTA
(ang. ethylenediaminetetraacetic acid). Gotowe biblioteki przechowywano w -20 °C.
Przygotowane w ten sposob biblioteki mierzono nastepnie przy pomocy Quibit 2.0
w celu oceny stezenia i przygotowania rozcienczen do wlasciwego pomiaru na urzadzeniu
do oceny jakosciowej i ilosciowej bibliotek - Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Inc.,
Santa Clara, Kalifornia, USA). Probki do oceny byty przygotowywane zestawem Agilent
High Sensitivity DNA Kit. Biblioteki oceniano pod wzglgdem obecnosci ewentualnych
zanieczyszczen, widocznych w postaci pikow przed lub poza spodziewanym zakresem
wielkos$ci bibliotek tj. 125-325 bp. Nastepnie przy pomocy oprogramowania (2100 Expert
Software) odczytywano molamo$¢ bibliotek (pmol/L). W przypadku obecnos$ci
zanieczyszczen, probki ponownie doczyszczano. Przykladowe wyniki z oceny bibliotek

przedstawiono na Rycinie 9.
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Rycina 9. Przykladowe wyniki pomiaru bibliotek DNA na Bioanalyzerze 2100.
A — biblioteka prawidlowa bez zanieczyszczen. B — biblioteka z zanieczyszczeniami w postaci krotkich
fragmentow widocznymi w postaci ,,piku” zaznaczonego czarng strzatka.
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3.4.1.4. Przebieg sekwencjonowania nastepnej generacji

Do przeprowadzenia sekwencjonowania wykorzystano technologie lon Torrent™,
ktora opiera si¢ na sekwencjonowaniu potprzewodnikowym. Technologia ta wykorzystuje
proces uwalniania jonéw wodorowych (H*) podczas dobudowywania przez polimeraze
deoksynukleotydu (dNTP, ang. deoxynucleotide triphosphate) do nici DNA. Przylaczenie
sparowanego dNTP powoduje uwolnienie H* i zmiang pH, ktdra jest rejestrowana przez
potprzewodniki na chipie. Nastepnie informacja ta jest przetwarzana na sygnat cyfrowy
(0,1), ktory nastepnie zapisywany jest na sekwenatorze [176].

Gotowe biblioteki grupowano zaleznie od stgzenia (biblioteki o mniejszych
stezeniach byty analizowane osobno 0d takich, ktore miaty bardzo wysokie stezenia) w celu
uzyskania jak najlepszego pokrycia podczas sekwencjonowania. Nastepnie probki
rozcienczano do stezen w zakresie 50-100 pmoli/L i aczono po 4 w objetosci 6,8 ul kazda,
zgodnie z rekomendacja producenta.

W kolejnym etapie probki byty nanoszone na chipy potprzewodnikowe. Na 1 chip
przypadaty 4 probki w celu uzyskania jak najwigkszego pokrycia niezbednego do wykrycia
mutacji somatycznych. Proces ten przebiegat automatycznie z wykorzystaniem urzadzenia
lon Chef™ (Thermo Fisher Scientific Inc.) i zestawu lon PI™ Hi-Q™ Chef Kit (Thermo
Fisher Scientific Inc.). Zachodzita tu reakcja PCR-u emulsyjnego w kroplach emulsji majgca
na celu namnozenie pojedynczych amplikonow na matrycach w formie kulek - lon Sphere™
(Thermo Fisher Scientific Inc.) [177,178]. W idealnych warunkach 1 kropla zawiera 1 kulke
z przytaczong pojedyncza matryca DNA, ktora nastgpnie jest namnazana. Jesli amplikonow
w kropli jest wiecej moéwimy o poliklonalnosci. Kolejnym etapem jest wzbogacanie,
w ktorym kulki pozbawione amplikonow sg usuwane i zostaja tylko te, w ktorych sa
przylaczone i namnozone amplikony [179]. W ostatnim etapie gotowe matryce sg naktadane
na chipy - lon 540™ Chip (Thermo Fisher Scientific Inc.), ktore nastgpnie umieszcza si¢
w sekwenatorze. Do przeprowadzenia sekwencjonowania wykorzystano sekwenator lon
Proton™ (Thermo Fisher Scientific Inc.) i postepowano zgodnie z instrukcjg producenta
wcelu przygotowania inicjalizacji oraz wlasciwej reakcji  sekwencjonowania
z wykorzystaniem zestawow odczynnikéw i materiatdow zuzywalnych dedykowanych do
tego aparatu - lon PI™ Hj-Q™ Sequencing 200 Kit, lon PI™, Sequencing Nucleotides oraz
lon Proton™ Sequencing Supplies (Thermo Fisher Scientific Inc.).

Surowe dane byly nastepnie zapisywane na sekwenatorze, gdzie nastepowala

wstepna obrobka danych, polegajaca na odczytaniu sekwencji poszczegdlnych probek
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i odcigciu sekwencji adapterowych, a nastgpnie mapowanie (ang. mapping) do genomu
referencyjnego (hgl9, Homo Sapiens) oraz analiza pokrycia i identyfikacja wariantow
(ang. variant calling) z wykorzystaniem wtyczek do oprogramowania Torrent Suite™ (TS)
w wersji 5.14.0 (Thermo Fisher Scientific Inc.). Na koniec analizy program generowat raport
umozliwiajgcy oceng stopnia zaladowania (ang. loading) chipa i wydajno$ci catego procesu
sekwencjonowania oraz jakosci uzyskanych odczytow (Rycina 10).
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Rycina 10. Przykladowy raport z oprogramowania Torrent Suite™ przedstawiajacy
poprawnie wykonane sekwencjonowania.

W gornej czgéci ryciny przedstawiono wydajnos¢ zatadowania chipa, procent wzbogaconych matryc,
klonalnos¢, procent prawidtowych bibliotek bez sekwencji adapterowych czy odczytéw zlej jakosci oraz
dhugos¢ odczytéw. Z kolei w dolnej czesci widoczny jest procent prawidtowo zmapowanych do genomu
referencyjnego sekwencji wraz z oceng jakosciowa.

Do oceny jakos$ciowej przyjeto nastgpujace Kryteria: zatadowanie chip’a > 80%,
poliklonalnos$¢ < 30%. Dodatkowo zgodnie z rekomendacjg producenta do dalszej analizy

bioinformatycznej wybierano probki z min. 12 milionami zmapowanych odczytoéw, srednig
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glebokoscig pokrycia > 1100 oraz wartoscig okreslang jako ,,uniformity” > 80% (Rycina 11).
Parametr ,,Uniformity” okresla procent zasad we wszystkich docelowych regionach, ktory
jest pokryty przez co najmniej 20% Ssredniej gltebokosci pokrycia odczytow [170]. Przy
dobrych pozostalych parametrach akceptowano takze probki majace powyzej 10 milionéw
zmapowanych odczytow oraz pokrycie w przedziale 900-1000. W niektorych przypadkach
z troch¢ mniejszg ilos$cig odczytdw czy pokryciem taczono takze odczyty z 2 niezaleznych

sekwencjonowan dla 1 probki aby uzyska¢ wigksza liczbe zmapowanych odczytow.

coverageAnalysis ViewLog  Delete
Completed 59.8 MB

«coverageAnalysis.html

Library type: AmpliSeq DNA
Target regions: target_region_Oncomine_Tumor_Mutation_Load_Regions_v2.1

Barcode Name Sample Mapped Reads On Target Mean Depth Uniformity
lonXpress_034 smpl25 13,381,259 99.12% 857 89.24%
lonXpress_037 smpl106 21,872,086 98.64% 1,400 90.72%
lonXpress_038 smpl130 11,289,352 98.99% 737.8 85.82%
lonXpress_046 smpl94 34,136,276 99.06% 2,176 94.43%

o 20 ™ items per page 1-4o0f4items

Rycina 11. Przykladowe wyniki z analizy pokrycia z oprogramowania Torrent Suite™ .
Na rycinie przedstawiono liczbe i procent zmapowanych odczytoéw, $rednig gteboko$é sekwencjonowania oraz
warto$¢ ,,uniformity”.

3.4.1.5. Analiza bioinformatyczna danych z sekwencjonowania nastepnej generacji

Opracowanie skryptu do przedstawionych ponizej analiz zostalo opracowane
wspolnie z dr Jakubem Pigtkowskim z Instytutu Genetyki i Biotechnologii (Wydziat
Biologii, Uniwersytet Warszawski). Dane do analizy bioinformatycznej pochodzity z trzech
roéznych etapow analizy. W pierwszym etapie z serwera TS $ciggano dane surowe w postaci
sekwencji nukleotydow wraz z informacja o jakosci odczytanych nukleotydow — plik
w formacie FASTQ, a takze pliki z binarnym zapisem przyréwnania do sekwencji
referencyjnej w wyniku mapowania — BAM (ang. Binary Alignment Map) oraz pliki
zawierajace zidentyfikowane warianty — VCF (ang. Variant Call Format). Do identyfikacji
wariantow uzyto domyslnych ustawien dla oprogramowania "AmpliSeq Panel - Proton -
Somatic - Low Stringency”, wersja 5.12.0.2 (552).

W kolejnym etapie warianty bylty analizowane od surowego, $ciggni¢tego wczesniej

formatu FASTQ z uzyciem pakietu oprogramowania - GATK (ang. Genome Analysis
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Toolkit) wersja 4.2.2.0 [180]. W tym celu najpierw przeprowadzano wstgpng obrobke
danych i ich kalibracje m.in. mapowanie programem BWA (ang. Burrows-Wheeler
Alignment Tool) [181] i re-kalibracj¢ jakosci wykrytych podczas sekwencjonowania zasad
azotowych (BQSR, ang. Base Quality Score Recalibration), ktéra miata na celu m.in.
wyeliminowanie btgdow wynikajacych z sekwencjonowania [182]. W wyniku tego etapu
otrzymywano plik BAM, ktory stuzyt jako plik wyjsciowy do procesu identyfikacji
wariantow. W celu identyfikacji wariantow somatycznych uzyto oprogramowania Mutect2
z pakietu GATK [183]. Do odfiltrowywania wariantow germinalnych uzyto dane
populacyjne z bazy gnomAD (ang. Genome Aggregation Database), a takze PoN (ang. panel
of normals), ktory zawiera informacje o potencjalnych artefaktach z puli tkanek normalnych
przygotowany przez autoréw GATK w oparciu o baz¢ TCGA (ang. The Cancer Genome
Atlas) [182]. W kolejnych etapach nastgpowata weryfikacja zanieczyszczen pochodzacych
z innych probek, rozdziat wariantow multiallelicznych na warianty monoalleliczne przy
uzyciu BCFtools, a nastepnie wyrOwnywanie wariantow do lewej strony za pomoca
narz¢dzia LeftAlignAndTrimVariants [184]. W ostatnim kroku warianty byty filtrowane
W oparciu o nastgpujgce parametry:

1) Dla polimorfizmu pojedynczego nukleotydu (SNP, ang. single nucleotide
polymorphism) lub wiecej niz jednego nukleotydu (MNP, ang. multiple nucleotide
polymorphism):

a. Minimalne pokrycie w pojedynczym locus genowym (parametr DP, ang.
depth): 15

b. Minimalna frekwencja alternatywnego (zmutowanego) allelu
w populacji, okreslona jako frakcja odczytdow  wspierajacych
alternatywny allel (parametr AF, ang. allele frequency): 0,015 lub 0,075
(dla probek o wyzszym stopniu deaminacji, co zostato szczegdtowo
omowione ponizej przy opisie analizy wynikow z IR)

2) Dla indeli:

a. Minimalne DP: 70

b. Przedziat AF: 0,35 — 0,55

c. Minimalne prawdopodobienstwo wystgpienia mutacji somatycznej
w probee w skali logarytmicznej (parametr TLOD, ang. tumor log-odd
score): 14.

[185,186]
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Poszczegoblne typy wariantow po filtracji faczono na koniec w jeden plik VCF.

Trzecim typem VCF byty pliki pobrane z oprogramowania IR (wersja 5.20), ktory
generowat plik VCF w oparciu o pobrany wczesniej z TS plik BAM i wybrany skrypt -
Oncomine Tumor Mutation Load - w3.4 - DNA - Single Sample. IR umozliwia
wygenerowanie raportow (Rycina 12) z wartoscig TMB, okresleniem charakterystycznych
sygnatur mutacyjnych, liczba wykrytych wariantow germinalnych i somatycznych oraz
okresleniem stopnia deaminacji probki (ang. deamination score). Przyjety
W oprogramowaniu punkt odcigcia dla stopnia deaminacji to 100, jednak z uwagi na duze
ryzyko deaminacji w probkach oraz znacznie zwigkszone TMB przy obserwowanym
jednoczesnie wyzszym stopniu deaminacji, do dalszych analiz kwalifikowano probki
0 stopniu deaminacji < 10. W przypadku wartosci w zakresie 10 - 25 i/lub TMB
(otrzymanego z oprogramowania IR) w zakresie 11 - 50 mut/Mb dla 6 probek zastosowano
zaostrzone warunki filtracji wariantow poprzez zwigkszenie minimalnego AF z domyslne;j
wartosci 0,05 na 0,1 zgodnie z rekomendacjg producenta panelu genetycznego [170].
Analogicznie postgpowano z wartoscig AF przy filtracji z wykorzystaniem GATK, gdzie
empirycznie okre$lono minimalng warto$¢ na 0,075 opierajac si¢ na zachowaniu tego
samego stosunku ilosci odfiltrowywanych wariantow przed i po zmianie parametru AF, co
przy zmianie tego parametru w IR. Zidentyfikowane warianty byty eksportowane w postaci
VCF’6w po zastosowaniu rozszerzonych parametrow filtracji - Oncomine Extended (5.14).
Wyjatek stanowily probki o zaostrzonych parametrach AF, w przypadku ktorych warianty
podlegaly domyslne;j filtracji - Oncomine Variants (5.10).
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Rycina 12. Przykladowy raport z oprogramowania lon Reporter ™.
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W trakcie ustalania metodyki testowano rozne opcje doboru parametrow filtracji oraz
rébzne oprogramowania. Oprogramowanie TS generowalo bardzo zawyzone dane,
szczegOlnie pod wzgledem indeli (wynikajace z tendencji do bledow w regionach
homopolimerowych sekwencji DNA) i nie byto skuteczne pod wzgledem filtracji wariantow
germinalnych. Uwzgledniato z kolei potencjalne artefakty sekwencjonowania wynikajgce
z technologii lon Torrent™ [187,188]. Pakiet GATK natomiast odfiltrowywat warianty
germinalne przy zastosowaniu odpowiedniej opcji filtracji, zamiast standardowej filtracji
GATK, jednak najprawdopodobniej ze wzgledu na brak testowania i dostosowania do
technologii lon Torrent™ usuwal niektore warianty wiarygodne, a zachowywatl cze$é
falszywie pozytywnych m.in. indeli. Z kolei w przypadku IR ograniczone mozliwo$ci
manipulacji i doboru poszczegdlnych parametrow stanowity problem do dalszej obrobki
danych. Dodatkowo w przypadku $cisle ustalonych kryteridow, ktore nie podlegaly znacznym
modyfikacjom, program generowal ograniczong liczb¢ wynikow, ktore moglty pomijac
niektore mniej znane warianty genetyczne. W zwiazku z przedstawionymi ograniczeniami
kazdej z metod, zdecydowano si¢ potaczy¢ wszystkie typy wariantow uzyskanych z 3
oprogramowan poprzez funkcje intersekcji (wygenerowania zbioru wspolnego)
z wykorzystaniem BCFtools dla wariantow uzyskanych z TS i GATK. Pozwolito to na
zachowanie optymalnego stosunku wariantow typu SNP do indeli. Nast¢pnie dodano
dodatkowo warianty z IR, aby uzyskac¢ jak najpetniejsza pule wariantow do dalszego etapu
filtracji. Przykladowe wyniki z poréwnania réznych metod zostaly przedstawione
w Zataczniku 1 (Rycina Z1).

Scalony plik VCF byl nastgpnie anotowany przez program Funcotator
(ang. FUNCtional annOTATOR) z pakietu GATK, ktory odfiltrowywat ,,oflagowane”
zdarzenia m.in. wykryte jako warianty germinalne, wystepujace w PON (z Mutetc2), a takze
warianty o nizszym pokryciu i niskiej jakosci mapowania, allele multialleliczne, warianty
wystepujace tylko na jednej nici oraz blisko konca odczytow, a takze warianty potozone
blisko innych odfiltrowanych juz wariantow w obrebie tego samego haplotypu. Nastepnie
odfiltrowane pliki byty zapisywane jako pliki VCF - do dalszego etapu analizy oraz pliki
MAF (ang. Mutation Annotation Format) - do wizualizacji danych.

W celu walidacji metodyki i wykrycia potencjalnych artefaktow wynikajacych
z uzytej technologii, a takze z uwagi na brak sparowanych probek od pacjentow (bedacych
najwiarygodniejszym sposobem filtracji wariantow germinalnych [189]), utworzono grupe

kontrolng ze zdrowej populacji. W tym celu 9 dostepnych tkanek (5 pochodzacych z tkanek
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FFPE: ze skory, weztow chlonnych lub ptuc oraz 4 wyizolowane z krwi osob zdrowych)
poddano takiej samej procedurze przygotowania bibliotek DNA, sekwencjonowania,
a nastepnie analizy danych jak opisano powyzej. Otrzymano w ten sposob plik VCF
zawierajacy pule wariantow ze wszystkich tkanek zdrowych, nienowotworowych. Nastepnie
z wczesniej otrzymanych plikow VCF odfiltrowywano warianty ktore wystepowaty
w grupie kontrolnej, bedace potencjalnymi wariantami germinalnymi, wariantami
niepatogennymi (niezwigzanymi z rozwojem danej choroby) lub artefaktami. W ten sposob
uzyskano warianty potencjalnie somatyczne. Dodatkowo zostata przeprowadzona filtracja
0 zaostrzonych parametrach po identyfikacji wariantow w celu identyfikacji
wiarygodniejszych wariantow tj. AF > 0,05 oraz DP > 50 [185,190,191].

Nastepnie przeprowadzano adnotacje zidentyfikowanych wariantow
z wykorzystaniem narzgdzia Ensembl VEP (ang. Variant Effect Predictor) wersja 110.1
[192]. Do predykcji patogennos$ci wariantow wykorzystano nastepujace predyktory: SIFT
(ang. Sorting Intolerant From Tolerant), przewidujacy czy podstawienie aminokwasu
wpltywa na funkcj¢ biatka w oparciu o homologi¢ sekwencji 1 wlasciwosci fizyczne
aminokwasow [193]; PolyPhen-2 (ang. Polymorphism Phenotyping v2), przewidujacy
mozliwy wpltyw podstawienia aminokwasu na struktur¢ i funkcje ludzkiego biatka na
podstawie prostych rozwazan fizycznych i porownawczych [194]; oraz AlphaMissense,
wykorzystujacy uczenie maszynowe do przewidywania zmian pojedynczych aminokwasow
na funkcje¢ biatka i okreslenia patogennosci danego wariantu [195]. Warianty okreslone
przez VEP jako ,,nieszkodliwe”, o przewidywanym niskim wplywie na struktur¢ biatka
(ang. low), czyli obejmujace m.in. mutacje synonimiczne tj. zmiany nukleotydu przy
jednoczesnym braku zmiany aminokwasu, ktore identyfikowano w kolumnie ,IMPACT”
w pliku wyjsciowym oraz warianty oznaczone w bazie ClinVar [196] w kolumnie
,,CLIN SIG” jako tagodne (ang. benign), czyli nie majgce potencjalnie zwiazku z choroba,
byty odfiltrowywane w pierwszej kolejnosci. Nastepnie zachowywano warianty ktore byty
okreslone jako szkodliwe jednoczeénie wedtug SIFT i PolyPhen-2 lub jako patogenne
w AlphaMissense, charakteryzujacym si¢ wysoka precyzja, jednak wykrywajacy jedynie
SNV [195].

Na koniec warianty oceniano manualnie w celu dodatkowej weryfikacji wystgpienia
potencjalnych artefaktow (szczegélnie w przypadku indeli) w programie Golden Helix
GenomeBrowse® wersja 3.0.0 (sekwencja referencyjna GRCH37 g1k, 1000 Genomes)
(Rycina 13). W tym celu wszystkie warianty, ktore nie byty do tej pory opisane w bazie
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zbierajacej informacje o SNPs w populacji — dbSNP (ang. Single Nucleotide Polymorphism
Database) zostaty dodatkowo sprawdzone pod wzgledem odczytow — zidentyfikowany
wariant musiat wystepowac¢ W co najmniej 2 odczytach na kazdej z nici (,,-” oraz ,,+’) oraz
na co najmniej 5 odczytach sumarycznie (przy zachowaniu AF = 0,05). Pozostale warianty
wykluczano z analizy. Odfiltrowywano takze warianty obecne w bazie ,,1000 Genomoéw”
0 czgstosci powyzej 0,005. Dodatkowo w Golden Helix GenomeBrowse® sprawdzano
indele pod wzglgdem wystepowania w probkach tkanek zdrowych i powtarzajace sig
warianty takze wykluczano [190,191]. W ten sposob uzyskano ostateczng liste potencjalnie

somatycznych i patogennych wariantow (Rycina 14).
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Rycma 13. Przykladowy widok z programu Golden Helix GenomeBrowse®.
Na rycinie przedstawiono fragment genu wraz z pokryciem w danym regionie oraz
zidentyfikowanymi mutacjami w stosunku do sekwencji referencyjne;.
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Rycina 14. Schemat bioinformatycznej analizy danych z sekwencjonowania nastepnej
generacji.

Skroty: BAM — ang. Binary Alignment Map, Funcotator — ang. FUNCtional annOTATOR, GATK — ang.
Genome Analysis Toolkit, INDELS - insercje, delecje - indele (ang. insertion or deletion), MNPs — zmiany
kilku nukleotydoéw (ang. multiple nucleotide polymorphism), Polyphen — ang. Polymorphism Phenotyping,
SNPs — polimorfizm pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide polymorphism), SIFT — ang. sorting
intolerant from tolerant, TML — ang. tumor mutation load, VCF — ang. Variant Call Format, VEP — ang.
Variant Effect Predictor.

W celu identyfikacji CNV wykorzystano pakiet R - PureCN w wersji 2.0.2 [197].

Jako pliki wyjsciowe wykorzystano BAM’y uzyskane wczesniej z GATK. Nastgpnie

przeprowadzono etap identyfikacji wariantow z uzyciem Mutect2 oraz obliczano $rednie

pokrycie w probkach. Nastepnie przeprowadzano normalizacjg ilosci zasad GC i w oparciu

0 pule probek zdrowych (opisanych powyzej) normalizacje i segmentacje liczby kopii.
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W efekcie uzyskiwano plik w formacie CSV (ang. comma-separated values) z lista genow

z wykrytg amplifikacjg Iub delecjg wraz z wykrytg w danym regionie liczba kopii.

3.4.1.6. Sekwencjonowanie metodg Sangera

Sekwencjonowanie metoda Sangera jest wcigz ztotym standardem przy wykrywaniu
mutacji. Z tego powodu jest rekomendowanym sposobem na niezalezng kontrolg
wykrywanych w NGS mutacji i dodatkowe potwierdzenie lub wykluczenie
zidentyfikowanych u pacjentow wariantow [186,198,199]. W celu walidacji analizy
bioinformatycznej, opisanej w poprzednim podrozdziale, czgsto powtarzajace si¢ w wielu
probkach warianty (stanowigce ponad 10% wszystkich probek) i obecne zaréwno
w probkach nowotworowych jak i w puli probek tkanek zdrowych, potwierdzono
sekwencjonowaniem metodg Sangera. Na tej podstawie zwalidowano proces wykluczania
wariantow bedacych potencjalnymi polimorfizmami lub artefaktami sekwencjonowania,
a takze potwierdzono obecnos$¢ wariantow czesto opisywanych i waznych w ChS. Warianty
zidentyfikowane zaréwno w tkankach zdrowych jak i nowotworowych byty odrzucane
z analizy NGS.

Do sekwencjonowania metoda Sangera zostaly wytypowane nastgpujace geny
obecne zar6wno w tkance nowotworowej jak i zdrowej: HNF1A (p.P291), NOTCH4
(p.G349), EPHB1 (p.R865), RNF213 (p.L4649), CSMD3 (p.Y1575) i THBS1 (p.Q882).
Z kolei wsrod wytypowanych gendow czesto wystepujacych w ChS byty IDH1 (p.R132) oraz
IDH2 (p.R172). Startery do namnozenia wybranych fragmentow gendéw zostaly
zaprojektowane przy wykorzystaniu programu SciEd Central wersja 7.11. Uzyskane w ten
sposob produkty PCR miaty wielko$¢ okoto 400 par zasad. Do starterow przednich
(ang. forward) dotaczano sekwencje uniwersalng (T7) udostepniong przez Pracownie
Sekwencjonowania DNA i Syntezy Oligonukleotydow Instytutu Biochemii i Biofizyki
Polskiej Akademii Nauk (oligo.pl). Zaprojektowany starter stanowit jednoczesnie starter do
sekwencjonowania (wyjatek stanowity osobno zaprojektowane startery dla genéw HNF1A
oraz IDH1). Produkt namnazano z uzyciem polimerazy Q5® High-Fidelity DNA
Polymerase (New England Biolabs, Inc., Ipswich, Massachusetts, Stany Zjednoczone)
I postgpowano zgodnie protokotem przygotowania reakcji PCR. Nastepnie produkt
sprawdzano na zelu agarozowym, poddawano oczyszczaniu z uzyciem GeneJET PCR
Purification Kit (Thermo Fisher Scientific Inc.), eluowano 20 ul buforu elucyjnego
i mierzono stezenie z wykorzystaniem urzgdzenia NanoDrop™ 2000. Objetos¢ probek
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zawierajaca 100 ng DNA dopetniano do 5 pl ultraczysta wodg miliQ. i dodawano 1 pl
startera do sekwencjonowania w stezeniu 5 uM, zgodnie z instrukcjg na stronie Pracowni.
Wykorzystane sekwencje starterow przedstawiono w Zalgczniku 2 (Tabela Z1). Wyniki

z sekwencjonowania analizowano w programie FinchTV wersja 1.4.0.

3.4.1.7. Ocena niestabilnosci mikrosatelitarnej

Do oceny MSI w badanej grupie pacjentow wykorzystano Idylla™ MSI Test
(Biocartis US, Inc., Raritan, NJ, Stany Zjednoczone). Test ten wykorzystuje do oceny 7
biomarkerow zwigzanych z MSI - ACVR2A, BTBD7, DIDO1, MRE11, RYR3, SEC31A
i SULF2. Test uznaje wynik za wazny jesli co najmniej pie¢ genéw zostalo pomyslnie
zanalizowanych. Obecno$¢ co najmniej dwoch zmutowanych biomarkerow pozwala
na zidentyfikowanie probki jako MSI, natomiast obecnos¢ zera lub jednego zmutowanego
biomarkera wskazuje na fenotyp stabilnosSci mikrosatelitarnej (MSS, ang. microsatellite
stable) [200]. Do analizy wykorzystano 1-2 skrawki z tkanek FFPE o grubosci 10 um, ktore
umieszczano w specjalnej kasetce i tadowano do aparatu - Idylla™ system. Nastepowata tu
zautomatyzowana liza komorek, izolacja kwaséw nukleinowych oraz amplifikacja i detekcja
z uzyciem PCR w czasie rzeczywistym (QPCR, ang. real-time PCR/quantitative PCR).
Po zakonczeniu analizy program generowat raport (Rycina 15) z informacja o waznosci testu

oraz obecnosci lub braku MSI.
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RAPORT Z WYNIKOW TESTOW \
idylla

by BIOCARTIS

18439/14

tkanka FFPE

57830280

MSI_IVD/1.0 1.6
00005789 21 mar 2023

SER2203

26.0

C00001497

4.4.0.630

06 wrz 2022 (09:18)

06 wrz 2022 (09:18)

06 wrz 2022 (11:38)

Zatwierdzony wynik: Automatycznie, 06 wrz 2022 (11:38)
test

Wynik testu (1) Urzadzenie medyczne do diagnostyki in vitro. Do uzytku w procedurach diagnostycznych.

Idylla T MSI Test

Status prébki MSI M55

ACVR2A Nie wykryto mutacji

‘Wynik MSI 0.00

BTED7 Nie wykryto mutacji

‘Wynik MSI 0.00

DIDO1 Nie wykryto mutacji

‘Wynik MSI 0.00

MRE11 Nie wykryto mutacji

‘Wynik MSI 0.00

RYR3 Nie wykryto mutacji

‘Wynik MSI 0.00

SEC31A Nie wykryto mutacji

‘Wiynik MSI 0.00

SULF2 Nie wykryto mutacji

‘Wynik MSI 0.00

Status jakosci 7 biomarkerdw MSI zostalo wzmocnionych
prawidlowo, w zwiazku z czym wynik testu jest
WAZNY.

2. BIOCARTIS

Rycina 15. Przykladowy raport z Idylla™ system.
3.4.2. Analizy immunologiczne

3.4.2.1. Analiza immunohistochemiczna

Przygotowanie materialu do barwien IHC oraz ocena barwien zostaly wykonane
przez pracownikoéw Zaktadu Patomorfologii Nowotworéw (NIO-PIB). Z bloczkéw FFPE
zostaly przygotowane mikromacierze tkankowe (TMA, ang. tissue microarray). W tym celu
wybrano po 2 regiony z czg¢$ci centralnej i obwodowej guza i wycigto rdzenie tkankowe
(ang. core) o $rednicy 2 mm przy uzyciu Grand Master (3DHISTECH Ltd., Budapeszt,

76



Wegry). Nastepnie kazdy z rdzeni umieszczano w bloczkach parafinowych zgodnie
Z zaprogramowanym uktadem w oprogramowaniu TMA Control. W kazdym bloku TMA
jako tkanke kontrolng wykorzystano watrobe, migdatek, nerke i jadro. W ten sposdb
przygotowano 8 TMA do dalszych barwien IHC.

Barwienia IHC przeprowadzono na skrawkach tkanek o grubo$ci 4 um przy uzyciu
automatycznego urzadzenia Autostainer Link 48 (Agilent Technologies, Inc.) oraz Ventana
Benchmark Ultra (Ventana Medical System Inc., Oro Valley, Arizona, Stany Zjednoczone).
Do barwien wykorzystano pierwszorzedowe przeciwciata przeciwko: CD45 (marker
leukocytow ogotem); CD3 (limfocyty T ogotem); CD8 (limfocyty T cytotoksyczne); CD4
(limfocyty T pomocnicze); CD20 (limfocyty B); FoxP3 (Treg), CD68 [PG-M1] (makrofagi
o fenotypie M1-podobnym), CD68 [KP1] i CD163 (makrofagi o fenotypie M2-podobnym);
CD14 (monocyty i makrofagi); CD80, HLA-DR (MHC klasy II; APC); CDla i CD141
(komorki dendrytyczne niedojrzate 1 dojrzate); PD-1, TIM-3 i LAG-3 (markery
,wyczerpania” limfocytow/ICPs) oraz Gal-9 (TILs, APC, komorki nowotworowe/ICPS).
Dodatkowo oceniano ekspresj¢ PD-L1 na komorkach nowotworowych, a takze obecno$é
TLS w oparciu 0 pozytywna ekspresj¢ 3 markerow - CD3, CD20 oraz markera dojrzatych
komorek dendrytycznych zaangazowanych w formowanie si¢ TLS - LAMP3 (ang.
lysosome-associated membrane glycoprotein 3) [135]. Specyfikacj¢ poszczegdlnych
przeciwcial wraz z zastosowanym systemem detekcji przedstawiono w Zataczniku 3
(Tabela Z2).

Gotowe preparaty skanowano przy pomocy skanera Ventana DP 200 (Roche
Diagnostics International Ltd., Rotkreuz, Szwajcaria). Analizy obrazowe przeprowadzono
z wykorzystaniem oprogramowania QuPath wersja 0.4.3 [201], a takze weryfikowano
manualnie. Dla markeréw komoérek odporno$ciowych okreslono gestos¢, jako liczbe
dodatnich komoérek na powierzchni¢ (mm?) [148,202]. Ekspresje PD-L1 oceniano jako
procent komoérek pozytywnych w skali od 0 do 2 (0 - brak ekspresji: < 1% kom.
pozytywnych; 1 - niska ekspresja: 1-30% kom. pozytywnych; 2 - wysoka ekspresja: > 30%
kom. pozytywnych) [203].

3.4.2.2. Analiza ekspresji genow zwigzanych z mikrosrodowiskiem guza

Do analizy ekspresji genow wykorzystano gPCR. Metoda ta wykorzystuje barwniki
fluorescencyjne lub wyznakowane sondy do ilo§ciowego pomiaru amplifikowanego DNA
w celu okreslenia stezenia wyjSciowego oraz okre$lenia przyrostu produktu w czasie

77



rzeczywistym [204]. Do przeprowadzenia reakcji qPCR uzyto komercyjnego panelu Human
Cancer Inflammation & Immunity Crosstalk RT?> Profiler PCR Array (RT? Profiler PCR
Array Format E 384 (4 x 96), Quiagen®, Hilden, Niemcy), ktory zawiera 84 geny
zaangazowane w posredniczenie migdzy komorkami nowotworowymi, a komorkami uktadu
odpornosciowego (Tabela 3). Szczegdtowy opis genow zawarto w Tabeli Z3 w Zatgczniku
4.

Tabela 3. Lista genow z panelu Human Cancer Inflammation & Immunity Crosstalk RT?
Profiler PCR Array.

ACKR3 CSF3 HIF1A KITLG
AICDA CTLA4 HLA-A MICA
BCL2 CXCL1 HLA-B MICB
BCL2L1 CXCL10 HLA-C MIF
CCL18 CXCL11 IDO1 MYC
CCL2 CXCL12 IFNG MYD88
CCL20 CXCL2 IGF1 NFKB1
CCL21 CXCL5 IL10 NOS2
CCL22 CXCL9 IL12A PDCD1
CCL28 CXCR1 IL12B PTGS2
CCL4 CXCR2 IL13 SPP1
CCL5 CXCR3 IL15 STAT1
CCR1 CXCR4 IL17A STAT3
CCR10 CXCRS5 IL1A TGFB1
CCR2 EGF IL1B TLR2
CCR4 EGFR IL2 TLR3
CCR7 FASLG IL23A TLR4
CCR9 FOXP3 IL4 TNF
CD274 GBP1 IL6 TNFSF10
CSF1 GZMA CXCL8 TP53
CSF2 GZMB IRF1 VEGFA

Zrédto: [205]

W panelu zostaly zawarte dodatkowo kontrole umozliwiajace ocen¢ jakos$ci
i wydajnosci reakcji qPCR, w tym kontrola pozytywna ogolnej wydajnosci reakcji PCR,
kontrola wydajnosci odwrotnej transkryptazy, a takze kontrola wykrywajaca

zanieczyszczenie genomowym DNA. Dodatkowo w panelu znajdowato si¢ 5 genow
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referencyjnych (ACTB, B2M, GAPDH, HPRT1, RPLPO) o statej ekspresji niezaleznie od
tkanki czyli genow metabolizmu podstawowego (HKGs, ang. housekeeping genes),
umozliwiajacych normalizacje uzyskanych wynikow.
Do analizy ekspresji genow pomigdzy poszczegolnymi podtypami histologicznymi
ChS wytypowano probki 0 najlepszych parametrach jakosciowych RNA (reprezentatywna
podgrupa 60 pacjentow ze 105, Rycina 6). W celu uzyskania jak najlepszej czystosci
i stgzenia RNA rutynowo wszystkie probki oczyszczano z ewentualnych zanieczyszczen,
m.in. genomowych. W tym celu probki poddano trawieniu DNaza (DNase |, RNase-free,
Thermo Fisher Scientific Inc.) w stezeniu 1 U/ug RNA z dodatkiem inhibitora RNaz
(RiboLock RNase Inhibitor (40 U/uL), Thermo Fisher Scientific Inc.) w stezeniu 1 U/ul
mieszaniny i inkubowano w 37 °C przez 30 min., a nast¢pnie reakcj¢ zahamowywano przez
dodanie 50 mM EDTA i 10-minutowg inkubacje w 65 °C. Nast¢pnie probki oczyszczano na
kolumienkach przy uzyciu zestawu Monarch® RNA Cleanup Kit (10 pg) (New England
Biolabs), postepujac zgodnie z instrukcjg producenta i eluowano 20 ul wolnej od nukleaz
wody. Nastepnie uzyskane w ten sposob RNA mierzono spektrofotometrycznie
(NanoDrop™ 2000). Do dalszych etapow kwalifikowano probki o parametrach A260/A280:
1,8-2,0 i stezeniu co najmniej 40 pg/ml, zgodnie z rekomendacja producenta panelu.
Wiasciwy eksperyment z wykorzystaniem zestawu RT? Profiler PCR Array

przebiegat w 4 etapach:

1) Eliminacja genomowego DNA.

2) Odwrotna transkrypcja.

3) Dodanie mieszaniny z barwnikiem fluorescencyjnym interkalujacym w DNA.

4) Nalozenie mieszaniny na plytke 384-dotkowa ze starterami dla odpowiednich

sekwencji genowych.

W 1 etapie przygotowano mieszaning 2 ul buforu GE i 400 ng RNA
z wykorzystaniem zestawu RT2 First Strand Kit (Quiagen®) i inkubowano w 42 °C przez 5
min. W kolejnym etapie przygotowano mieszaning reakcyjng do odwrotnej transkrypcji
Z wykorzystaniem odczynnikow z tego samego zastawu i wymieszano z wczesniej uzyskang
mieszaning w stosunku 1:1. Cato$¢ inkubowano w 42 °C przez 15 min., a nastgpnie w 95 °C
przez 5 min. Do uzyskanego w ten sposob cDNA dodawano mieszaning z barwnikiem
SYBR green (RT2 SYBR® Green qPCR Mastermix, Quiagen®) postepujac zgodnie

z rekomendacjg producenta. Nastepnie 10 ul mieszaniny naktadano na docelowa ptytke
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z panelu Human Cancer Inflammation & Immunity Crosstalk RT? Profiler PCR Array.

Wariant plytki 384-dotkowej umozliwiat analize 4 probek jednoczesnie (Rycina 16).
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Rycina 16. Schemat plytki 384-dolkowej dolaczonej do zestawu RT? Profiler PCR Array
Format E 384 (4 x 96).

W kolorowych ramkach (czerwonej, zielonej, niebieskiej i zottej) oznaczono miejsca zawierajace poszczegolne
kontrole i geny referencyjne. W ramce pomaranczowej 0znaczono powtarzalny schemat umieszczenia zestawu
starterow dla 1 z genéw, pozwalajacy na analiz¢ 4 probek jednoczes$nie. Schemat zmodyfikowano w oparciu
0 [206].

Przygotowang w ten sposob ptytke nastepnie wirowano i umieszczano w aparacie
LightCycler® 480 (384-well block) (Roche Diagnostics International Ltd.) i nastawiano
reakcje qPCR zgodnie z warunkami opisanymi w protokole.

Do wstepnej analizy wynikow wykorzystano oprogramowanie LightCycler®, przy
pomocy ktérego wyznaczono wartosci cyklu progowego (CT, ang. cycle threshold), czyli
warto$¢ pierwszego cyklu w ktorym wykrywalna jest fluorescencja w badanej probce
w oparciu 0 metode analizy maksimum drugiej pochodnej (ang. second derivative
maximum) [207]. Nastepnie surowe wartosci CT byly pobierane i analizowane z uzyciem

oprogramowania komercyjnego - GeneGlobe Data Analysis Center (Quiagen®).
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Do dalszych analiz wybierano probki ktore przeszty kontrole jakosci w programie, tj. nie
mialy zanieczyszczen genomowych oraz kontrola wydajnosci odwrotnej transkryptazy
i kontrola pozytywna przeszly pomyslnie. Za limit detekcji uznano CT = 35.

Nastepnie probki byty analizowane (w tym samym oprogramowaniu) W oparciu
0 metode komparatywng (AACt) [208], w ktorej oblicza si¢ roznice migdzy genem badanym
a referencyjnym (ACt) w grupie badanej i kontrolnej. Nastepnie okreslano poziom zmiany
ekspresji — parametr FC (ang. fold change) w stosunku do grupy kontrolnej wg. wzoru: FC
= 202ACT) ‘gdzie AACt to réznica $redniej warto$ci ACt miedzy grupa badawcza, a kontrolng
[209]. Jako grupy kontrolnej uzyto RNA pochodzace z 4 tkanek zdrowych z materiatu FFPE
(tych samych uzytych do analizy NGS). Genem referencyjnym wybranym do analizy byt
gen HPRTL.

3.4.3. Analizy statystyczne i wizualizacja danych

Do przygotowania wykresow oraz Statystycznej analizy danych wykorzystano
srodowisko R (wersja 4.3.1). Do wizualizacji danych otrzymanych z NGS uzyto pakietu
Maftools (wersja 2.18.0) [210].

TMB zostato obliczone jako liczba wykrytych wariantow (bez CNV) na rozmiar
genomu okreslonego przez producenta panelu genetycznego tj. 1,7 Mb. Analizy
funkcjonalnej deregulowanych gendéw dokonano na podstawie danych dostepnych z dwoch
roznych prac [211,212] z wykorzystaniem wspomnianego pakietu Maftools.

Czas OS obliczono jako okres od daty diagnozy ChS do daty zgonu (niezaleznie od
przyczyny) lub do daty ostatniej obserwacji. Czas przezycia wolnego od choroby (DFS, ang.
disease-free survival) zostat obliczony jako okres od daty zakonczenia leczenia (radykalnej
resekcji chirurgicznej) do daty nawrotu, rozsiania, zgonu lub daty ostatniej obserwacji.
Mediang czasu OS i DFS oszacowano przy uzyciu metody Kaplana-Meiera. Roznice w OS
pomigdzy  wybranymi  czynnikami na krzywych Kaplana-Meiera  okreslono
z wykorzystaniem testu log-rank. Jednoczynnikowsg i wieloczynnikowa analize zaleznoS$ci
pomiedzy czynnikami Klinicznymi, genetycznymi lub immunologicznymi a przezyciem
pacjentow (OS lub DFS) przeprowadzono z wykorzystaniem regresji Coxa.
Wieloparametrycznej  oceny  wplywu  czynnikow  genetycznych,  klinicznych
i immunologicznych na OS dokonano poprzez selekcje zmiennych o najbardziej znaczacym
udziale z wykorzystaniem modelu Coxa penalizowanego LASSO (ang. Least Absolute

Shrinkage and Selection Operator) z 10-krotng walidacjg krzyzows. Optymalng warto$¢ A
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wybrano jako mieszczacg si¢ w granicach 1 odchylenia standardowego minimalnego btedu
walidacji krzyzowej. Warto$ci p <0,05 uznano za istotne statystycznie.

Do poréwnan wartosci TMB pomigdzy poszczegolnymi podtypami histologicznymi
ChS czy klastrami immunologicznymi wykorzystano test Kruskala-Wallisa. Warto$ci
p <0,05 uznano za istotne statystycznie.

Do poréwnania zmiennych kategorycznych (tj. obecno$¢ mutacji, klastra
immunologicznego, podtypu histologicznego ChS, TLS lub pozytywnej ekspresji PD-L1)
zastosowano doktadny test Fishera z poprawka Benjamini-Hochberga na wielokrotne
testowanie (tam gdzie bylo to wymagane). Wartosci FDR <0,05 uznano za istotne
statystycznie.

Ro6znice w ilosci naciekow komoérek immunologicznych w centralnej i obwodowej
czesci guza okreslono przy wykorzystaniu testu Wilcoxona dla par obserwacji z poprawka
Benjamini-Hochberg’a na wielokrotne testowanie. Korelacj¢ pomigdzy poszczegdlnymi
markerami w rdéznych regionach guza oraz pomigdzy roéznymi markerami
immunologicznymi okre§lono z wykorzystaniem korelacji rang Spearmana z poprawka
Benjamini-Hochberga na wielokrotne testowanie. W przypadku obu testow warto$ci FDR
<0,05 uznano za istotne statystycznie.

Do wytypowania poszczegdlnych klastrow immunologicznych zastosowano
Klastrowanie hierarchiczne w oparciu o metod¢ Warda D2 oraz odlegto$¢ euklidesowa.
Liczba klastrow zostala okreslona przy uzyciu 30 indeksow zaimplementowanych
w pakiecie NbClust (wersja 3.0.1) [213]. Oceny udzialu poszczegdlnych markeréw
W poszczeg6dlnych klastrach dokonano z wykorzystaniem analizy gtownych sktadowych
(PCA, ang. principal components analysis).

Roéznice w ekspresji gendw pomigdzy poszczegdlnymi podtypami ChS oceniono
przy pomocy wspomnianego wczesniej oprogramowania komercyjnego (GeneGlobe Data
Analysis Center). Do poréwnan pomi¢dzy podtypami histologicznymi wykorzystano test t
Studenta z poprawka Benjamini-Hochberga na wielokrotne testowanie. Wyniki powyzej
llog2(FC)| > 1 oraz FDR <0,05 uznano za istotne statystycznie. Do analizy wzbogacenia
istotnych w analizie genéw z wykorzystaniem GO (ang. Gene Ontology) uzyto pakiet
clusterProfiler (wersja 4.10.0). Reprezentatywnos$¢ podgrupy pacjentéw u ktdorych oceniano

ekspresje gendw W qPCR potwierdzono dodatkowo przy uzyciu testu Chi?,
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4. Wyniki

4.1. Charakterystyka pacjentow wytypowanych do analiz immunologiczno-

molekularnych

Prezentowane w pracy analizy oparto o dane dotyczace 99 pacjentow z pelnymi
wynikami z NGS i oceny IHC. Ze wzgledu na brak r6znic w wynikach uzyskanych z oceny
MSI pomiedzy pacjentami (opisane w podrozdziale 4.2.2) nie wlaczano ich do analizy
wieloczynnikowej, aby nie zawezi¢ ostatecznej grupy badanej. Pomimo obecnosci petnych

danych, z analizy wykluczono 1 pacjenta z MCS ze wzgledu na zbyt malg liczebnos¢ grupy.

W analizowanej grupie pacjentow srednia wieku wynosita 53 lata i wystgpowata
niewielka przewaga liczebna me¢zczyzn w stosunku do kobiet (1,36:1). Do badania wtgczono
28 pacjentow z rozpoznaniem ChS G1, 37 z G2, 24 z G3 oraz 10 z rozpoznaniem DDCS.
Najczestsza lokalizacjg guza pierwotnego ChS byta konczyna gorna (36,4% pacjentow).
Srednia wielko$¢ guza wynosila okoto 12 cm. 90 pacjentéw miato przeprowadzong resekcje
po pobranej wczesniej biopsji. Resekcja radykalna dotyczyta 79 z 90 pacjentow. Wznowe
miejscowa lub przerzuty odlegte zaobserwowano u prawie 1/3 pacjentow (28 przypadkow).

Pelng charakterystyke pacjentow przedstawiono w Tabeli 4.
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Tabela 4. Charakterystyka pacjentow wlaczonych do analizy.

Typ cechy Cecha Warto$é

Grupa badana - liczba 99
Kobieta 42: 42 4
Pte¢ - liczba; %
Mgzczyzna 57; 57,6
Wiek w momencie diagnozy - srednia
(odch. stand.) [lata] ) 53,00 (17.13)
Wielko$¢ guza — $rednia (odch. stand.) [mm] - 122,64 (65,83)
Odrdznicowany 10; 10,1
Gl 28; 28,3
Podtyp - liczba; %

G2 37,374
G3 24, 24,2
Osiowa 35; 35,4
Lokalizacja - liczba; % Konczyna dolna 28; 28,3
Konczyna gorna 36; 36,4
Resekcja lokalna 64; 64,6
Rodzaj zabiegu - liczba; % Resekcja z implantacjg protezy 17;17,2
Amputacja 18; 18,2
RO 79;79,8
Margines chirurgiczny - liczba; % R1 11; 11,1

R2 9;9.1

Biopsja wycinajaca 3; 3,0
Typ resekcji - liczba; % Resekcja po biopsji 90; 90,9

hupu-cupu* 6; 6,1
Tak 28; 28,9

Wznowa - liczba; %
Nie 69; 71,1
Tak 28; 28,9
Przerzuty odlegte - liczba; %

Nie 69; 71,1

* operacja bez wczesniejszej biopsji (ang. ,, whoops” operation).
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W badanej grupie pacjentow mediana czasu OS wynosita 64,6 (95% CI: 44.2 - NR)

miesiecy (Rycina 17), z kolei mediana DFS - 32,1 (95% ClI: 22 - 52,9) miesiecy (Rycina 18).
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Rycina 17. Przezycie calkowite 99 pacjentow z rozpoznaniem chrzestniakomiesaka.
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Rycina 18. Czas przezycia wolnego od choroby 99 pacjentow z rozpoznaniem
chrzestniakomigsaka.

4.1.1. Ocena wplywu czynnikow klinicznych na przezycie pacjentéow

W celu wytypowania istotnych czynnikoéw klinicznych warunkujacych dlugosé
przezycia (OS, DFS) w badanej grupie pacjentdow wybrano nastepujace czynniki: pteé,
wielko$¢ guza pierwotnego, wiek pacjenta w momencie rozpoznania, obecnos$¢ ztamania

patologicznego w momencie rozpoznania, lokalizacja guza pierwotnego, margines
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chirurgiczny oraz podtyp histologiczny ChS. Analiza jednoczynnikowa wykazata, ze istotny
statystycznie (p <0,05) negatywny wplyw na przezycie (zarowno na OS, jak i DFS) mialy
nastepujgce czynniki: wiekszy rozmiar guza oraz zwigkszajacy si¢ wiek pacjenta
(analizowane jako zmienne ciagle), wystgpienie ztamania patologicznego, lokalizacja
nowotworu na konczynach, a takze wyzszy stopnien ztosliwosci histologicznej (Tabela 5).
Do analizy wieloczynnikowej wybrano czynniki, ktére wykazaty istotnos¢ w modelu
jednoczynnikowym. Niezaleznymi negatywnymi czynnikami prognostycznymi istotnie
wptywajacymi na OS i DFS byt podtyp histologiczny oraz wielko$¢ guza, a w przypadku
DFS takze lokalizacja nowotworu w obrebie konczyny dolnej. Wiek miat istotne znaczenie
jedynie w przypadku OS. Obecnos¢ ztamania patologicznego oraz margines chirurgiczny

nie byty istotne statystycznie (Tabela 5).
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Tabela 5. Analiza jedno- i wieloczynnikowa wplywu wybranych czynnikéw klinicznych na

przezycia pacjentow.

(OR] DFS
HR HR HR HR
(95% ClI; p- (95% ClI; p- (95% CI; p- (95% ClI; p-
) wartosc) - wartosc) - wartosc) - wartosc)
Cecha Liczba ) ) ) )
analiza analiza analiza - analiza
jednoczynni- wieloczynni- jednoczynni- wieloczynni-
kowa kowa kowa kowa
Kobieta 42 - - - -
Pleé 1,24 (0,66-2,35; 1,16 (0,68-1,98;
Mgzczyzna 57 - -
p=0,504) p=0,594)
Wiek
L, 1,04 (1,02-1,05; | 1,02(1,00-1,05; | 1,03(1,01-1,04; @ 1,02 (1,00-1,04;
(wartosé - N
_ p <0,001) p=0,037) p <0,001) p=0,056)
ciggla zmiany)
WielkoS¢ guza
- 1,01 (1,01-1,01; | 1,01(1,00-1,01; | 1,01(1,00-1,01; 1,01 (1,00-1,01;
(wartosé - -
p <0,001) p=0,001) p <0,001) p=0,007)
ciggta zmiany)
Nie 90 - - - -
Ztamanie
. 2,59 (1,19-5,62; | 1,51 (0,66-3,46; 2,28 (1,08-4,83; | 2,14 (0,92-4,95;
patologiczne Tak 9
p=0,016) p=0,328) p=0,032) p=0,077)
Osiowa 35 - - - -
Koficzyna 28 4,56 (1,87- 2,48 (0,89-6,87; | 2,72(1,38-5,38; = 2,27 (1,06-4,89;
Lokalizacja dolna 11,13; p=0,001) p=0,081) p=0,004) p=0,036)
Kofczyna % 3,40 (1,41-8,16; = 1,99 (0,76-5,26; = 2,00 (1,04-3,84; = 1,19 (0,54-2,62;
gbrna p=0,006) p=0,164) p=0,038) p=0,666)
Odroznico-
10 - - - -
wany
1 28 0,04 (0,01-0,13; ' 0,16 (0,04-0,66; | 0,03 (0,01-0,09; | 0,08 (0,02-0,28;
Podtyp p <0,001) p=0,011) p <0,001) p <0,001)
histologiczny G2 47 0,10 (0,04-0,25; | 0,27 (0,09-0,80; | 0,09 (0,04-0,21; | 0,19 (0,07-0,51;
p <0,001) p=0,018) p <0,001) p=0,001)
3 Y 0,28 (0,12-0,66; & 0,59 (0,21-1,65; | 0,22 (0,09-0,52; | 0,43 (0,16-1,17;
p=0,004) p=0,315) p=0,001) p=0,099)
RO 79 - - - -
. 1,08 (0,45-2,59; 0,99 (0,46-2,11;
Margines R1 11 - -
o p=0,867) p=0,979)
chirurgiczny
R 0,76 (0,23-2,50; 0,77 (0,27-2,13;
p=0,657) p=0,610)

Pogrubiong czcionkg zaznaczono wyniki istotne statycznie (p <0,05). Skroty: DFS - czas przezycia wolnego
od choroby (ang. disease-free survival), HR - wspotczynnik ryzyka (ang. hazard ratio), Cl - przedziat ufnosci
(ang. confidence interval), OS - przezycie catkowite (ang. overall survival).
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Posroéd analizowanych czynnikéw najwigksze znaczenie mial podtyp histologiczny.
Odsetek 3-letniego OS wynosit jedynie 11,4% u pacjentow z rozpoznaniem DDCS i 40,7%
u pacjentow z rozpoznaniem ChS G3. Z kolei w przypadku ChS G2 i Gl, bylo to
odpowiednio 77,3% i 91,3% (Rycina 19).
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Rycina 19. Przezycie calkowite pacjentow w zaleznosSci od podtypu histologicznego ChS.

4.2. Ocena profilu genetycznego

4.2.1. Sekwencjonowanie metoda Sangera

Sekwencjonowanie metoda Sangera w przypadku wszystkich 6 wybranych genoéw
pozwolitlo na wykrycie artefaktow sekwencjonowania oraz wytypowanie polimorfizmow
populacyjnych, ktére zostaly odrzucone z dalszej analizy wariantdow potencjalnie
patogennych.

W wyniku NGS u ponad 50% pacjentow zidentyfikowano patogenng mutacje
w genie HNF1A:c.864del (p.Pro291fsTer51), prowadzaca do zmiany ramki odczytu
I sekwencji aminokwasowej z przedwczesng terminacjg procesu translacji. T¢ samg mutacje
wykryto takze w potowie tkanek zdrowych. Przeprowadzone sekwencjonowanie metoda
Sangera nie potwierdzito jednak wykrytego wariantu w zadnej, kwalifikujacej si¢ do analizy
probce. Zamiast tego zidentyfikowano mutacje synonimiczng ¢.864G>C (p.Gly 288=),

obecng zardéwno w tkankach zdrowych, jak i nowotworowych, bedacej polimorfizmem genu
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w badanej populacji. Mutacje synonimiczng wykryto takze dla wariantu genu
NOTCH4:c.1044C>G (p.Gly348=), bi¢dnie zidentyfikowanego w NGS jako wariant
c.1044del (p.Gly349AlafsTer49).

W przypadku 2 genéw zidentyfikowano inne niz w wyniku z NGS warianty
genetyczne - RNF213:¢.13945C>G (p.Leu4649Val), zamiast ¢.13945del (p.Leu4649Val)
oraz CSMD3:¢.4723T>G (p.Tyrl575Asp), zamiast ¢.4723T>C (p.Tyr1575His).

Dla 2 genéw nie potwierdzono zidentyfikowanych w NGS wariantow,
tj. EPHB1:c.2594G>A  (p.Arg865GIn) oraz  THBS1:c.2646G>T  (p.GIn882His).
W przypadku genu THBS1 wykryto artefakt w postaci stabego sygnatu fluorescencyjnego
w miejscu wariantu ¢.2646G>T widocznego w obu tkankach. Wyniki wybranych probek

reprezentujace wykryte warianty przedstawiono na Rycinie 20.
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Rycina 20. Fluorogramy przedstawiajace sekwencje wybranych do walidacji genéw - HNF1A,
CSMD3, THBS1, NOTCH4, EPHB1 oraz RNF213.

Strzatkami zaznaczono lokalizacje badanej zmiany genetycznej. Skroty: N — tkanka nowotworowa, Z — tkanka
zdrowa. Fluorogramy przedstawiaja zmiang nukleotydow na nici niekodujacej (poza genem HNF1A).

W sekwencjonowaniu metodg Sangera potwierdzono wyst¢powanie wariantoOw
IDH1:¢.394C>T/G (p.Argl32Cys/Gly) oraz IDH2:c.516G>C  (p.Argl72Ser)
i IDH2:¢.515G>T (p.Argl72Met) dla wszystkich kwalifikujacych si¢ do analizy probek.

Przyktadowe wyniki przedstawiono na Rycinie 21.
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Rycina 21.Fluorogramy przedstawiajace sekwencje potwierdzonych wariantéw genetycznych
w genach IDH1 oraz IDH2.

Skroty: N — tkanka nowotworowa. Fluorogramy dla genu IDH2 przedstawiaja zmiang nukleotydow na nici
nickodujace;j.

4.2.2. Ocena obciazenia mutacyjnego guza oraz niestabilnos$ci mikrosatelitarnej

W zadnej z analizowanych 108 probek nie wykryto MSI. Srednia wartos¢ TMB
w badanej grupie pacjentow (99 zgodnie z opisem w podrozdziale 4.1) byta niska i wynosita
4,21 mut/Mb (w przedziale od 0 do 33,5 mut/Mb). Mediana TMB dla badanej grupy
wyniosta 2,35 mut/Mb (Rycina 22).
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Rycina 22. Wartosci TMB dla poszczegolnych pacjentow z rozpoznaniem chrzestniakomiesaka
wraz z mediana badanej populacji.

TMB byto wyzsze w ChS o wyzszym stopniu ztosliwos$ci histologicznej, chociaz
réznice te nie byly istotne statystycznie (Rycina 23). Najwicksze wartosci zaobserwowano
dla pojedynczych przypadkow DDCS i ChS G3 (> 20 mut/Mb). Jednak u 92% pacjentow
TMB wynosito < 10 mut/MB. Mediany TMB dla poszczego6lnych podtypéw wynosity 2,35;
2,95; 2,65 oraz 4,12 mut/Mb odpowiednio dla ChS G1, G2, G3 oraz DDCS.
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Rycina 23. Wykresy pudelkowe dla wartosci TMB w zaleznosci od podtypu histologicznego
chrzestniakomiesaka.

Skroty: TMB — obcigzenie mutacyjne guza (ang. tumor mutational burden); ns - brak istotno$ci statystycznej.
Czerwong kropka oznaczono $rednig. Do poréwnan pomiedzy grupami wykorzystano test Kruskala-Wallisa.

4.2.3. Ocena profilu mutacyjnego

Wsrod 99  przeanalizowanych probek  zidentyfikowano 709 potencjalnie
patogennych i somatycznych wariantow, w ktorych w przewazajacej liczbie byty warianty
zmiany sensu, a w drugiej kolejnosci warianty nonsensowne (Rycina 24A). Dominujgcym
typem podmian nukleotydowych w SNV byly zamiany C>T oraz T<C (Rycina 24B).
Srednia ilo$é wykrytych na probke wariantow wynosita okoto 7 i wahata si¢ od 0 do 57
(Rycina 24C).
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Rycina 24. Podsumowanie wariantéw wyrytych u 99 pacjentow z rozpoznaniem

chrzestniakomiesaka.
A — typ wykrytego wariantu genetycznego wraz z liczebnoscig, B — rodzaj podmiany nukleotydowej

wraz z liczebnoscig, C — liczba wariantow w poszczegdlnych probkach.

0-

Dodatkowo poza SNV i indelami wykryto 156 przypadkéw CNV (125 amplifikacji
i 31 delecji). CNV wykryto u 26 pacjentow (26,3%). Zarowno amplifikacje, jak i delecje
byly najczesciej obserwowane w podtypie G3 (Rycina 25). Dla 2 probek nie

zidentyfikowano zadnych potencjalnie istotnych wariantow (zarowno SNV czy CNV).
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Rycina 25. Rozklad liczbowy zmiennosci liczby kopii w zaleznos$ci od podtypu histologicznego
chrzestniakomiesaka.

A —amplifikacje genow, B — delecje/utraty genow. Skroty: DD — odréznicowany chrzgstniakomigsaka.
Najczesciej mutacje identyfikowano w genach IDH1 (28% przypadkow), TP53

(16%), IDH2 (13%), RNF213 (12%), TAF1 (11%) oraz MN1 (10%). Najwiecej mutacji

nonsensownych wykryto w genie SETD2, z kolei w genie PTCH1 zaobserwowano najwigcej

typow mutacji tj. zmiany sensu, indele, a takze utraty genu (Rycina 26).

95



IDH1
TP53
TAF1
IDH2
BCL11B
RNF213
SYNE1
MN1
LRP18B
STK11
PTCH1
KMT2C
CSMD3
SETD2
KDM5C
TAF1L
NOTCH1
UBR5
TRRAP
PTPRT
CREBBP
DNMT3A
ATRX
IRS2
RB1

28%

“|
®
4
o
*W
®
38
ae - -
frgpery
&R 3
-
o
#

~
&

N
e S

~
E S

s
j
ES

[ER)
L

* Mutacja zmiany sensu

+ Mutacja nonsensowna
Amplifikacja genu
Delecja/utrata genu

.,
FRALR

s
&

EP400 4% + Delecja ze zmiang ramki odczytu
CARD11 4% + Insercja ze zmiang ramki odczytu
ARID2 4%

+ Mutacja w kodonie ,stop”

I I T
10 20 30

m
D
(9]
(9]
1

Liczba wariantow

Rycina 26. Charakterystyka 50 najcze$ciej wystepujacych mutacji w genach u 99 pacjentow
z rozpoznaniem chrzestniakomiesaka.

W ramce oznaczono kolorystycznie typ wariantu genetycznego; z prawej strony stupkéw oznaczono czgsto$ci
wystepowania poszczegdlnych mutacji w genach (%). O$ pionowa — geny, 0§ pozioma — liczba wariantow
danego genu we wszystkich probkach.

Tylko w przypadku mutacji w genach IDH1 (FDR <0,05), IDH2 (FDR <0,01) lub
TP53 (FDR <0,01) wykazano istotne réznice pomigdzy podtypami histologicznymi ChS
(Rycina 27 oraz Tabela Z4, Zatacznik 5). Mutacje w genie IDH1 byly obserwowane czesciej
w podtypach ChS o0 wyzszym stopniu ztosliwos$ci histologicznej tj. G2/G3. Z kolei w ChS
G1 nie wykryto mutacji w genach IDH2 lub TP53, w poréwnaniu do podtypow G2, G3, czy
DDCS. Najwiecej mutacji w genach IDH1 i TP53 (w tym utrate genu TP53) zaobserwowano
w podtypie G3. Mutacje w genie IDH2 wystepowaty natomiast najczesciej w DDCS
(Rycina 27).
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Rycina 27. Zestawienie 40 najczestszych mutacji w genach wystepujacych w poszczegoélnych
podtypach histologicznych chrzestniakomigsaka.

W rzegdach przedstawiono geny, w kolumnach poszczegdlnych pacjentow. Legenda kolorystyczna ponizej
wykresu przedstawia typ wariantu genetycznego. Z prawej strony wykresu przedstawiono czesto$é
wystgpowania poszczegdlnych mutacji w badanej populacji. Skréty: DD - odrdznicowany
chrzestniakomigsak. Mutacje istotnie rozniace sie pomiedzy podtypami histologicznymi 0znaczono
gwiazdkami: * FDR <0,05; ** FDR <0,01. Do poréwnan pomie¢dzy grupami wykorzystano doktadany test
Fishera.

Wsréd mutacji IDH1  wykryto mutacje zmiany sensu w pozycji p.R132
(R132/LICISIFIGIQ, z przewaga R132/C) oraz mutacje V71A. W przypadku genu IDH2
wszystkie mutacje dotyczyly pozycji p.R172 (R172/G/S/M). Dla genu TP53 wykryto wiele

wariantow obejmujacych 14 roznych lokalizacji w sekwencji aminokwasowej (Rycina 28).
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Rycina 28. Charakterystyka wariantow w wybranych genach wraz z ich lokalizacja.

A -1DHL1, B - IDH2, C - TP53. Kolorem zielonym o0znaczono mutacje zmiany sensu, a niebieskim delecje ze
zmiang ramki odczytu i przedwczesnym kodonem ,stop”. Na osi z lewej strony przedstawiono liczbe
poszczegdlnych wariantow, a na dolnej osi pozycje aminokwasowa.
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Poza opisanymi wcze$niej mutacjami w istotnych genach, podtypy histologiczne
ChS roznily si¢ takze w zakresie innych istotnych genow, cho¢ nie byly to réznice istotne
statystycznie. Przyktadowo w podtypie G1 nie wykryto mutacji w genach RB1, a takze
PTCH1, w przeciwienstwie do pozostatych podtypow histologicznych (Rycina 27). Wérod
mutacji zidentyfikowanych jedynie w podtypie G3 byly utraty genu PTCH1 oraz
amplifikacje genéow STK11l, AKT2, CSMD3, UBR5 i MN1l. Z kolei w ChS G2
zidentyfikowano utrate genu RB1 oraz amplifikacje KMT2C i TRRAP, a w DDCS utraty
genow NOTCHL1 czy BRD3 (Rycina 27).

4.2.3.1. Korelacja najczesciej deregulowanych genow

Posrod 30 najczesciej deregulowanych genow istotne statystycznie bylo jedynie
zjawisko wspotwystepowania dwoch gendow, ktore wystepowato w wigkszosci przypadkow.
Wzajemne wykluczanie si¢ mutacji w genach obserwowano w widocznym stopniu jedynie
w przypadku genow IDH1 i TAF1L, IDH2, KMT2A lub PTCH1, jednak nie bylo istotne
statystycznie (Rycina 29).
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Rycina 29. Macierz korelacji 30 najczesciej wystepujacych mutacji w genach w badanej grupie
chrzestniakomigsakow.
Do poréwnan pomiedzy grupami wykorzystano doktadany test Fishera.

Istotne wspotwystepowanie mutacji zaobserwowano m.in. w genach IDH1 i TP53
oraz IDH1 i UBRS5 (p <0,01), a takze w genach TP53 i MN1 (p <0,01) oraz TP53 i UBR5 lub
EXT2 (p <0,05). Ponadto wystepowanie mutacji w genie MN1 korelowato dodatnio
z wystgpowaniem mutacji genéw EXT2 lub CREBBP (p <0,01) oraz w genie LRP1B
(p <0,05). Z kolei mutacje w genie EXT2 korelowaty takze dodatnio z mutacjami w genach
CSMD3, KMT2C, UBR5, CREBBP lub NOTCH1 (p <0,05). Inne mutacje wspotwystepujace
ze soba dotyczyly genow PTPRT i RNF213 oraz AKT2 i SETD2 (p <0,01), a takze IDH2
I PTCH1, KDM5C i ADGRA2 oraz KMT2A i CSMD3 (p <0,01) (Rycina 29).
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4.2.3.2. Ocena deregulowanych szlakow molekularnych

Najczesciej deregulowanymi szlakami w oparciu 0 obie przeprowadzone analizy
[211,212] byly: szlak zwigzany z receptorowymi kinazami tyrozynowymi (RTK, ang.
receptor tyrosine kinase) m.in. RTK-RAS (21-44% przypadkéw), szlak sygnatowy
z udziatem biatka p53 (22-26% przypadkow), szlak PI3K (9-19%) oraz NOTCH (6-19%)

(Ryciny 30, 31).
AR

TP53 22.22%

RTK-RAS I

ool W Tl
oo LI U

Cykl komorkowy ‘ ‘ ‘ ‘“ “‘“ 15.15%
WNT 4.04%

Rycina 30. Charakterystyka deregulowanych $ciezek sygnalowych w grupie 99 pacjentow
z rozpoznaniem chrzestniakomiesaka wraz z czestoscia ich wystepowania.
Skroty: NOTCH - biatko Notch (ang. neurogenic locus notch homolog protein), PI3K - kinaza 3-
fosfatydyloinozytolu (ang. phosphoinositide 3-kinase), RTK - receptorowa kinaza tyrozynowa (ang. receptor
tyrosine kinase). Podziat genow na funkcje oparto o system zaproponowany przez Sanchez-Vega i wsp. [211].
Na wykresie przedstawiono szlaki obejmujace mutacje w genach zidentyfikowane u co najmniej 3 pacjentow.
Poza wyzej wspomnianymi szlakami, czestym zjawiskiem byly deregulacje
w metabolizmie komorkowym (40% przypadkow), a takze zaburzenia szlakow zwigzanych
z procesami epigenetycznymi tj. modyfikacjami chromatyny przez biatka histonowe, czy
poprzez kompleks SWI/SNF (ang. SWItch/Sucrose Non-Fermentable) (odpowiednio 28%
i 18% przypadkow) oraz zmiany w genach kodujacych czynniki transkrypcyjne

(21% przypadkoéw) (Rycina 31).
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Rycina 31. Charakterystyka deregulowanych $ciezek sygnalowych w grupie 99 pacjentow
z rozpoznaniem chrzestniakomiesaka wraz z czestoscig ich wystepowania.
Skroty: MAPK - ang. mitogen-activated protein kinase, mTOR - ssaczy cel rapamycyny (ang. mammalian
target of rapamycin), NF-xB — czynnik NF kappa B (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells), NOTCH - biatko Notch (ang. neurogenic locus notch homolog protein), PI3K - kinaza 3-
fosfatydyloinozytolu (ang. phosphoinositide 3-kinase), RTK - receptorowa kinaza tyrozynowa (ang. receptor
tyrosine kinase), SWI/SNF — kompleks remodelujacy chromatyne (ang. SWitch/Sucrose Non-Fermentable).
Podzial genéw na funkcje oparto o system zaproponowany przez Bailey’a i wsp. [212]. Na wykresie
przedstawiono szlaki obejmujgce mutacje w genach zidentyfikowane u co najmniej 3 pacjentow.
Deregulacja szlakow zwigzanych z RTKS wystgpowata licznie we wszystkich
podtypach ChS, z niewielkg przewaga w DDCS i ChS G2. Chociaz w przypadku podtypow
0 wyzszym stopniu zlosliwosci histologicznej czesciej byly one zwigzane ze zmianami
genetycznymi na poziomie chromosomalnym. Przyktadowo delecje FLT3 i amplifikacje
gené6w BRAF, MET, MAP2K2, czy FGFR1 nie byly obserwowane w ChS G1,
w przeciwienstwie do innych podtypéw (Rycina 32). Ponadto amplifikacje MYC lub KIT
byly obserwowano odpowiednio w ChS G3 lub DDCS, podczas gdy nie zaobserwowano ich
w innych podtypach ChS (Rycina 33). Dodatkowo w DDCS wykryto amplifikacje genu

PGDFRA, aw ChS G1 delecje¢ CBL (Rycina 32).
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Rycina 32. Charakterystyka trzech najczesciej deregulowanych $ciezek sygnalowych
i zaangazowanych w nie genow z podzialem na podtyp histologiczny chrzestniakomigsaka.

Z prawej strony wykresu przedstawiono czgsto$¢ wystepowania poszczegolnych gendéw oraz szlakow
molekularnych deregulowanych w badanej populacji. Skroty: DD - odréznicowany chrzestniakomiesak,
NOTCH - biatko Notch (ang. neurogenic locus notch homolog protein), RTK - receptorowa kinaza
tyrozynowa (ang. receptor tyrosine kinase). Podziat genow na funkcje oparto o system zaproponowany przez
Sanchez-Vega i wsp. [211].

Poza wspomnianymi wcze$niej genami zaangazowanymi w szlaki zwigzane z RTK,
najczestszymi zmianami byly te zwigzane z metabolizmem komérkowym. Dotyczyty one
jedynie mutacji IDH1/2, w zwigzku z czym wystgpowaly w przewazajacej liczbie
w podtypach G3, G2 czy DDCS. Z uwagi na znaczne nagromadzenie mutacji w genie TP53
(typu SNV czy utrata genu) w ChS G3, deregulacje $ciezki zwigzanej ze
stabilno$cig/integralnoscia genomowa wystepowaly najczgsciej w tym podtypie

(Rycina 32, 33). Z kolei mutacje w genach obejmujacych szlaki zwigzane z procesami
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epigenetycznymi tj. modyfikacja histonow najczgsciej lokalizowaly si¢ w ChS G2
(Rycina 33). W ChS G2 zaobserwowano takze mutacje w genach JAK1/2, przy czym jeden
z wariantow obejmowat kodon ,,STOP” (Rycina 32, 33). Deregulacje szlaku sygnatowego
NOTCH byly z kolei czestsze w podtypach G1 oraz G2 (Rycina 32).
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Rycina 33. Charakterystyka pieciu najczesciej deregulowanych S$ciezek sygnalowych
i zaangazowanych w nie genow z podzialem na podtyp histologiczny chrzestniakomigsaka.

Z prawej strony wykresu przedstawiono czesto$¢ wystepowania poszczegdlnych gendéw oraz szlakow
molekularnych deregulowanych w badanej populacji. Skroty: DD - odréznicowany chrzgstniakomiesak, RTK
- receptorowa kinaza tyrozynowa (ang. receptor tyrosine kinase). Podzial genow na funkcje oparto 0 system
zaproponowany przez Bailey’a i wsp. [212].

Niektore amplifikacje wystgpowaly zardéwno w podtypch nizszego i wyzszego

stopnia ztosliwos$ci histologicznej. Takim przyktadem jest mutacja w genie RUNX2, ktory
zidentyfikowano zaréwno w ChS G1 jak i DDCS (Rycina 33).
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4.2.4. Znaczenie kliniczne wykrytych zmian genetycznych

W jednoczynnikowej analizie Coxa istotny negatywny wplyw na OS pacjentow
z rozpoznaniem ChS miaty mutacje w 4 genach tj. IDH1 i TP53 (FDR <0,01) oraz EPHA7
i PTCH1 (FDR <0,05) (Tabela 6 oraz Tabela Z6, Zatgcznik 6).

Tabela 6. Wyniki modelu proporcjonalnego hazardu Coxa dla przezycia calkowitego
pacjentéw z rozpoznaniem chrzestniakomiesaka z uwzglednieniem mutacji w wybranych

genach.

Gen HR 95% CI p-wartos$¢ FDR
IDH1 1,25 0,62 -1,88 <0,001 0,004
TPS53 1,35 0,64 -2,07 <0,001 0,004
EPHA7 1,81 0,72 -2,89 0,001 0,014
PTCH1 1,71 0,63-2,79 0,002 0,012

Skroty: FDR — wskaznik fatszywych odkry¢ (ang. false discovery rate), HR — wspodtczynnik ryzyka
(ang. hazard ratio), Cl — przedziat ufnosci (ang. confidence interval).

Odsetek 5-letnich przezy¢ dla pacjentow z mutacjg TP53 wynosit zaledwie 21%,
podczas gdy u pacjentow bez tych mutacji odsetek OS wynosit 61%. W przypadku
pacjentow z i bez mutacji IDH1 5-letnie OS wynosito odpowiednio 34% i 63%. Z kolei
pacjenci z mutacjami w genach EPHA7 i PTCH1 nie osiggali 3-letnich OS, podczas gdy
odsetki przezy¢ 5-letnich u pacjentow bez tych zmian wynosity 57% (Rycina 34).
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Rycina 34. Przezycia calkowite pacjentéw z obecna mutacja lub jej brakiem w wybranych
genach.
A-TP53,B - IDH1, C - EPHA7,D - PTCHL1.
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4.3. Ocena profilu immunologicznego

4.3.1. Rozklad markeréw immunologicznych w obrebie guza

Zardéwno w centralnym, jak i obwodowym regionie guza zaobserwowano najwigkszy
udziat (gestos¢ > 100 kom./mm?) APC HLA-DR+, monocytow CD14+, makrofagow M1
CD68+ i makrofagow M2 CD163+, atakze komorek Gal-9+. Drugim co do czgstosci
(> 50 kom./mm?) typem komoérek obserwowanych w obu regionach guza byty makrofagi
M2 CD68+ oraz limfocyty TIM-3+. Srednia gesto$é wszystkich wspomnianych wyzej
komorek byta wieksza w czesci obwodowe] guza, chociaz rdznice te nie byly istotne
statystycznie. Woyjatek stanowity makrofagi M2, ktore nieznacznie przewazaty
w centralnym regionie guza, jednak ponownie nie wykazano w tym przypadku roznic
istotnych statystycznie. Istotnie wyzsza w czeéci obwodowej byla natomiast gestosé
komoérek CD45+. Istotne roznice zaobserwowano takze dla limfocytow PD-1+, CD3+ oraz

CD4+ lub komoérek dendrytycznych CD141+, chociaz ich ggstos¢ byta ogotem nizsza niz
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dla wszystkich powyzszych markerow. W Tabeli 7 podsumowano statystyki 19 markerow

ocenianych w oparciu o gesto$¢ komorek.

Tabela 7. Charakterystyka markerow immunologicznych w obrebie centralnej i obwodowej
czesci guza.

Typ Srednia Srednia . .
. . L. Mediana Mediana L.
Marker  oznaczanej gestosé gestosé (centrum)  (obwéd) p-wartos¢ FDR
komorki (centrum) (obwdéd)
CD14 monocyt 179,57 259,03 56,51 108,07 0,027 0,0733
komorka
CD141 dendrytyczna 5,01 31,20 0,00 0,00 <0,0001 0,0002
CD163 makrofag M2 172,71 128,43 85,40 70,68 0,649 0,7987
komorka
CD1la dendrytyczna 0,95 3,50 0,00 0,00 0,0260 0,0733
CD20 limfocyt B 24,13 17,74 0,00 0,00 0,9586 0,9586
CD3 limfocyt T 23,21 24,70 0,00 5,33 0,0159 0,0603
pomocniczy
CD4 limfocyt T 7,21 24,7 0,00 1,61 <0,0001 0,0008
CD45 leukocyty 94,60 148,70 9,54 34,03 0,0066 0,0313
ogolem
CD68
KP1 makrofag M2 63,34 67,21 21,12 17,58 0,8564 0,9413
CD68
PGM1 makrofag M1 166,45 127,78 58,10 70,68 0,8918 0,9413
cytotoksyczny
CD8 limfocyt T 20,25 19,06 0,00 3,09 0,3713 0,5609
CD80 APC 0,41 1,02 0,00 0,00 0,2300 0,4012
Foxp3 Tregs 3,30 5,77 0,00 0,00 0,0817 0,1941
TILs, APC
Gal-9 komorka 297,28 313,01 16,69 50,57 0,5904 0,7987
nowotworowa
HLA-

DR APC 447,97 517,22 112,07 133,53 0,1448 0,3057
LAG-3 TILs 23,65 36,90 0,00 0,00 0,3838 0,5609
LAMP3  Kkomorka 0,20 1,30 0,00 0,00 0,6726 0,7987

dendrytyczna
PD-1 TILs 0,40 1,27 0,00 0,00 0,0003 0,0016
TIM-3 TILs 86,50 92,51 0,00 0,00 0,2322 0,4012

Skroty: APC - komorka prezentujaca antygen (ang. antigen-presenting cells), FDR — wskaznik fatszywych
odkry¢ (ang. false discovery rate), TILs - limfocyty naciekajace guz (ang. tumor infiltrating lymphocytes),
Tregs - limfocyty T regulatorowe (ang. regulatory T cells). Pogrubiong czcionka oznaczong wyniki istotne
statystycznie (FDR <0,05). Do poréwnan pomi¢dzy mediany gestosci poszczegdlnych markeréw w centralnym
i obwodowym regionie guza wykorzystano test Wilcoxona dla par obserwacji.

Liczba limfocytow T (zarowno pomocniczych, jak i cytotoksycznych) byta ogoétem
nizsza w stosunku do monocytow i makrofagdéw, jednak wyzsza w stosunku do limfocytow
B czy Tregs. Udziat komoérek LAG-3+, LAMP3+, CD80+ oraz CD1a+ byt niewielkiw TME

(Rycina 35).
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Rycina 35. Rozklad poszczegolnych markerow immunologicznych w centralnej i obwodowej

czesci

guza.

Nie wykazano silnej korelacji (rho > 0,7) w obrebie ekspresji zadnego z markerow

pomigdzy centralnym i obwodowym regionem guza. Natomiast dodatnig istotng korelacje

0 sredniej sile (rho > 0,4) wykazano pomiedzy ekspresja 5 markeréw w centralnym
i obwodowym regionie guza (LAG-3, HLA-DR, Foxp3, CD1a oraz CD3) (Tabela 8).
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Tabela 8. Korelacja ekspresji poszczegélnych markeréw w centralnej i obwodowej czesci guza.

Rho—Spearmana

Marker (centrum vs. obwéd) p-warto$¢ FDR
LAG-3 0,4947338 0,0000002 0,0000037
HLA-DR 0,4533051 0,0000025 0,0000233
Foxp3 0,4289243 0,0000094 0,0000598
CDla 0,4185494 0,0000162 0,0000771
CD3 0,4107341 0,0000241 0,0000917
PD-1 0,3273265 0,0009427 0,0029852
CD4 0,2796149 0,0050639 0,0137450
CD45 0,2721769 0,0064226 0,0152537
Gal-9 0,2604280 0,0092303 0,0194862
CD141 0,2545843 0,0109918 0,0208845
CD14 0,2400178 0,0167154 0,0288721
TIM-3 0,2272974 0,0236629 0,0374662
CD163 0,2210071 0,0279260 0,0408149
CD68 KP1 0,1972440 0,0503594 0,0683449
CD8 0,1634162 0,1060499 0,1343299
CD20 -0,0949644 0,3497887 0,4153741
CD68 PGM1 0,0794388 0,4344474 0,4855589
CD80 -0,0523459 0,6068510 0,6405650
LAMP3 -0,0362591 0,7216094 0,7216094

Skroty: FDR — wskaznik fatszywych odkry¢ (ang. false discovery rate). Pogrubiong czcionkg oznaczong
wyniki istotne statystycznie (FDR <0,05).

Nie zaobserwowano istotnej ujemnej korelacji pomiedzy ekspresja zadnych
z analizowanych markeréow (Rycina 36). Najsilniejsza dodatnia i istotna korelacja
(rho > 0,9) wystepowala pomigdzy obecnoscig makrofagow M1 i M2 (ekspresja markerow
CD68 i CD163) w centralnej czesci guza. Silng korelacj¢ (rtho > 0,7) zaobserwowano takze
pomigdzy ekspresja markerow HLA-DR oraz CD45, CD14, Gal-9, TIM-3 lub CD163

w centralnym i obwodowym regionie guza (Rycina 36).
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Rycina 36. Macierz korelacji pomiedzy ekspresja poszczegélnych markeréw

immunologicznych z réznych obszaréw guza.
Gwiazdkami oznaczono wyniki istotne statystycznie: * FDR <0,05.

Obecnos¢ markera CD14 silnie korelowata z naciekiem makrofagow M2 CD163+,
a takze ,,wyczerpanych” limfocytow (Gal-9+ lub TIM-3+) w centralnym i obwodowym
regionie guza. Na obwodzie obecnos¢ komérek CD14+ dodatkowo korelowata z obecno$cia
pomocniczych limfocytow T (CD4+) lub leukocytow (CD45+). W przypadku markera
limfocytow (CD3), silng korelacje jego ekspresji zaobserwowano z obecnoscig komorek
eksprymujacych CD45, CD8 lub CD4 w centralnym regionie guza oraz komoérkami
z ekspresja CD45 lub CD4 na obwodzie guza. Z kolei na obwodzie limfocyty TIM-3+ silnie
korelowaly z obecnos$cig limfocytow PD-1+ (Rycina 36, 37). Wzajemne oddzialywania

pomigdzy poszczegdlnymi markerami przedstawiono graficznie na Rycinie 37.
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Rycina 37. Graficzny schemat korelacji pomiedzy poszczegélnymi markerami
immunologicznymi w centralnym i obwodowym regionie guza.

4.3.1.1. Ekspresja PD-L1 oraz ocena 3-rzgdowych struktur limfoidalnych

Z uwagi na fakt, ze ekspresja PD-L1 byta oceniana na komoérkach nowotworowych
jako procent komorek pozytywnych w skali od 0 do 2, wyniki te przeanalizowano osobno.
Dodatnig ekspresj¢ wykryto jedynie w 13 przypadkach sposrod grupy 99 pacjentdow.
W 7 zidentyfikowanych przypadkach poziom ekspresji PD-L1 byt niski (,,1” w analizowanej
skali tj. w zakresie 1-30% komorek); u pozostatych 6 przypadkéw (dotyczacych tylko
DDCS) zaobserwowano wysoki poziom ekspresji (,,2”” w analizowanej skali tj. w zakresie
powyzej 30% komorek). Z uwagi nato, ze wysoki poziom ekspresji dotyczyt jedynie DDCS,
nie rozgraniczano poziomu ekspresji PD-L1 do analiz poréwnawczych pomigdzy
podgrupami. Poziom ekspresji PD-L1 roznit si¢ istotnie w zaleznosci od podtypu ChS
i wystepowal w najwigkszej liczbie w podtypie DDCS (9 przypadkow) w stosunku do
podtypow G1 i G3 (po 2 przypadki), podczas gdy w przypadku ChS G2 nie wykryto
ekspresji PD-L1 (Rycina 38).

111



75 p < 0.001

5.0

Liczba przypadkéw z ekspresjg PD-L1

2.5

0.0

DD G1 G2 G3
Podtyp chrzestniakomiesaka

Rycina 38. Liczba przypadkéw z ekspresja PD-L1 zaleznie od podtypu histologicznego
chrzestniakomiegsaka.

Skréty: DD - odréznicowany chrzgstniakomigsak. Do porownan pomiedzy grupami wykorzystano doktadany
test Fishera.

Podobnie jak ekspresja PD-L1, obecno$s¢ TLS nie byla czgstym zjawiskiem
w analizowanej grupie pacjentow i dotyczyla jedynie 7 przypadkoéw. Nie zaobserwowano

tutaj roznic istotnych statystycznie pomigdzy poszczegdlnymi podtypami ChS (Rycina 39).

112



p=0.072

Liczba przypadkéw z obecnymi TLS

DD G1 G2 G3
Podtyp chrzestniakomiesaka

Rycina 39. Liczba przypadkéw z obecnymi 3-rzedowymi strukturami limfoidalnymi zaleznie
od podtypu histologicznego chrzestniakomiesaka.

Skréty: DD - odréznicowany chrzgstniakomigsak, TLS - 3-rzedowe struktury limfoidalne (ang. tertiary
lymphoid structures). Do poréwnan pomig¢dzy grupami wykorzystano doktadany test Fishera.

4.3.2. Okreslenie immunofenotypu

Na podstawie wczesniej opisanych danych o gestosci dla 19 markeréw, zaréwno dla
regionu centralnego i obwodowych, przeprowadzono klastrowanie celem wytypowania
immunofenotypow. Matematycznie ustalong, optymalng liczbg Klastrow bylo 3. Dane

przedstawiono na skali logarytmicznej w formie mapy cieplnej (ang. heatmap) (Rycina 40).
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Rycina 40. Mapa cieplna obrazujaca pogrupowane na immunofenotypy dane immunologiczne.
1 - immunofenotyp ,,zimny”, 2 - immunofenotyp ,,goracy”, 3 - immunofenotyp ,,posredni”. Ggstos¢ zostata
przedstawiona na skali logarytmicznej od najnizszej (kolor granatowy) do najwyzszej (czerwony). Markery
oceniane w czg$ci centralnej i obwodowej zostaty oznaczone odpowiednio w nawiasach jako ,,C”1,,0”. Skroty:
APC — komorki prezentujace antygen (ang. antigen-presenting cells), DCs — komoérki dendrytyczne (ang.
dendritic cells), Tregs — limfocyty T regulatorowe (ang. regulatory T cells).

W oparciu 0 ekspresje poszczegdlnych markeréow i ich lokalizacjg w wyniku
Klastrowania zidentyfikowano 3 podgrupy, ktére mozna sklasyfikowaé jako 3 rdzne
potencjalne immunofenotypy:

1 — ,zimny” — z najmniejsza gestoscia komorek immunologicznych ogoétem,
ewentualnymi komorkami obecnymi gtownie na obwodzie guza (z wyjatkiem makrofagow
ktore obserwowano u niektorych pacjentow takze w centrum, jednak w najmniejszej liczbie
w poréwnaniu do pozostatych podgrup).

2 — ,goracy” — o najwigkszej liczbie komorek immunologicznych zaréwno
w centralnym, jak i obwodowym regionie guza, najwicksza ekspresja HLA-DR, Gal-9 oraz
PD-1, a takze widoczng ekspresjag CD8+.

3 — ,,posredni” — o mniejszej liczbie komorek immunologicznych w poréwnaniu do
fenotypu ,,gorgcego” i mniejszym udziatem limfocytow na obwodzie guza, jednak obecnymi

naciekami komoérek immunologicznych takze w regionie centralnym.
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W celu okreslenia, ktore markery prezentowane na komoérkach mialy najwiekszy

udziat w poszczegdlnych podgrupach, przeprowadzono PCA (Rycina 41).
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Rycina 41. Analiza glownych skladowych przeprowadzona dla danych immunologicznych.

Najwigkszy udziat w poszczego6lnych immunofenotypach miata zwtaszcza obecnosé
komorek z ekspresja HLA-DR, Gal-9, CD14 lub CD45 w centralnej czg$ci guza, a takze
ekspresja Gal-9, CD45 lub TIM-3 na obwodzie.

Przyktadowe barwienia IHC guzéw ChS o roznych immunofenotypach z wybraniem

najbardziej znaczgcych markerow przedstawiono w Zalgczniku 7 na Rycinach Z2-4.

Udziat poszczegdlnych immunofenotypdw réznit si¢ istotnie pomigdzy podtypami

histologicznymi ChS (Tabela 9).
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Tabela 9. Charakterystyka liczbowa poszczegélnych immunofenotypéw w obrebie podtypow
chrzestniakomiesaka.

PODTYP LICZBA PRZYPADKOW p-

IMMUNOFENOTYP HISTOLOGICZNY W DANYM WARTOSC

IMMUNOFENOTYPIE  (OGOLEM)

DD Gl G2 G3 p <0,001

»Zimny” 0 18 17 2 37
»goracy” 8 3 12 8 31
»posredni” 2 7 8 14 31
Liczba przypadkéw 10 28 37 24 99

w danym podtypie
Skroty: DD — odroznicowany chrzegstniakomigsak. Do porownan pomigdzy grupami wykorzystano doktadany
test Fishera.

Pacjenci z rozpoznaniem ChS G2 charakteryzowali si¢ podobnym udziatem
immunofenotypu ,,zimnego” 1i,goragcego”, podczas gdy w przypadkach ChS Gl
zaobserowwano znaczacg przewage ,,.zimnego” immunofenotypu. W ChS G3 udzial
immunofenotypu ,,zimnego” wzgledem ChS G1 i G2 byt najnizszy, a w DDCS catkowicie
nieobecny (Rycina 42). U pacjentdw z rozpoznaniem DDCS wystepowata ogotem wigksza
liczba naciekow komorek immunologicznych, szczegdlnie w  komponencie

odroznicowanym guza (Ryciny Z5 i Z6, Zatacznik 7).
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Rycina 42. Charakterystyka immunofenotypow w obrebie podtypu histologicznego
chrzestniakomigsaka.

4.3.2.1. Ekspresja PD-L1 oraz ocena 3-rzedowych struktur limfoidalnych

Dla poszczegolnych immunofenotypoéw oceniono takze osobno ekspresje PD-L1
oraz obecno$¢ TLS. Ekspresje PD-L1 wykryto jedynie u pacjentdéw o immunofenotypie
»goragcym” i ,,posrednim”, z istotng przewaga w ,,goragcym” (Rycina 43). Wysoka ekspresja
PD-L1 =zostala wykryta glownie u pacjentow o immunofenotypie ,,goragcym”
(5 z 6 przypadkow). Przyklady wysokiej i niskiej ekspresji PD-L1 przedstawiono
na Rycinach Z5 i Z6 w Zataczniku 7.
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Rycina 43. Liczba przypadkow z ekspresja PD-L1 zaleznie od prezentowanego
immunofenotypu.
Do poréownan pomiedzy grupami wykorzystano doktadany test Fishera.

Podobnie jak ekspresja PD-L1, TLS nie byly obecne w grupie pacjentow
o immunofenotypie ,.zimnym”. Obecno$¢ TLS nieznacznie przewazata natomiast
U pacjentow o immunofenotypie ,,goragcym” chociaz nie zaobserwowano rdznic istotnych

statystycznie (Rycina 44).
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Rycina 44. Liczba przypadkow z obecnymi 3-rzedowych strukturami limfoidalnymi zaleznie
od prezentowanego immunofenotypu.

Skréty: TLS - 3-rzedowe struktury limfoidalne (ang. tertiary lymphoid structures). Do poréwnan pomigdzy
grupami wykorzystano doktadany test Fishera.

4.3.3. Ocena zalezno$ci pomiedzy poszczegolnymi immunofenotypéw a przezyciami

pacjentow z rozpoznaniem chrzestniakomigsaka

Wieloczynnikowa analiza Coxa wykazata, ze obecno$¢ immunofenotypu ,,gorgcego”

lub ,,posredniego” jest niezaleznym negatywnym czynnikiem prognostycznym (Tabela 10).

119



Tabela 10. Wyniki modelu proporcjonalnego hazardu Coxa dla przezycia calkowitego
pacjentéw z rozpoznaniem chrzestniakomiesaka 2z uwzglednieniem poszczegélnych
immunofenotypow i podtypow histologicznych.

Cecha HR (95% CI) p-wartosé¢

G1 - -
Podtyp G2 1,95 (0,72-5,27) 0,187
histologiczny G3 4,10 (1,42-11,84) 0,009
Odréznicowany 12,85 (3,91-42,25) <0,001

Zimny” - -
Immunofenotyp »goracy” 4,05 (1,41-11,57) 0,009
,»posredni” 3,90 (1,35-11,28) 0,012

Pogrubiong czcionka zaznaczono wyniki istotne statycznie (p <0,05). Skroty: HR - wspotczynnik ryzyka
(ang. hazard ratio), Cl - przedziat ufnosci (ang. confidence interval).

Obecnos¢ immunofenotypu ,,goragcego” wigzata si¢ z najkrotszymi przezyciami
U pacjentow z rozpoznaniem ChS. Odsetek 5-letnich przezy¢ wynosit w tym wypadku
zaledwie 29%, podczas gdy dla immunofenotypu ,,posredniego” i ,,zimnego” odpowiednio
44% i 86% (Rycina 45).
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Rycina 45. Przezycia calkowite pacjentow w zaleznosci od obecnego immunofenotypu.
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4.3.4. Ocena ekspresji genow zwigzanych z mikrosrodowiskiem guza na podgrupie

pacjentow

Z posrdd 99 pacjentéw 53 miala przeprowadzong ocene ekspresji gendw 84 gendw
zaangazowanych w odpowiedZz immunologiczng nowotwordw, z wykorzystaniem qPCR
I zostata wlaczona do analizy. Oceniana grupa badana dotyczyta 12 przypadkow ChS G1,
13 ChS G2, 19 ChS G3 oraz 9 DDCS.

Najwigcej gendw o istotnie wyzszej ekspresji zaobserwowano w ChS G3 (Rycina
46). Wzrost ekspresji w tym podtypie w stosunku do ChS G1 wykazano dla genow: HIF1A,
VEGFA, SPP1, PTGS2, MIF oraz TGFB1. Ponadto podtyp G3 wykazywal zwigkszona
ekspresje niektorych genow wzgledem innych podtypow histologicznych ChS tj. DDCS
(VEGFA, EGFR, STAT3 oraz TP53) oraz G2 (SPP1, ACKR3, VEGFA, PTGS2, MIF oraz
TGFB1).

Poza nadekspresja gendw zaobserwowano roOwniez istotnie zmniejszong ekspresje

genoéw HLA-B (w ChS G2) oraz IGF1 (w DDCS) wzgledem G1 (Rycina 46).
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Rycina 46. Mapa cieplna przedstawiajaca roznice w ekspresji genow, zawartych w panelu
Human Cancer Inflammation & Immunity Crosstalk RT? Profiler PCR Array, pomiedzy
podtypami histologicznymi chrzestniakomiesaka.

Ekspresje genow przedstawiono na skali logarytmicznej od najnizszej (kolor granatowy) do najwyzszej
(czerwony). Skroty: DD - odroznicowany chrzestniakomigsak. Geny istotnie roznigce si¢ (Jlog2(FC)| > 1 oraz
FDR <0,05) pomigdzy podtypami o wyzszych stopniach ztosliwosci, a G1 oznaczono gwiazdkami (*); réznice
pomigdzy G3 a pozostatymi podtypami o wyzszych stopniach zto§liwosci oznaczono hasztagiem (#).
Do poréwnan pomiedzy grupami wykorzystano test t Studenta.

Analiza wzbogacenia dla genow o istotnie réznej ekspresji wzgledem kontroli
(tkanka zdrowa) wykazala, ze w przypadku wszystkich podtypéw ChS nastepowat spadek
ekspresji gendw zaangazowanych w rozne procesy immunologiczne (Rycina 47).

W przypadku ChS G1 najcze$ciej deregulowanym procesami byly te zwigzane z regulacja
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odpowiedzi zapalnej oraz nabytej (zmniejszenie ekspresji gendw zaangazowanych
w odpowiedz nabytg). Innym czestym procesem byto zmniejszenie migracji komorek, w tym
limfocytow T. W przypadku ChS G2 najwigksza rolg odgrywaly zmiany w procesie adhez;ji
komorkowej (w tym takze leukocytow), ktory ulegat ostabieniu. W ChS G3 zaobserwowano
deregulacje wszystkich trzech procesow obecnych w ChS nizszego stopnia ztosliwosci
histologicznej (G1, G2). Poza zaburzeniami w regulacji odpowiedzi nabytej,
zaobserwowano takze przeciwstawny proces zwigzany ze Wzrostem regulacji odpowiedzi
wrodzonej (spadek ekspresji genéw zwigzanych z jej negatywna regulacjg). W przypadku
DDCS, podobnie jak w ChS G3, deregulacji ulegata zarowno odpowiedz nabyta (spadek
ekspresji genoéw), jak iwrodzona (wzrost ekspresji genow). Dodatkowo w DDCS

wystepowal spadek ekspresji gendw zaangazowanych w produkcje cytokin komorek linii

mieloidalnej.
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Rycina 47. Wykresy przedstawiajace osiem najcze$ciej deregulowanych proceséw w GO dla
poszczegolnych podtypoéw chrzestniakomigsaka wzgledem tkanek zdrowych.

Skroty: DD - odroznicowany chrzestniakomigsak, FDR — wskaznik fatszywych odkry¢ (ang. false discovery
rate), GOBP — ang. Gene Ontology biological process.
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4.4. Korelacja danych immunologiczno-molekularnych

Pelne dane immunologiczne i molekularne dla 99 pacjentow skorelowano ze soba
i oceniono profil molekularny dla poszczegolnych immunofenotypow. Nie zaobserwowano
istotnych réznic pomigdzy wartosciami TMB w 3 klastrach immunologicznych (Rycina 48).
Najwicksze wartosci TMB byly obserwowane w grupie pacjentow o immunofenotypie
»goracym” ze S$rednim TMB réwnym 5,73 mut/Mb, podczas gdy dla pozostatych

immunofenotypoéw $rednie TMB wynosito okoto 3,5 mut/Mb.

ns
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g 1 ,,zimny””
o= B 2 .goracy

S, -1
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1 2 3
Immunofenotyp

Rycina 48. Wykresy pudelkowe dla wartosci TMB w zaleznosci od immunofenotypu
chrzestniakomiesaka.
Skréoty: TMB — obcigzenie mutacyjne guza (ang. tumor mutational burden); ns - brak istotno$ci statystyczne;j.

Czerwong kropka oznaczono $rednia. Do poréwnan pomigdzy grupami wykorzystano test Kruskala-Wallisa.

Nie wykazano istotnych roéznic w zadnym z gendéw pomigdzy poszczegdlnymi
immunofenotypami (Tabela Z5, Zatacznik 5). Pomimo tego profil molekularny
W poszczegbdlnych podgrupach byt zréoznicowany (Rycina 49). W przypadku pacjentéw
o immunofenotypie ,,goragcym” zaobserwowano najwigkszg liczbe delecji/utrat gendw
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i amplifikacji, chociaz byly one tez obecne w pozostatych klastrach. Mutacje w genach
IDH1/2 i TP53 wystepowaly we wszystkich klastrach, chociaz najcze$ciej w podgrupie

pacjentow 0 immunofenotypie ,,goragcym”. Dodatkowo w tej grupie obserwowano delecje
genéw BRD3 i NOTCH1, a takze amplifikacje w genach AKT2, STK11, KMT2C, TRRAP,
czy RNF213.
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Rycina 49. Zestawienie 40 najczestszych mutacji w genach wystepujacych w poszczegélnych
immunofenotypach chrzestniakomiesaka.

W rzgdach przedstawiono geny, w kolumnach poszczegoélnych pacjentow. Legenda kolorystyczna ponizej
wykresu przedstawia typ wariantu genetycznego. Z prawej strony wykresu przedstawiono czgstosc
wystepowania poszczegdlnych mutacji w genach w badanej populacji.

W grupie pacjentow o immunofenotypie ,,posrednim” zaobserwowano amplifikacje
genéw MN1 i UBRS5, czy utraty genéw PTCHL1 i RB1. Mutacji w genach PTCH1, RB1, AKT2
czy UBR5 (w postaci SNV i CNV) nie obserwowano z kolei w podgrupie pacjentow

0 immunofenotypie ,,zimnym” (Rycina 49).
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Roznice pomiedzy profilem molekularnym pacjentow o poszczegdlnych
immunofenotypach widoczna byta takze w przypadku deregulowanych szlakow. Zaburzenia
szlaku RTK-RAS obecne byly we wszystkich podgrupach pacjentéw, chociaz amplifikacje
w genach z nim zwigzanych (np. MAP2K2, FGFR1, MET, BRAF, PDGFRA, czy KIT)
wystepowaly gtdéwnie w przypadkach o immunofenotypie ,,gorgcym”, podobnie jak mutacje
w genie TP53, zwigzane ze szlakami sygnatowymi z udziatem biatka p53 (Rycina 50, 51).
Z Kkolei u pacjentow 0 immunofenotypie ,,zimnym” wystgpowata niewielka przewaga

mutacji w genach zaangazowanych w szlak NOTCH (Rycina 50).
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Rycina 50. Charakterystyka trzech najczeSciej deregulowanych S$ciezek sygnalowych
i zaangazowanych w nie genéw z podzialem na immunofenotyp chrzestniakomigsaka.
Z prawej strony wykresu przedstawiono czgsto$§¢ wystepowania poszczegdlnych gendéw oraz szlakow

molekularnych deregulowanych w badanej populacji. Skroty: NOTCH — biatko Notch (ang. neurogenic locus
notch homolog protein), RTK - receptorowa kinaza tyrozynowa (ang. receptor tyrosine kinase). Podziat genéw
na funkcje oparto 0 system zaproponowany przez Sanchez-Vega i wsp. [211].
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Udziat zmian genetycznych zwigzanych z czynnikami transkrypcyjnymi, czy

modyfikacjami histonéw byl podobny we wszystkich

immunofenotypach, jednak

z przewaga CNV w immumofenotypie ,,goracym” i ,,posrednim” (Rycina 51). Mutacje

IDH1/2 znaczgco przewazaly u pacjentow o immunofenotypie ,,goragcym” i ,,posrednim”,

aw przypadku mutacji IDH2 najczesciej zwigzane byly one zwigzane z wystepowaniem

immunofenotypu ,,goracego”.
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Rycina 51. Charakterystyka pieciu najczesciej deregulowanych S$ciezek sygnalowych
i zaangazowanych w nie genéw z podzialem na immunofenotyp chrzestniakomigsaka.

Z prawej strony wykresu przedstawiono czesto$¢ wystepowania poszczegdlnych gendéw oraz szlakow
molekularnych deregulowanych w badanej populacji. Skroty: RTK - receptorowa kinaza tyrozynowa (ang.
receptor tyrosine kinase). Podzial genéw na funkcje oparto 0 system zaproponowany przez Bailey’a i wsp.

[212].
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Na koniec analizy, dla pelnych danych dla 99 pacjentow, przeprowadzono
wieloparametryczng analize¢ modelu Coxa penalizowanego LASSO (Rycina 52). Sposrod
wszystkim markeréw immunologicznych znaczace okazalo si¢ jedynie wystepowanie

okreslonych immunofenotypow w przeciwienstwie do pojedynczych markerow.
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Rycina 52. Wieloczynnikowa analiza wplywu czynnikow Kklinicznych, molekularnych
i immunologicznych na przezycia calkowite pacjentow z rozpoznaniem chrzestniakomiesaka.
1 — immunofenotyp ,,zimny”, 2 — ,,goracy”, 3 - ,,posredni”. Skréty: DD - odréznicowany chrzgstniakomigsak,
HR - wspotezynnik ryzyka (ang. hazard ratio), Cl - przedziat ufnosci (ang. confidence interval). Gwiazdkami
0znaczono wyniki istotne statystycznie *p <0,05; **p <0,01; **p <0,001.

Wieloparametryczna analiza wykazata, ze poza wielkoscia guza 1 podtypem
histologicznym ChS, istotny negatywny wptyw na przezycia pacjentow z rozpoznaniem ChS
miaty takze czynniki genetyczne i immunologiczne. Obecno$¢ immonofenotypu ,,gorgcego”
(HR: 3,3; CI: 1,13-9,8; p <0,05) oraz wystepowanie mutacji w genie IDH1 (HR: 3,8; CI:
1,75-8,1; p<0,001) byly niezaleznymi, negatywnymi czynnikami prognostycznymi
(Rycina 52).
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5. Dyskusja

ChS nalezy do rzadkiej grupy nowotworow — migsakow kosci, stanowigcej okoto
0,5% ztosliwych nowotwordéw [11]. ChS jest pierwotnym zto§liwym nowotworem kosci
i stanowi heterogenna grupe nowotworow. Odsetki 5-letnich przezy¢ u pacjentow
z rozpoznaniem ChS wahaja si¢ 0od 99% do nawet 7%, zaleznie od podtypu histologicznego
[12,33]. Ze wzgledu na oporno$¢ tych nowotworéw na chemioterapig i radioterapi¢ oraz
brak innych efektywnych terapii, leczenie ogranicza si¢ do resekcji chirurgicznej bedacej
standardem w leczeniu pacjentdéw z rozpoznaniem ChS [29,35].

Z uwagi na rzadko$¢ wystepowania tych nowotworéw, a tym samym brak
dostgpnosci materiatu do badan, wcigz mato wiadomo na temat podtoza molekularnego ChS
oraz udziatu poszczegolnych gendéw i szlakow molekularnych w rozwoju réznych podtypow
ChS [72]. Tak samo niewiele jest prac dotyczacych mikrosrodowiska i immunologii ChS
[149-152], co wymaga dokladniejszych badan w tym zakresie. Dotychczasowe proby
wykorzystania immunoterapii w tej grupie nowotworow nie daty satysfakcjonujacych
rezultatow [155,156]. Obecnie wiadomo, ze znajomo$¢ podtoza molekularnego i ztozonosci
zaburzen genetycznych wraz z okresleniem immunofenotypu nowotworéw jest pomocna
w przewidywaniu odpowiedzi na immunoterapi¢ [162]. Stad poznanie doktadnego podtoza
immunologiczno-molekularnego ChS jest niezbgdne dla zrozumienia dotychczasowych
niezadowalajacych odpowiedzi na immunoterapi¢, a takze moze pomdéc w opracowaniu

nowych strategii terapeutycznych.

Celem prezentowanej pracy bylo opracowanie systemu klasyfikacji pacjentow
zrozpoznaniem ChS, w oparciu o ocen¢ czynnikow immunologicznych, zmian
genetycznych oraz wynikéw leczenia pacjentow, ktory mogiby pomodc w selekcji pacjentow,

mogacych odnies$¢ potencjalng korzysc¢ z terapii celowanych, w tym immunoterapii.
5.1. Ocena prognostycznych czynnikéw klinicznych u pacjentéw z rozpoznaniem
chrzestniakomiesaka

Analiza jednoczynnikowa wykazata, Ze istotny statystycznie (p <0,05) negatywny
wplyw na OS i DFS u pacjentow z rozpoznaniem ChS miaty: wiekszy rozmiar guza, wyzszy

wiek pacjenta, wystapienie ztamania patologicznego, lokalizacja w obrgbie konczyn (goérne;j
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lub dolnej), a takze wyzszy stopnien ztosliwosci histologicznej. Z kolei w analizie
wieloczynnikowej niezaleznymi negatywnymi czynnikami prognostycznymi, istotnie
wplywajacymi na OS i DFS u pacjentow z rozpoznaniem ChS, byt podtyp histologiczny
oraz wielko$¢ guza. Dodatkowo wyzszy wiek wplywal na gorsze OS u tych pacjentow,
a lokalizacja nowotworu w obrebie konczyny dolnej na nizszy odsetek DFS.

Uzyskane wyniki sg zgodne z dotychczasowymi badaniami oceniajacymi czynniki
prognostyczne w ChS [55,214-217]. W badaniu prowadzonym na prawie 780 pacjentach
z rozpoznaniem ChS (z lokalizacja w obrgbie klatki piersiowej), wieloczynnikowa analiza
wykazata, ze wiek > 40 lat, obecno$¢ przerzutow, zastosowanie radioterapii oraz wyzszy
stopien ztosliwosci histologicznej byly zwigzane z gorszym OS [215]. W innym badaniu,
przeprowadzonym na grupie 472 pacjentow z rozpoznaniem ChS w obrebie miednicy,
analiza wieloczynnikowa wykazata, ze wyzszy stopnien ztosliwosci histologicznej oraz
obecno$¢ przerzutdOw sg negatywnymi czynnikami rokowniczymi [216]. Z kolei w badaniu
przeprowadzonym przez Crossa i wsp. takze zaobserwowano najgorsze rokowanie
U pacjentéw z rozpoznaniem centralnego ChS w obrebie koniczyny dolnej, chociaz nie byty
to roznice istotne statystycznie [217].

Posrod wszystkich analizowanych czynnikow najwigksze znaczenie miat podtyp
histologiczny, ktory zgodnie z obecng wiedza determinuje przezycie u pacjentdéw
z rozpoznaniem ChS [12,33]. W przeprowadzonej analizie odsetek 3-letnich OS wynosit
zaledwie 11,4% u pacjentow z rozpoznaniem DDCS oraz 40,7% u pacjentow
z rozpoznaniem ChS G3, podczas gdy u chorych z rozpoznaniem ChS G2 i G1 bylo to
odpowiednio 77,3% i 91,3%. Uzyskane wyniki sa zgodne z wynikami uzyskanymi
poprzednio w naszym Zespole [55]. Ponadto w pracy wykazano, ze wielko$¢ guza oraz
podtyp histologiczny ChS sg niezaleznymi negatywnymi czynnikami prognostycznymi
wplywajacymi zardéwno na OS, jak i DFS pacjentéw z rozpoznaniem ChS.

Z uwagi na ogromng rol¢ podtypu histologicznego jako czynnika determinujgcego
przezycia pacjentdw z rozpoznaniem ChS [12,33], kluczowe w dalszych analizach bylo
wytypowanie potencjalnych czynnikoéw, mogacych mie¢ niezalezne znaczenie w tych

nowotworach.
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5.2.  Ocena profilu molekularnego chrzestniakomigsaka

Wyniki z sekwencjonowania metoda Sangera potwierdzily obecnos$¢ artefaktow
w NGS z wykorzystaniem technologii lon Torrent™, ktére pierwotnie nie zostaly wykryte
w analizie bioinformatycznej (zarbwno w oprogramowaniu komercyjnym, jak i wiasnej
analizie). Gtéwnym artefaktem, wykrytym w ponad 50% probek dla tkanek zdrowych
i nowotworowych byta mutacja w genie HNF1A (c.864del, p.Pro291fsTer51). Innym
czestym artefaktem tego samego rodzaju byla delecja w genie NOTCH4 (c.1044del,
p.Gly349AlafsTer49). Sekwencjonowanie metodg Sangera wykazato czesta dla
zastosowanej technologii grupe btedow w regionach homopolimerowych (niepoprawnie
klasyfikowanych jako indele, zamiast substytucji) [187,218]. Na tej podstawie wykluczono
wiekszos$¢ wykrytych w NGS wariantow klasyfikowanych jako delecje, ktore obecne byly
takze w tkance zdrowej. W sumie z analizy wykluczono okoto 300 takich wariantow dla
wszystkich 99 probek. Z drugiej strony sekwencjonowanie metoda Sangera tkanek
zdrowych pozwolito wykry¢ dodatkowe polimorfizmy populacyjne. Jednym z nich byt
wariant genu RNF213 (p.Leu4649Val), ktory okazat si¢ by¢ tagodny wedtug bazy dbSNP
(rs61745599). Z kolei wykryty wariant genu CSMD3 (p.Tyr1575Asp) nie zostat do tej
zidentyfikowany, jednak z uwagi na wykrycie go w tkance zdrowej i nowotworowej, takze
zostat wykluczony z dalszej analizy.

Pomimo, ze do oceny profilu genetycznego wybrano panel genetyczny dedykowany
do analizy niesparowanej tkanki nowotworowej, walidacja metodologii z wykorzystaniem
probek zdrowych oraz wykorzystanie sekwencjonowania metoda Sangera okazaly sie
niezbedne dla przeprowadzenia koncowej analizy wynikow z NGS. Zastosowanie
dodatkowej kontroli w postaci tkanki zdrowej umozliwito wykrycie btedow wynikajacych
z ograniczenia samej technologii uzytej do sekwencjonowania i w duzym stopniu
zniwelowalo ryzyko wystgpienia potencjalnych artefaktow. Przeprowadzona w tej pracy
analiza i napotkane trudnosci w selekcji wariantow dowodza, ze prawidlowe wykrycie
wariantow somatycznych bez analizy sparowanych tkanek zdrowych (w celu usunigcia
wariantow germinalnych) nie jest mozliwe, co jest zgodne z danymi literaturowymi
[189,219]. Z tego wzgledu zidentyfikowane w niniejszej pracy warianty nalezy traktowac
jako potencjalnie somatyczne. Nalezy mie¢ na uwadze, ze pomimo zastosowania wszelkich
dostepnych sposobow selekcji i filtracji wariantow (opisanych szerzej w metodyce),
majacych na celu zniwelowanie bledow w identyfikacji wariantow, cze$¢ wariantow mogto

mie¢ podtoze germinalne.
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W przeprowadzonym badaniu nie wykazano MSI w zadnej z badanych probek.
Potwierdzaja to dotychczasowe badania na migsakach kosci, ktore rzadko wykazywaty MSI
[168,220,221]. W badaniu przeprowadzonym na ponad 200 pacjentach z rozpoznaniem ChS
o réznych podtypach histologicznych u Zadnego pacjenta nie wykryto nieprawidlowosci
w systemie MMR [168]. W innym badaniu przeprowadzonym na materiale od 149
pacjentow z rozpoznaniem klasycznego ChS, MCS lub DDCS takze nie wykryto MSI
w zadnej z probek [222]. Uzyskane wyniki sugeruja, ze nieprawidtowosci w systemie MMR
i zwigzana z nimi MSI moze nie mie¢ znaczgcego udzialu w powstawaniu zmian
genetycznych w tych nowotworach. Nie wyklucza to natomiast udzialu innych systemow
naprawy DNA zwigzanych ze szlakiem DDR np. powiazanych z genami POLE czy TP53
[159,223]. Mutacje POLE zostaty wykryte u pacjentow z migsakiem Ewinga, nawet u 50%
pacjentow [224], jednak pojedyncze przypadki zostaly zaobserwowane takze w ChS
[57,225], czy w kostniakomigsaku [226]. Z kolei mutacje TP53 sg czesto obserwowane
u chorych na ChS (20% do nawet 50% przypadkow) [36,56,57].

Mediana TMB w badanej grupie pacjentdéw z rozpoznaniem ChS wynosita 2,35
mut/Mb. Wartosci TMB dla poszczegolnych probek wahaly si¢ jednak od 0 do nawet 33,5
mut/Mb, co znacznie zwigkszato srednie TMB ogoétem (4,21 mut/Mb). TMB w analizowanej
grupie byto wigc niskie, podobnie jak w wynikach uzyskanych przez Cote i wsp. [89], czy
w badaniu Zhu i wsp., gdzie mediana niesynonimicznych SNV na probke wynosita 2 [54].
Najwyzsze warto§ci TMB uzyskane da 3 probek tj. powyzej 20 mut/Mb, byly efektem
podwyzszonej spontanicznej deaminacji, ktérag wykazato oprogramowanie IR. Dla tych
probek zastosowano zaostrzone parametry filtracji (opisane szerzej w metodyce), natomiast
niewatpliwie przyczynito si¢ to do zawyzonych wynikow TMB dla tych probek. Z drugiej
strony, dla 5 probek z TMB powyzej 10 mut/Mb nie zaobserwowano deaminacji
podwyzszonej w stosunku do pozostalych probek. Pozwala to stwierdzi¢, ze czg¢s¢ probek
faktycznie miata wysokie TMB, o najwyzszej wartosci rownej 16,47 mut/Mb. Sporadyczne
przypadki TMB powyzej 10 mut/Mb w komorkach klasycznego ChS oraz DDCS bytly
obserwowane takze w innych badaniach [5,57,222,227].

Dominujacg substytucja nukleotydow, w prezentowanej analizie, byta podmiana
C>T, a w dalszej kolejnosci T>C, co jest zgodne z dotychczasowymi badaniami
oceniajgcymi sygnatury mutacyjne w komorkach ChS [54,93,217]. Jest to takze najczgsciej

obserwowana sygnatura mutacyjna w innych nowotworach m.in. w czerniaku, czy
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kostniakomigsaku [228]. W zwiazku z tym, w przypadkach o wyzszym TMB
I podwyzszonym stopniu deaminacji, nie mozna bylo doktadnie okres$lic ktora,
ze stwierdzonych zmian wynikata z nieprawidtlowej deaminacji, a ktora byta prawidtowa.
Zastosowany W pracy zaostrzony sposob selekcji wariantow (zgodnie z rekomendacja
producenta) dla probek 0 nieznacznie podwyzszonym stopniu deaminacji (ale mieszczacym
si¢ W granicach normy), mial na celu zminimalizowanie ryzyka blgdu wykrycia
nieprawidtowych wariantow. W przypadku 3 wspomnianych probek (o najwyzszych
warto$ciach TMB) wynik ten mogt by¢ jednak lekko zawyzony.

Pomimo, ze w prezentowanej pracy TMB nie roznilo si¢ istotnie pomigdzy
podtypami histologicznymi ChS, DDCS charakteryzowal si¢ wieksza liczbag mutacji
w stosunku do innych podtypow ChS. Podobng zalezno$¢ zaobserwowano w badaniu
przeprowadzonym przez Wagnera i wsp. na 149 pacjentach z rozpoznaniem ChS, gdzie
mediana TMB w przypadku DDCS byta wyzsza niz w klasycznym ChS, chociaz wartosci
TMB dla DDCS nie przekraczaty 5 mut/Mb [222]. W badaniu prowadzonym przez Tarpeya
i wsp. zaobserwowano z kolei 2-krotnie wigkszg liczb¢ mutacji w podtypach G2, G3 oraz
DDCS w stosunku do ChS G1 [57]. Pomimo ze przeprowadzona w niniejszej pracy analiza
nie wykazata tak znaczacych réznic pomigdzy poszczegolnymi podtypami histologicznymi
ChS, to zaobserwowano tendencje do zwickszonej akumulacji mutacji w podtypach
0 wyzszym stopniu zto§liwosci histologicznej. Bylo to takze widoczne w przypadku
przeprowadzonej analizy wariantow strukturalnych (CNV), gdzie najwigcej zmian,
dotyczacych zaréwno delecji, jak i amplifikacji, zaobserwowano u pacjentow
zrozpoznaniem ChS G2 i G3. Podobng tendencje zaobserwowano w badaniu
przeprowadzonym na 54 przypadkach centralnych ChS i DDCS, w ktérym ChS o wysokim
stopniu zto§liwosci i DDCS miaty wigksza liczb¢ zmian genomowych niz ChS o niskim
stopniu zto§liwosci [54]. Uzyskane wyniki moga wyjasnia¢ bardziej agresywny przebieg
podtypéw G2/G3 i DDCS.

Wsrod najezestszych mutacji zidentyfikowanych w badanej grupie pacjentow
z uzyciem NGS byty mutacje w genach IDH1 i IDH2 (obejmujace odpowiednio 28% i 13%
przypadkow) oraz TP53 (wystepujace u 16% przypadkow). Frekwencja wystepowania tych
genoéw byla zblizona do tej obserwowanej w literaturze [5,54,55,57,217]. Warianty genu
IDH1 obejmowaty opisywane dotad mutacje zmiany sensu w pozycji p.R132C/G/L/S/FIQ
[65,57,217,229,230], ale takze nieopisywany dotad w ChS wariant V71A. W przypadku

133



genu IDH2 zidentyfikowano znane dotad warianty R172/G/S/M [55,57,229]. Warianty
R132/C/G (IDH1) oraz R172M/S (IDH2) zostaly dodatkowo potwierdzone za pomocg
sekwencjonowania metoda Sangera.

W przypadku genu TP53 zaobserwowano pojedyncze mutacje w sekwencji
kodujacej w 14 pozycjach, z czego w 2 pozycjach (p.R135 i p.R248) wykryto po 2 rézne
warianty genetyczne. Dla 2 probek zaobserwowano delecje ze zmiang ramki odczytu
| terminacja tancucha aminokwasowego. Pozostate zmiany obejmowaly mutacje zmiany
sensu, z ktorych 12 z 14 wariantow zostaty sklasyfikowane wedhug ,,The TP53 Database”
jako mutacje utraty funkcji biatka [231]. Dodatkowo w przypadku 1 pacjenta
zidentyfikowano wariant strukturalny w postaci utraty genu TP53.

Wsrod innych czegsto ulegajacych mutacjom gendow W badanej grupie pacjentow
z rozpoznaniem ChS (powyzej 10% przypadkéw) bylty RNF213 (12%), TAF1 (11%) oraz
MN1 (10%). Chociaz geny te nie byly dotad opisywane w kontekécie ChS, nie mozna
wykluczy¢ ich udziatu w rozwoju tych nowotworow. Gen RNF213 koduje ligaze ubikwityny
tzn. enzym E3, ktory degraduje m.in. jadrowy czynnik 1 aktywowanych limfocytow T
(NFATL, ang. nuclear factor of activated T cells), ktory z kolei poprzez aktywacje MDM2
bierze udziat w degradacji p53 [232]. Ponadto RNF213 jest zaangazowany w niekanoniczny
szlak Wnt zalezny od jonéw wapnia zwigzany z nowotworzeniem np. poprzez
kontrolowanie procesu proliferacji, apoptozy, czy migracji komorek [232,233]. Kolejny gen,
TAF1 jest czynnikiem transkrypcyjnym posiadajacym aktywno$¢ acetylotransferazy
histonowej (HAT, ang. histone acetyltransferases), a takze poprzez zdolnos¢ do fosforylacji
przyczynia si¢ do stabilizacji biatka p53 [234]. Z kolei MN1 jest genem 0 mato znanej
funkcji. Niektore badania sugerujg jego udziat w rozwoju kosci poprzez zaangazowanie
w prawidtowy wzrost i roznicowanie osteoblastow [235,236]. Z uwagi na to, ze w trakcie
wzrostu ChS dochodzi do zaburzenia rownowagi mi¢dzy osteoblastami i osteoklastami oraz
w dalszej kolejnosci degradacji kosci [237], mutacje genie MN1 takze mogg mie¢ znaczenie

w rozwoju ChS.

Przeprowadzona analiza wystepowania mutacji w poszczegolnych genach w réznych
podtypach histologicznych ChS wykazata istotne réznice (FDR <0,05) tylko dla genow
IDH1, IDH2 oraz TP53. Mutacje w genie IDH1 dotyczyly wszystkich podtypow ChS,
jednak byly znaczaco czgsciej obserwowane u pacjentow z rozpoznaniem ChS G3. Z kolei

mutacje IDH2 nie wystgpowaly u pacjentow z rozpoznaniem ChS G1, a ich najwigkszg
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liczbe zaobserwowano w przypadkach DDCS. Wspotwystepowanie mutacji IDH1 oraz
IDH2 zaobserwowano u jednego pacjenta z rozpoznaniem DDCS. Podobne wyniki
uzyskano we wczes$niej prowadzonym przez nasz Zesp6t badaniu na 80 pacjentach
z rozpoznaniem ChS, gdzie mutacje IDH1/2 byty obecne u 21% pacjentow z rozpoznaniem
ChS G1, 39% z rozpoznaniem ChS G2 oraz 44% z rozpoznaniem ChS G3 [55]. Réwniez
w badaniu przeprowadzonym przez Setola i wsp. mutacje genu IDH wystgpowatly czesciej
w przypadkach ChS G3 w porownaniu do G2 [229]. Z kolei badanie Wagnera i wsp. takze
zidentyfikowato wigkszy udziat mutacji IDH2 w DDCS w poréwnaniu do klasycznego ChS
(odpowiednio u 38,7% 1 5,8% pacjentow) [222]. Z drugiej strony, w badaniu
przeprowadzonym na grupie 350 pacjentow z rozpoznaniem ChS nie zaobserwowano
istotnych roéznic w wystepowaniu mutacji IDH1 pomigdzy podtypami o niskim i wysokim
stopniu ztos§liwosci histologicznej. Badacze wykazali natomiast istotnie wigkszy udziat
mutacji IDH2 w podtypach G2/G3 i DDCS w porownaniu do G1 [217]. Uzyskane wyniki
sugeruja, cho¢ mutacje IDH sg szeroko rozpowszechnione w ChS, moga mie¢ one rdzne
znaczenie W rozwoju poszczegdlnych podtypéw histologicznych i dalszej progresji
nowotworu. Jedna z dotychczasowych hipotez zaktada, ze mutacje IDH s3 wczesnym
zdarzeniem w rozwoju ChS, odpowiedzialnym za jego progresje od niskiego do wysokiego
stopnia zto§liwosci histologicznej, zwlaszcza w kierunku DDCS [229,238]. Z drugiej strony,
badania epigenetyczne pokazuja, ze podtypy ChS o mniejszej ztosliwosci maja inny profil
metylacji w poréwnaniu do bardziej ztosliwych ChS (szczegolnie w kontekscie klasycznego
ChS i DDCS). Profile metylacji ro6znig si¢ takze zaleznie od wystgpowania mutacji IDH1
lub IDH2, co moze wptywac na rozwoj de novo bardziej ztosliwej formy ChS [217,238,239].

Wystepowanie mutacji TP53 zaobserwowano gtéwnie w podtypach ChS G3 i DDCS
oraz w kilku przypadkach ChS G2. Mutacje TP53 nie byty z kolei obecne w ChS o nizszym
stopniu ztosliwosci (G1). Ponadto wszystkie wykryte w tej pracy delecje genu TP53,
zardbwno W formie utraty genu, jak i delecji pojedynczych nukleotydow, wykryto jedynie
w ChS G3. Podobnie jak w przypadku mutacji TP53, w ChS G1 nie wykryto mutacji
w innym genie supresorowym - RB1. Utraty genu RB1 i mutacje zmiany sensu oraz
pojedynczg mutacje nonsensowng Wykryto odpowiednio w przypadkach ChS G2 oraz G3.
Mutacja w tym genie byla takze obecna w jednym przypadku DDCS. Uzyskane wyniKki
potwierdzaja dotychczasowe badania, ktore sugeruja ze mutacje TP53, a takze RB1 sa
poznym zdarzeniem w rozwoju ChS i mogg mie¢ udziat w progresji tych nowotworoéw

[54,57,68,240].
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Ocena zaleznosci pomigdzy poszczegdlnymi genami wykazata istotne
wspotwystgpowanie mutacji m.in. we wspomnianych wczesniej genach IDH1 i TP53
(p <0,01), ale takze w IDH1 i UBR5 (p <0,01), IDH2 i PTCH1, TP53 i MN1 (p <0,01) oraz
TP53 i UBR5 lub TP53 i EXT2 (p <0,05). Wspotwystepowanie mutacji IDH1/2 oraz TP53
zaobserwowano w podtypach o wyzszym stopniu zto§liwosci (DDCS lub G2/G3) w kilku
innych pracach [54,238]. Moze to potwierdzaé przytoczong wczesniej hipotezg o udziale
mutacji IDH w progresji ChS. Istotna korelacja wspomnianych genow z UBR5 (kodujgcego
biatkowy komponent ligazy ubikwityny, bioracej udziat w procesie ubikwitynacji biatek
I bezposrednio lub posrednio w kontroli cyklu komoérkowego [241]), moze sugerowac rolg
procesu ubikwitynacji w rozwoju ChS.

Z drugiej strony zaobserwowano istotne wspotwystepowanie mutacji IDH2 z PTCH1
(p <0,01). Co ciekawe, mutacje PTCH1 wystepowaly jedynie w podtypach o wyzszym
stopniu ztosliwosci histologicznej, podobnie jak w badaniu przeprowadzonym przez
Tarpeya i wsp. [57]. Badania te sugeruja mozliwy udziat szlaku Hedgehog nie tylko we

wczesnych fazach rozwoju ChS [65], ale i w progresji ChS.

Analiza funkcjonalna wykrytych genéw wykazata, ze najczesciej deregulowanymi
szlakami sygnatlowymi, zidentyfikowanymi na podstawie podzialu zaproponowanego
w dwoch pracach [211,212], byly RTK-RAS, PI3K, NOTCH oraz szlak zwigzany z biatkiem
p53. Czgsto obserwowano takze geny zaangazowane w procesy epigenetyczne (modyfikacje
chromatyny przez bialka histonowe oraz remodelowanie chromatyny przez kompleks
SWI/SNF), a takze geny kodujace czynniki transkrypcyjne.

Deregulacja szlaku zwigzanego z RTK zostala zidentyfikowana w obu
wykorzystanych klasyfikacjach u 21-44% pacjentow i wystepowata we wszystkich
podtypach ChS, z przewaga w ChS G2 i DDCS. Badanie przeprowadzone na kohorcie 75
pacjentdow z migsakami koSci, W tym 7 z rozpoznaniem ChS i 34 z rozpoznaniem
kostniakomigsaka, wykazato ze wzbogaceniu ulegly geny zwigzane w najwigkszym stopniu
z procesami pozytywnej regulacji aktywnosci kinaz oraz ze szlakiem PI3K-AKT [227].
Wyniki te potwierdzaja mozliwa role wspomnianych szlakéw w patogenezie ChS. W pracy
zaobserwowano takze czgstsze wystepowanie zmian genomowych (CNV) w podtypach
0 wyzszym stopniu zto§liwosci histologicznej np. amplifikacje BRAF, MET, NTRK1 w ChS
G2, delecja FLT3 i amplifikacje MAP2K2, AKT2, MYC i FGFR1 w ChS G3, a takze
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amplifikacje KIT, FGFR1 i PGDFRA w DDCS. Wymienione geny sa zaangazowane w szlak
RTK/RAS/MAPKI/ERK, ale takze w duzej cz¢sci uczestniczg W szlaku PISK-AKT [242—
244], ktory z kolei, zidentyfikowano nawet w 19% przypadkéw w badanej grupie pacjentow.
Moze to sugerowaé udziat wyzej wymienionych szlakow w progresji ChS i przyczyniaé sig
do bardziej agresywnego przebiegu choroby w tych podtypach. Podobny rozktad mutacji
zaprezentowano w badaniu na grupie 54 pacjentow z rozpoznaniem ChS. Przeprowadzona
tam analiza wykazata obecno$¢ mutacji w genach receptorow btonowych odpowiedzialnych
za sygnalizacje komorkowa i zaangazowanych m.in. w szlak RTK-RAS, czy PI3K-AKT
(FGFR1, FGFR3, IGF1R, KIT oraz PTEN) w podtypach o wyzszym stopniu zto§liwosci
histologicznej. Dodatkowo w tym samym badaniu mutacja KIT byta obecna jedynie
w podtypie DDCS [54], tak jak w tej pracy. W innym badaniu wykazano, ze obecnos¢
amplifikacji m.in. genow MET lub MYC negatywnie wptywata na OS w grupie pacjentow
z migsakami kosci [227], cO moze mie¢ wptyw na zte rokowania pacjentdow z rozpoznaniem
ChS G2/G3, u ktorych zidentyfikowano amplifikacje w tych genach.

Poza szlakami zwigzanymi z receptorami wzrostu i proliferacji komorek, 40%
pacjentdw miala deregulacje zwigzane z procesem metabolizmu komoérkowego. Bylo to
jednak zwiazane jedynie z obecnoscia mutacji w genach IDH1/2, ktére jak juz opisano
dominowaly w badanej grupie pacjentow z rozpoznaniem ChS. Poza zaburzeniami
metabolizmu komorkowego, u ponad 20% pacjentow zaobserwowano deregulacje szlaku
p53 oraz mutacje w genach zwigzanych z zachowaniem integralnosci genomowej
i systemami naprawy DNA, a takze w nawet 15% przypadkow deregulacje w procesie
regulacji cyklu komérkowego. Zaburzenia szlakow zwigzanych z integralno$cig genomowa
oraz szlakiem p53, z uwagi na mutacje TP53, wystepowaly glownie u pacjentow
zrozpoznaniem ChS G3. Zblizony udzial mutacji TP53 (w 20% przypadkow ChS)
zaobserwowano w kilku innych pracach [54,57]. Chociaz geny zaangazowane w regulacj¢
cyklu komorkowego, w tym genu RB1, dotyczyly juz w tych badaniach nawet 32-33%
pacjentow. W prezentowanej pracy wystepowanie mutacji w genach RB1 oraz TP53 takze
byto zwigzane z podtypami 0 wyzszych stopniach zlosliwosci, co potwierdza
dotychczasowa hipoteze o udziale szlakow p53 i pRb w progresji ChS [65,68,73,245].

Innymi cz¢sto deregulowanymi na poziomie molekularnym procesami w badanej
grupie pacjentow byly modyfikacje epigenetyczne, obejmujace przebudowe chromatyny
przez biatka histonowe (28% przypadkow) oraz remodelowanie chromatyny przez kompleks

SWI/SNF (18% przypadkoéw). Zmiany w procesach epigenetycznych wystepowaty
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W przewazajacej czgsci W ChS G2, chociaz obserwowano je we wszystkich podtypach ChS.
W badaniu przeprowadzonym na materiale pochodzacym od 41 pacjentow z rozpoznaniem
klasycznego ChSi 14 pacjentdw z rozpoznaniem DDCS, aberracje szlakow epigenetycznych
zaobserwowano ogoétem u 43% pacjentow. Co ciekawe, badacze wykazali, ze
w przypadkach klasycznego ChS zaburzenia te dotyczyly glownie proceséw modyfikacji
histoné6w 1 kompleksu SWI/SNF, a w przypadku DDCS takze metylacji DNA (chociaz
U pacjentow z rozpoznaniem DDCS procent genetycznych aberracji byl ogotem wigkszy)
[4]. Biorac pod uwage obserwowang W ChS metylacje, zwigzang m.in. z mutacjami IDH
I nadprodukcjg 2-HG [45,46,246] oraz w S$wietle przedstawionych badan, procesy
epigenetyczne zwigzane z remodelowaniem chromatyny i modyfikacjami histonoéw zdaja si¢
mie¢ istotng role w patogenezie ChS. Udziat proceséw epigenetycznych w rozwoju ChS
moze tez potwierdza¢ zaobserwowana w pracy korelacja pomigdzy wystepowaniem mutacji
w genach EXT2 lub AKT2 z mutacjami w genach odpowiedzialnych za procesy
epigenetyczne np. KMT2C, SETD2 (kodujacych metylotransferazy [247,248]), czy CREBBP
(kodujacego acetylotransferaze [249]).

Czesto deregulowang grupg genow byly takze te kodujace czynniki transkrypcyjne
I stanowigce 21% przypadkow, na co wplyw mialy czesto obserwowane w badanej grupie
pacjentow mutacje genu TAF1l. We wczesniej wspominanym badaniu na kohorcie 75
pacjentow z migsakami kosSci takze wykryto udziat genow zaangazowanych w aktywnos$¢

czynnikow transkrypcyjnych wigzacych DNA [227].

Przeprowadzona na koniec jednoczynnikowa analiza wykazata, ze sposrod
wszystkich analizowanych gendéw istotny negatywny wplyw na OS pacjentow
z rozpoznaniem ChS miata mutacja w tylko 4 genach: IDH1 i TP53 (FDR <0,01) oraz
EPHA7 i PTCH1 (FDR <0,05).

Dla pacjentéw z mutacjg IDH1 odsetek 5-letnich przezy¢ byt prawie 2 razy nizszy
niz dla pacjentow bez tej mutacji. Chociaz rola mutacji IDH1 jako czynnika
prognostycznego jest weigz kontrowersyjna [45], cze$¢ dotychczasowych badan potwierdza
otrzymany w tej pracy wynik. Przyktadowo w prowadzonym wczesniej w naszym Zespole
badaniu wykazano, ze 5-letni OS u pacjentow z rozpoznaniem ChS z mutacjami IDH1/2 byt
istotnie nizszy W poréwnaniu do pacjentéw bez tych mutacji (64% vs. 93%, p <0,001) [55].
Mutacje IDH1 (obejmujagce wariant R132) byly tez negatywnym czynnikiem

prognostycznym w innym badaniu z udzialem 22 pacjentow z rozpoznaniem klasycznego
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ChS G1, G2 lub G3 oraz 1 pacjencie z rozpoznaniem DDCS. 2-letni OS byt krotszy
U pacjentow z mutacjg IDH1 niz bez (75% vs. 100%, p=0,002), podobnie jak 2-letni RFS
(70% vs. 100%, p=0,02), czy 2-letni MFS (33% vs. 100%, p=0,001). Ponadto badacze
wykazali nizszy odsetek OS u pacjentow z rozpoznaniem ChS G2 z wariantem R132 (IDH1)
(p=0,04) [250]. Z kolei w innym badaniu, analiza ponad 240 pacjentow z rozpoznaniem ChS
0 wyzszym stopniu ztosliwosci wykazata, ze czesto$¢ wystgpowania przerzutdw/nawrotu
choroby byta znaczaco nizsza u pacjentow z rozpoznaniem ChS G2/3 z mutacjami IDH2
w poréwnaniu do tych z mutacjg IDH1 lub brakiem mutacji [217].

Z drugiej strony, w jednym z badan dotyczacym 79 pacjentow z rozpoznaniem ChS
wykazano istotny zwigzek pomiedzy wystepowaniem mutacji IDH1/2 u pacjentow
z rozpoznaniem ChS G2/G3, a dtuzszym RFS (p <0,003) i MFS (p <0,013) [54]. Z kolei
w trzech innych badaniach nie wykazano istotnego wptywu mutacji IDH na przezycia
pacjentéw z rozpoznaniem ChS. W pierwszym z nich, przeprowadzonym na grupie 54
pacjentow, nie wykazano istotnej rdéznicy zardowno w 5-letnim OS pacjentow
z rozpoznaniem ChS G2/G3, ani w innych ocenianych parametrach - RFS i PFS [229].
Drugie z badan dotyczylo grupy 74 pacjentdéw z rozpoznaniem centralnego ChS i wykazato
brak istotnych réznic w przezyciu swoistym dla choroby (DSS, ang. disease specific
survival) u pacjentow z mutacjami IDH1/2 (R132C, R132H, R132G, R132I, R132S, R1725S),
w porownaniu z pacjentami bez tych mutacji [51]. W ostatniej pracy dotyczacej kohorty 93
pacjentéw z rozpoznaniem klasycznego ChS lub DDCS przeprowadzona jednoczynnikowa
i wieloczynnikowa analiza nie wykazata istotnego wptywu mutacji IDH na przezycia
pacjentow z rozpoznaniem ChS [66]. W tym samym badaniu wykazano natomiast istotny
negatywny wplyw mutacji TP53 na przezycia pacjentow, zarowno W przypadku OS, jak
i MFS (w analizie jednoczynnikowej i wieloczynnikowej). Dodatkowo mutacja TP53 byta
zwigzana z wyzszym ryzykiem nawrotu po operacji (majacej na celu wyleczenie) oraz
gorszym przezyciem ws$rod pacjentow, u ktoérych wystgpita choroba z przerzutami
de novo [66].

Dotychczasowe badania potwierdzaja wyniki uzyskane w tej pracy. Odsetki 5-
letniego OS dla pacjentéw z mutacja TP53 i bez niej roznily si¢ znaczaco i wynosily
odpowiednio 21% i 61%. Z drugiej strony, wptyw na to moglto mie¢ wystepowanie mutacji
TP53 glownie u pacjentdow z rozpoznaniem ChS G3 lub DDCS, rokujacych najgorze;j.

Pomimo tego, otrzymane wyniki potwierdzaja aktualne doniesienia na temat potencjalnego
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wplywu mutacji IDH1 lub TP53 jako negatywnych czynnikow prognostycznych
U pacjentow z rozpoznaniem ChS.

Przeprowadzona analiza wykazata ponadto, ze U pacjentow z mutacjami w genach
EPHA7 lub PTCH1 nie osiagni¢to 3-letniego OS, podczas gdy odsetki 5-letnich OS
U pacjentdw bez tych zmian wynosity 57%. Gen EPHA7 koduje biatko nalezace do RTKS
I jest zaangazowany W szlaki zwigzane z procesem nowotworzenia, m.in. PISK-AKT
[251,252]. Co ciekawe, jedna z mutacji EPHA7 wykryta u pacjenta z rozpoznaniem DDCS
dotyczyta kodonu ,,STOP”, ktore byly nieliczne w przeprowadzonej analizie. Uzyskane
wyniki dla genoéw PTCH1 i EPHATY zdaja si¢ by¢ unikatowe dla niniejszej pracy; Chociaz
wplyw na to ponownie mogl mie¢ fakt, ze mutacje w tych genach zwigzane byty
z wystepowaniem podtypoéw ChS o wyzszym stopniu ztosliwosci (G2/G3 oraz DDCS),
podobnie jak zaobserwowano to w innych badaniach [54,57]. Mimo to w pracy udato
zidentyfikowa¢ si¢ nowe potencjalne czynniki prognostyczne, mogace mie¢ znaczenie m.in.
w diagnostyce ChS lub jako przyszie cele terapeutyczne. Dodatkowo potwierdzono

istniejace doniesienia na temat mutacji TP53 czy czgsci badan na temat mutacji IDH1.

5.3. Ocena profilu immunologicznego chrzestniakomiesaka

Oceny naciekow komoérek immunologicznych dokonano na podstawie barwien IHC.
Zastosowanie tej metody zamiast barwien immunofluorescencyjnych, wigzato si¢ jednak
z pewnymi ograniczeniami. Praca na Kilku skrawkach, osobnych dla poszczegélnych
barwien, uniemozliwita oceng koekspresji poszczegdlnych markeréw na pojedynczych
komoérkach. W zwigzku z tym charakterystyka komoérek immunologicznych w tej pracy
zostala przedstawiona w oparciu o0 pojedyncze markery na ich powierzchni, co daje

uogolniony obraz naciekow immunologicznych.

W prezentowanej analizie komorki CD45+, HLA-DR+, CD14+, CD68[PGM]+,
CD163+ oraz Gal-9+ stanowily najliczniejszg grupe wérod naciekéw immunologicznych
wystepujacych u pacjentow z rozpoznaniem ChS. Poza makrofagami M2 (CD163+),
pozostate komorki dominowaty w obwodowym regionie guza, chociaz nie byly to roznice
istotne statystycznie (z wyjatkiem komorek CD45+). W mniejszym stopniu obserwowano
limfocyty CD3+, CD8+ CD4+ i TIM-3+, ktére takze dominowaly na obrzezach guza
(istotne roznice zaobserwowano jedynie dla limfocytow CD4+). Ilo§¢ makrofagow M2

CD68[KP1]+ byta najmniejsza w stosunku pozostatych grup makrofagdw.
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Wigkszy udziat TAMs w TME w stosunku do limfocytow byt obserwowany w wielu
migsakach, w tym takze w migsakach kosci [148]. W badaniu Richerta i wsp. [149],
Z udziatem 27 pacjentow z rozpoznaniem ChS G1-G3 oraz 49 pacjentow z rozpoznaniem
DDCS, TAMs o fenotypie M2 (komorki CD163+) stanowity najliczniejsza grupe, chociaz
ich lokalizacja w przypadku klasycznego ChS ograniczata si¢ do obrzeza guza. Z kolei
w przypadku DDCS makrofagi lokalizowaty si¢ takze w centralnej czgsci (zwlaszcza
CD68+ TAMSs) [149]. Lokalizacje TAMs (CD163+) na obwodzie guza zaobserwowano
takze w innym badaniu z udzialem 26 pacjentow z rozpoznaniem ChS G1-G3 [150].
Z drugiej strony, jedno z badan przeprowadzone na materiale pochodzacym od 21 pacjentow
z rozpoznaniem ChS G1-G3 wykazato, ze makrofagi i monocyty nie byty tak liczne w TME
tych nowotworéw, a TAMs o fenotypie CD68+ byly rzadko obserwowane. Autorzy
zasugerowali, ze udzial TAMs w mikrosrodowisku ChS moze by¢ mniejszy w stosunku do
kostniakomig¢saka [253].

Zaobserwowane w tej pracy zaggszczenie limfocytow (CD3+, CD4+, CD8+)
w obwodowym regionie guza byla juz identyfikowana w badaniach dotyczacych ChS G1-
G3; w przypadku DDCS autorzy tych samych badan identyfikowali TILS rowniez
w centralnym regionie guza [149,150]. W innym badaniu, ChS G2/G3 charakteryzowaty si¢
znacznie wigkszg liczbg limfocytow T CD8+ w poroéwnaniu do ChS G1. Ponadto badacze
wykazali, ze zidentyfikowane limfocyty CD8+ prezentowaty fenotyp ,,wyczerpania”, m.in.
poprzez koekspresje markeréw TIM-3, czy PD-1 [253]. Pozostate limfocyty B, czy Tregs
ogrywaly w prezentowanych wynikach duza mniejsza role, co zaobserwowano takze
w innych pracach dotyczacych ChS [253,254].

Dane na temat innych obserwowanych licznie w tej pracy markerow (HLA-DR,
CD14) w ChS sa nieliczne. W badaniu Inagaki’ego i wsp., przeprowadzonym na 56
pierwotnych migsakach kosci, poza komérkami CD68+ autorzy zidentyfikowali wsrod
TAMs takze komorki CD14+, ktore wraz limfocytami T CD3+ byly gtdéwnymi sktadowymi
odpowiedzi zapalnej [254]. Udziat tych komorek oraz komoérek immunologicznych ogdtem
(ocenianych jako komorki CD45+) w ChS byt jednak nizszy niz np. w kostniakomigsaku
[254]. Z drugiej strony, wspomniane wczesniej badanie przeprowadzone na materiale od 21
pacjentdow z rozpoznaniem ChS G1-G3 [253], wykazalo obecnosc granulocytarnych
mieloidalnych komorek supresorowych (G-MDSC, ang. granulocytic myeloid-derived

suppressor cells) o fenotypie HLA-DR— CD14— w czg¢sci probek.
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W niniejszej pracy ekspresja HLA-DR byta zwigzana nie tylko z APC, ale takze
z komodrkami nowotworowymi, co mogto wptyna¢ na koncowe wyniki. Ekspresja HLA-DR
byta jednak widoczna licznie takze w komodrkach immunologicznych (Rycina Z3,
Zatacznik 7). Obecno$¢ dodatniego barwienia HLA-DR na komorkach nowotworowych
mogta wynika¢ z falszywie dodatniego odczynu i reakcji krzyzowej, gdyz w poréwnaniu do
MHC Klasy I, generalnie komérki nowotworowe rzadziej wykazuja ekspresje MHC klasy I1
[255]. Z drugiej strony nie mozna wykluczy¢, ze komorki ChS faktycznie wykazuja
ekspresje HLA-DR, jak zostato to zaobserwowane w jednym z badan; Nota i wsp. wykazali
nizsza immunogenno$¢ ChS GI1 poprzez zmniejszong ekspresj¢ MHC klasy 1 i II
(w tym rowniez HLA-DR) w poréwnaniu do ChS G2/G3. Dodatkowo komoérki DDCS
wykazywaly wigksza ekspresje MHC w poréwnaniu do komoérek klasycznego ChS. Z kolei
w obrebie DDCS komponent odroznicowany charakteryzowat si¢ wigksza ekspresja MHC,
w poréwnaniu do komponentu chrzestnego [256]. Taka samg tendencje wykazano w tej
pracy, gdzie HLA-DR wykazywalo silniejsza ekspresje¢ na komoérkach DDCS w poréwnaniu
do komorek klasycznego ChS, widoczng gtownie w komponencie odréznicowanym (Ryciny
Z3 oraz Z5 i1 Z6, Zakacznik 7). Ekspresje MHC klasy 1l wykazano m.in. w czerniaku, czy
raku piersi, ale takze w modelu migsaka in vitro [255]. Konieczne sa wigc dalsze badania
w tym zakresie majace na celu potwierdzenie ekspresji tego markera w TME ChS,
szczegblnie ze w przytaczanych badaniach dotyczacych ChS G1-G3 komorki
immunologiczne wykazywaty fenotyp HLA-DR— [253].

Wsrod innych istotnych w prezentowanej analizie markerow byta ekspresja PD-1 na
limfocytach, ktorych bylo wigcej w czesci obwodowej guza, chociaz ogotem ich ilosé
w poroéwnaniu do pozostatych limfocytow byta niewielka. Ekspresje PD-1+ zaobserwowano
dotychczas zaréwno w klasycznym ChS, jak i DDCS na obrzezach guza w postaci agregatow
limfatycznych. W przypadku DDCS dodatkowo ekspresja PD-1 korelowata z ekspresja PD-
L1 na komodrkach ChS [149]. W jednym z badan wykazano takze wystepowanie koekspresji
PD-1 z CD8 na limfocytach T cytotoksycznych wystepujacych w TME ChS [253].

Liczba komorek dendrytycznych CD141+, pomimo ogotem niewielkiej liczebnoSci
w badanej grupie pacjentéw, istotnie czgsciej wystgpowala na obrzezach guza.
Udziat komoérek dendrytycznych u pacjentow z rozpoznaniem ChS moze tez potwierdzac
wysoka ekspresja HLA-DR. Chociaz dotad marker CD141 nie byt opisywany w ChS,
autorzy kilku prac sugerowali mozliwy udzial komorek dendrytycznych w TME tych

nowotworéw. W jednej z prac z udzialem pacjentow z rozpoznanymi pierwotnymi
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migsakami kosci (w tym ChS), w grupie o wysokim nacieku TAMs i TILs obserwowano
takze komorki dendrytyczne DC-SIGN/CD11lc+ [254]. Udzial komoérek CD1lc+
potwierdzono takze w innym badaniu na grupie 21 pacjentéw z rozpoznaniem ChS, gdzie
ekspresja komoérek dendrytycznych byta widoczna zwtaszcza w podtypach G2/G3 [253].
Ostatnim cze¢stym markerem w badanej grupie pacjentow byta Gal-9. Ekspresja Gal-
9 widoczna byta zaréwno w komorkach uktadu odporno$ciowego, jak i w komorkach
nowotworowych. Chociaz obecno$¢ Gal-9 nie byla dotad badana w ChS, zwickszona
ekspresja tego markera zostata zidentyfikowana w wielu innych nowotworach np. raku
piersi, glejaku, czy biataczce [257]. Gal-9 wplywa na wiele funkcji, takich jak wzrost
i roznicowanie komorek, adhezja i komunikacja komoérkowa, czy apoptoza. W zwigzku
z czym, nieprawidtowa ekspresja Gal-9 moze by¢ zwigzana z procesem nowotworzenia
[257]. Dodatkowo Gal-9 taczy si¢ z wieloma komorkami immunologicznymi przyczyniajgc
si¢ do immunosupresji np. promujac réznicowanie Tregs, redukujac liczbe limfocytow T
pomocniczych (Th17 i Thl), czy indukujac zmian¢ fenotypu makrofagow z M1 na M2
[258]. Gal-9 specyficznie wigze si¢ takze z receptorem TIM-3, prowadzac do apoptozy
limfocytow T CD8+ [257]. Role Gal-9 w immunosupresji badano m.in. u pacjentéw
z rozpoznaniem kostniakomiesaka, gdzie blokada TIM-3/Gal-9 odwrdcita supresje komorek
efektorowych Th1l wywotang interakcjg miedzy Gal-9, a limfocytami T, monocytami oraz
Tregs [259]. Przedstawione wyniki sugerujg, ze Gal-9 moze odgrywaé znaczgcag rolg
rowniez W TME ChS, przez co w przysztosci moze sta¢ si¢ potencjalnym celem np. dla
immunoterapii. Z uwagi na to, ze ekspresja Gal-9 nie byla dotad obserwowana w ChS,
konieczne sg dalsze badania moggc potwierdzi¢ ekspresje tego markera oraz wyjasnic¢ jego

doktadng rolg w TME tych nowotwordw.

W wyniku Kklastrowania danych immunologicznych, w badanej grupie
zidentyfikowano 3 r6zne immunofenotypy wystepujace u pacjentow z rozpoznaniem ChS.
Immunofenotyp 1 - zblizony do ,,zimnego”, ktory mozna precyzyjniej okresli¢ jako
»wykluczony immunologicznie”, ze wzgledu na obecno$s¢ komorek ukladu
immunologicznych glownie na obrzezu guza [144]; immunofenotyp 2 - najbardziej
odpowiadajacy ,,gorgcemu”, z najwiekszg liczbg naciekow immunologicznych zaréwno
w centrum, jak i na obwodzie guza oraz ekspresja PD-1+ i CD8+ na limfocytach

w centralnym regionie [145]; immunofenotyp 3 - okreslony jako ,,posredni” z ogolnie
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mniejszg liczbg komoérek immunologicznych, ale komdérkami obecnymi takze w centrum
guza.

Przeprowadzona analiza PCA wykazata, ze najwigksze znaczenie w poszczegdlnych
immunofenotypach miata ekspresja HLA-DR, Gal-9, CD14 lub CD45 w centralnej czgsci
guza oraz ekspresja Gal-9, CD45 lub TIM-3 na jego obwodzie. Ponadto pomig¢dzy tymi
markerami zaobserwowano istotg korelacj¢. Komorki z ekspresja HLA-DR wykazywaty
silng korelacj¢ (rho > 0,7) z obecnoscia komoérek CD45+, CD14+, Gal-9+ oraz TIM-3+.
Z kolei obecnos¢ komorek CD 14+ silnie korelowata z komorkami Gal-9+ oraz TIM-3+, a na
obwodzie dodatkowo z naciekiem limfocytow CD4+ i komoérek CD45+. Dodatkowo oba
typy komorek (z ekspresjag CD14 lub HLA-DR) silnie korelowaty z obecnoscig makrofagow
M2 CD163+.

Podobne wyniki uzyskano w badaniu Kostine i wsp., w ktorym w DDCS
zidentyfikowano CD14+CD163+ makrofagi M2 o fenotypie immunosupresyjnym [151].
Ponadto w kostniakomigsaku wykryto TAMs o podobnym profilu - CD14+HLA-DR+
(okreslone jako makrofagi M1) oraz CD14+CD163+ (okreslone jako M2) [260]. Z drugiej
strony, w obecnej tu pracy najsilniejsza istotng korelacje (rho > 0,9) zidentyfikowano
pomiedzy obecnoscig makrofagow M1 i M2 (dla markerow CD68 i CD163). Pokazuje to,
ze chociaz TAMs przewazaly nad TILs ogotem, to w TME ChS byly obecne zaréwno
makrofagi M1, jak i M2.

Przedstawione wyniki sugeruja, ze najwigksza role w wystgpowaniu
immunofenotypu ,,goragcego” miata ekspresja markerow zwigzanych z makrofagami M1
(komoérki CD14+, HLA-DR+), makrofagami M2 (komorki CD14+, CD163+), a takze
obecno$¢ markerow zwigzanych z ,,wyczerpaniem” limfocytow (Gal-9, zwigzana z APC
0 ekspresji HLA-DR+ i CD14+ lub produkowana przez komoérkami nowotworowe, oraz
TIM-3). Obecno$¢ fenotypu ,,wyczerpanych” limfocytow moze dodatkowo potwierdzac
zaobserwowana korelacja (rho > 0,6) pomiedzy ekspresja Gal-9 i TIM-3 zarowno
w centralnym, jak i obwodowym regionie guza. Ponadto na obwodzie guza wykazano silng
korelacje migdzy naciekami komoérek TIM-3+ oraz PD-1+, co moze sugerowaé udziat
limfocytow TIM3+PD-1+, ktore zostaty zidentyfikowane w ChS przez innych badaczy jako
charakteryzujace ,,wyczerpane” limfocyty CD8+ [253].

Obecnos¢ poszczegdlnych immunofenotypow byta istotnie rézna w podtypach

histologicznych ChS. Udziat ,,zimnego” immunofenotypu malat wraz ze wzrostem stopnia

144



ztosliwosci guza, a w DDCS byt catkiem nicobecny. Wyniki te wskazujg, ze podtypy
0 wyzszych stopniach ztosliwosci (szczegélnie w przypadkach DDCS) mialy wigcej
naciekow komoérek immunologicznych w poréwnaniu do ChS G1. Wigkszg immunogennos$¢
DDCS wzgledem klasycznego ChS zaobserwowano w kilku innych badaniach. W jednym
z nich, DDCS wykazywat wigksza ekspresj¢ markeroéw CD45, CD68 i CD3 w stosunku do
klasycznego ChS. Autorzy badania zaobserwowali ponadto dodatnig ekspresje CD68+
TAMs wylacznie w odréznicowanym komponencie DDCS [254]. Przewage TAMs
W odréznicowanym komponencie DDCS wykazali takze Richert i wsp. [149], co jest zgodne
z wynikami otrzymanymi w tej pracy (co pokazano na przyktadzie markera CD163 na
Rycinie Z6 w Zalaczniku 7). Z drugiej strony, w przypadkach klasycznego ChS takze
opisano w literaturze takg tendencje. Przyktadowo w ChS G2/G3 obserwowano wicksza
liczbe limfocytow T i komorek dendrytycznych w centralnym regionie guza W poréwnaniu
do ChS G1 [253]. Z kolei Simard i wsp. zaobserwowali wyzszg gestos¢ limfocytow T w ChS
G2/G3 oraz wigkszy udzial makrofagéw CD163+ w ChS G3 w poréwnaniu do ChS G1
[150].

W ramach oceny profilu immunologicznego ChS osobno okreslono takze ekspresjg
PD-L1 na komoérkach nowotworowych oraz oceniono obecno$¢ TLS. Pozytywna ekspresje
PD-L1 wykryto jedynie u 13 z 99 pacjentow, w wiekszosci w DDCS (9 przypadkow).
Co ciekawe, w przypadkach ChS G2 wecale nie wykryto ekspresji PD-L1. Ekspresja PD-L1
w DDCS jest czgsto opisywana w literaturze i wystgpuje u okolo 50% przypadkow,
zwlaszcza w komponencie odroéznicowanym [149,151,239]. Wiele prac sugeruje,
ze pacjenci z rozpoznaniem DDCS moga by¢ najlepszymi kandydatami do immunoterapii,
szczegoblnie ze w dotychczasowych badaniach to whasnie w tym podtypie ChS obserwowano
czg¢sciowe odpowiedzi na zastosowanie inhibitorow PD-1 [153,154]. W badaniu
przeprowadzonym przez Kostine i wsp., ekspresja PD-L1 byla zwigzana z wigkszym
naciekiem immunologicznym oraz wystgpowaniem MHC klasy I. Z kolei w dwoch innych
badaniach ekspresja PD-L1 wystepowata w komorkach ChS o wyzszym stopniu ztosliwosci
- G2 lub G3 [152,153]. Korelacj¢ ekspresji PD-L1 z naciekami immunologicznymi
potwierdzono takze w niniejszej pracy. Ekspresje PD-L1 wykryto jedynie u pacjentow
0 immunofenotypie ,,gorgcym” i ,,posrednim”, z istotng przewaga w immunofenotypie
»goracym”, co potwierdza hipotez¢ ze u tych pacjentéw immunoterapia moglaby

potencjalnie znalez¢ zastosowanie.
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W przypadku TLS nie zidentyfikowano istotnych réznic pomigdzy poszczegdlnymi
podtypami histologicznym lub immunofenotypami ChS. Zauwazono jednak wigksza
tendencje do wystepowania TLS w ChS G3 wzgledem pozostatych podtypoéw ChS; z kolei
w przypadkach ChS G1 zupehie nie zidentyfikowano TLS. Tak jak w przypadku ekspresji
PD-L1, obecnos¢ TLS wykryto wylacznie u pacjentow o immunofenotypie ,,gorgcym”
I ,,posrednim”, ponownie z przewaga U tych o immunofenotypie ,,goracym”. Obecno$¢ TLS
bywa lgczona z potencjalnie lepsza odpowiedzia na immunoterapi¢ [145], co mogloby
potwierdza¢ wczesniejsza hipoteze. Z drugiej strony TLS wykryto jedynie u 7 pacjentow,
co stanowi zbyt malg grupg mogaca wiarygodnie oceni¢ ich role w TME ChS. Do tej pory
brak jest danych na temat obecnosci TLS w ChS. Chociaz w przypadku tej pracy TLS nie
odgrywaty istotnej roli, to nie mozna wykluczy¢ ich udziatu w TME ChS. Wykorzystane do
oceny immunologicznej TMA mogly wptynaé¢ na zanizenie wyniku i spowodowaé ze nie
u wszystkich pacjentow poprawnie zidentyfikowano brak tych struktur. W zwigzku z tym
W przysztosci nalezaloby przeprowadzi¢ badania z zastosowaniem peinych skrawkow, aby
ostatecznie potwierdzi¢ lub wykluczy¢ udziat TLS w ChS oraz ewentualnie oceni¢ ich

potencjalng role jako czynnika prognostycznego/predykcyjnego.

Analiza wieloczynnikowa oceniajagca wplyw poszczegolnych immunofenotypow
i podtypow histologicznych ChS na OS pacjentéw wykazala, ze obecno$¢ immunofenotypu
,»goracego” jest niezaleznym negatywnym czynnikiem prognostycznym. U tych pacjentow
obserwowano najnizsze 5-letnie OS (na poziomie 29%). Odsetki 5-letnich OS u pacjentow
o immunofenotypie ,,posrednim” i ,,zimnym” wynosity odpowiednio 44% i 86%.

Chociaz najgorsze rokowanie u pacjentow o najwickszej liczbie naciekow komorek
immunologicznych mogloby wydawac si¢ zaskakujace, to tego typu obserwacji dokonano
w wielu innych badaniach [239,261,262]. Fan i wsp. wykazali, ze u pacjentow
z rozpoznaniem migsaka tkanek migkkich lub kosci (w tym kostniakomigsaka lub migsaka
Ewinga) wigkszy naciek immunologiczny zwigzany byl z gorszym 5-letnim OS oraz
korelowat z wystgpieniem przerzutow [261]. W badaniu przeprowadzonym na grupie ponad
500 pacjentow z rozpoznaniem migsaka tkanek migkkich takze wytypowano
trzy immunofenotypy - ,,goracy”, ,,umiarkowany” i ,,zimny”, Z czego ten okres$lony przez
autorow jako ,,goracy” charakteryzowat si¢ najkrotszym PFS [262]. Chociaz pacjenci o tym
immunofenotypie mieli duzo naciekow komorek immunologicznych, to TME miato fenotyp

przeciwzapalny z tendencjg do immunosupresji. Z kolei u pacjentow z immunofenotypem
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»Zlmnym” badacze zaobserwowali najmniejszy udzial makrofagow M2, co moglo wptynac
na ich lepsze rokowanie [262].

Wyniki uzyskane w tej pracy takze sugeruja, ze gorsze rokowanie u pacjentow
Z ,,goragcym” immunofenotypem moze mie¢ zwigzek ze srodowiskiem wykazujacym cechy
immunosupresji. Chociaz w tej grupie pacjentdw zaobserwOwano najwigcej komorek
immunologicznych, to w przewazajacej czgsci byly to makrofagi lub limfocyty
o prawdopodobnym fenotypie ,,wyczerpania”. Przeprowadzona analiza nie wykazata
przewagi makrofagow M2 nad M1, jednak juz sama obecno$¢ TAMS moze by¢ zlym
czynnikiem prognostycznym i sprzyjaé¢ procesowi nowotworzenia [263]. Z drugiej strony,
istotng rol¢ w TME ChS moze odgrywac Gal-9, ktorej ekspresja mogta sprzyjaé rozwinigciu
si¢ Srodowiska immunosupresyjnego zarowno z udziatem makrofagéw jak 1 limfocytow
[140,258]. Takie komorki ulegajac ,,wyczerpaniu” na obwodzie guza, mogly przesta¢ by¢
funkcjonalne jeszcze zanim znalazly si¢ w jego centralnej czg¢sci. Hipoteza ta moglaby
wyjasnia¢ dlaczego pomimo duzej ekspresji HLA-DR (wskazujacego na obecnos¢ APC) nie
zachodzita efektywna prezentacja antygenu i wlasciwa odpowiedZ przeciwnowotworowa.
Jednak bardziej szczegotowe badania w tym zakresie sg niezbedne dla poznania doktadnego
mechanizmu nieefektywnej odpowiedzi immunologicznej u pacjentéw 2z obecnymi
naciekami komorek immunologicznych w centralnym regionie guza. Ponadto chociaz
ekspresja PD-L1 rzadko wyst¢gpowata w badanej grupie chorych i nie odgrywata znaczacej
roli w poszczegdlnych immunofenotypach, jej obecnos$¢ u pacjentow z immunofenotypem
,»goracym” potwierdza dotychczasowe badania pokazujace, ze PD-L1 jest ztym czynnikiem
prognostycznym u pacjentow z rozpoznaniem ChS [152,264].

Obecnos¢ srodowiska immunosupresyjnego w ChS G1-G3 zostata takze
zasugerowata w dwoch innych pracach. Li i wsp. w swoim badaniu na 21 pacjentach
z rozpoznaniem ChS takze wykryli trzy immunofenotypy, ktore okreslili jako: ,,zimny”
(bez naciekow immunologicznych, tzn. ,pustynia immunologiczna™), ,,wyczerpany”
(z obecnoscig ,,wyczerpanych” limfocytow CD8+ oraz komorek dendrytycznych) oraz
,»Z przewaga G-MDSC” (wykazujacych cechy immunosupresyjne) [253]. Z kolei Richert
i wsp. wykazali, ze obecno$¢ immunosupresyjnych CD68+ lub CD163+ TAMs w DDCS
byla zwigzana z choroba przerzutowa. W tym samym badaniu autorzy zaobserwowali,
ze obecnos$¢ markerow sugerujacych srodowisko immunosupresyjne, takich jak ekspresja
PD-L1 w DDCS, wystepowanie TAMs (CSF1R+ lub SIRPA+) i TILs (TIM-3+ lub LAG-
3+) oraz ekspresja B7-H3 na komoérkach nowotworowych w DDCS i klasycznym ChS [149].
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Przedstawione w tej pracy wyniki potwierdzaja wiec dotychczasowe doniesienia
0 prawdopodobnie zachodzgcej immunosupresji w TME ChS, jednocze$nie wskazujac nowe

czynniki potencjalnie zaangazowane w ten proces, takie jak Gal-9.

Dodatkowa analiza przeprowadzona na podgrupie 53 pacjentow z rozpoznaniem
ChS wykazata, ze w TME dochodzi do deregulacji procesow zwigzanych z odpowiedzig
immunologiczng (na skutek spadku ekspresji gendéw) we wszystkich podtypach
histologicznych ChS wzgledem tkanek zdrowych.

Zaréwno w przypadkach ChS G1, jak i G2 zaobserwowano spadek ekspresji genow
zwigzanych z odpowiedzig nabyta, co moze potwierdza¢ mniejszy udzial limfocytow
w TME ChS. W przypadku ChS G2 wystgpowata dodatkowa obnizona ekspresja genow
odpowiadajacych za zdolno$¢ do adhezji komorkowej leukocytow, a w ChS Gl
zaburzeniom ulegatl proces migracji limfocytow T. W przypadku ChS G3 oraz DDCS
réwniez obserwowano spadek ekspresji genow zwigzanych z regulacja odpowiedzi nabytej,
jednoczesnie ze wzrostem ekspresji genow regulujacych odpowiedz wrodzong, co sugeruje
wigkszy udzial m.in. makrofagéw w tych podtypach. Co ciekawe, tylko w DDCS
wystepowal spadek ekspresji genow zaangazowanych w produkcje cytokin komoérek linii
mieloidalnej, bedacych prekursorem m.in. komoérek dendrytycznych, monocytow, czy
makrofagéow [265]. We wszystkich podtypach dochodzito natomiast do spadku produkcji
molekularnych mediatorow odpowiedzi immunologicznej.

Analiza qPCR wykazala takze zmiany w ekspresji genéw pomiedzy poszczegdlnymi
podtypami histologicznymi ChS. Geny o istotnie wyzszej ekspresji wzgledem innych
podtypow dotyczyty jedynie ChS G3, w ktorym wykazano wzrost ekspresji VEGFA, PTGS2,
MIF, TGFB1 oraz SPP1 wzglgdem ChS G1/G2. Dodatkowo ChS G3 charakteryzowat si¢
zwickszong ekspresja HIF1A wzglgdem ChS G1 oraz wzrostem ekspresji ACKR3 wzglgdem
ChS G2.

Gen VEGFA, kodujacy VEGFA-A, jest gldéwnym czynnikiem zaangazowanym
w angiogeneze i progresj¢ ChS, stad jego ekspresja jest wyzsza w podtypach o bardziej
agresywnym przebiegu (G2 i G3) [237,266]. W indukcji VEGF-A uczestnicza m.in. HIF 1 a
(kodowany przez gen HIF1A), chemokina CXCL12 (ang. C-X-C motif chemokine ligand 12)
oraz enzym cyklooksygenaza-2 (COX-2, ang. cyclooxygenase-2, kodowana przez gen
PTGS2) [237]. Podwyzszona ckspresja HIF1A, podobnie jak VEGF-A, byta dotad

obserwowana zwtaszcza w ChS G2/G3. Ponadto wykazano, ze zwigkszona produkcja HIF 1a
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wplywa negatywnie na przezycia pacjentow z rozpoznaniem ChS i moze uczestniczy¢
W progresji nowotworu np. poprzez zwigzek z biatkami z rodziny Bcl-2, zaangazowanymi
w unikanie procesu apoptozy [237,267]. Z kolei w badaniach in vitro dotyczacymi komoérek
ChS wykazano ekspresje COX-2 oraz CXCL12, ktorej jednym z receptorow jest CXCR7
(ang. C-X-C chemokine receptor type 7, kodowany przez gen ACKR3) [268-270].

Natomiast gen SPP1, koduje osteopontyne (OPN, ang. osteopontin), ktora poprzez
interakcje z receptorem CD44 jest zaangazowana w procesy adhezji komorkowej, migracji
i angiogenezy [271]. W ChS wysoka ekspresja OPN byta zwigzana z wigkszg agresywnoscia
1 inwazyjno$cig komoérek nowotworowych [237,272].

Z drugiej strony wspomniane wyzej czynniki: VEGF-A, COX-2, czy OPN s3
rOwniez zaangazowane w proces immunosupresji m.in. poprzez hamowanie aktywnosci
limfocytow T i komoérek NK, rekrutacje Treg i MDSC, czy indukcje¢ zmiany fenotypu TAMs
z M1 na M2 [273-275]. Podobng role w TME odgrywa TGF-p (kodowany przez gen
TGFB1), czy czynnik zahamowania migracji makrofagéw (MIF, ang. macrophage
migration inhibitory factor, kodowany przez gen o tej samej nazwie) [276,277]. Dodatkowo
w badaniach in vitro wykazano, ze MIF moze wzmagaé¢ migracje komorek ChS poprzez
szlak PI3BK/AKT/NF kappa B (NF-xB, ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells) [278]. Zidentyfikowane w tym badaniu czynniki ze wzgledu na mnogosé
ich funkcji, moga mie¢ istotne znaczenie w progresji tych nowotworéw i wptywac na
agresywny przebieg ChS G3.

W grupie pacjentow z rozpoznaniem ChS G3 wykazano takze istotny wzrost
niektorych genow wzgledem DDCS. Jednym z nich byt wspomniany wczesniej VEGFA, co
moze sugerowaé jego odmienng role w patogenezie ChS G3 wzgledem DDCS. W jednym
z dotychczasowych badan zaobserwowano, ze eckspresja VEGFA byla wyzsza
w komponencie chrzestnym, w poréwnaniu do odréznicowanego [278], co pokazuje
zroznicowanie w ekspresji VEGF-A w obrebie nawet tego samego podtypu ChS.
Wsréd innych gendw o podwyzszonej ekspresji byly EGFR, STAT3 oraz TP53. Receptor
nabtonkowego czynnika wzrostu (EGFR, ang. epidermal growth factor receptor, kodowany
przez gen o tej samej nazwie) jako jeden z RTKSs jest zaangazowany w kluczowe szlaki dla
wzrostu 1 proliferacji komoérek nowotworowych tj. PISK/AKT i MAPK/ERK [278].
Wystepowanie aktywnosci konstytutywnej EGFR w ChS o0 wyzszych stopniach ztosliwosci
(G2/G3) byto juz opisane i moze mie¢ zwigzek z udziatem mutacji EGFR w progresji tych

nowotworow [12,279].
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Z kolei gen STAT3 moze by¢ aktywowany przez rézne cytokiny i czynniki wzrostu
np. IL-6, czy czynnik wzrostu naskorka (EGF, ang. epidermal growth factor), a takze
poprzez szlak kinazy Janusowej (JAK, ang. Janus activated kinases)/STAT3 (ang. signal
transducer and activator of transcription 3). Czynnik STAT3 (po aktywacji) reguluje
ekspresje genéw promujacych przezycie, proliferacj¢ i migracj¢ komoérek nowotworowych
[280], moze wigc stanowi¢ negatywny czynnik prognostyczny dla pacjentow
z rozpoznaniem ChS G3. Ponadto STAT3 ogrywa wazng rolg W immunosupresji, poprzez
indukcje ekspresji genéw zwigzanych z rekrutowaniem Tregs, TAMs o fenotypie M2
i MDSC, co potwierdza wczesniejsze wyniki z udzialem innych czynnikoéw
zaangazowanych w ten proces.

Wazng obserwacja zdaje si¢ by¢ nadekspresja TP53, ktora podobnie jak znaczna
czeg$¢ mutacji w tym genie (tak jak opisano we wczeéniejszym podrozdziale) wystepowata
w przypadku ChS G3. Zgodnos$¢ tych wynikow w obu prezentowanych analizach,
potwierdza dotychczasowe badania sugerujace zaangazowanie biatka p53 w progresje ChS
[67,281].

Uzyskane w analizie gPCR wyniki potwierdzaja dotychczasowe doniesienia
I sugerujg mozliwg rolg HIF1a, VEGF-A, COX-2, CXCR7, MIF, OPN, EGFR, czynnika
STATS3, czy biatka p53 w rozwoju ChS G3. Ponadto prezentowane czynniki, poprzez
tworzenie srodowiska immunosupresyjnego z udzialem TAMs lub MDSC, moga wyjasnia¢
gorsze rokowania pacjentow z rozpoznaniem ChS G3, a takze potwierdzaé wczesniejsza
hipotezg o udziale czynnikéw immunosupresyjnych w TME ChS (zwtaszcza w przypadku
pacjentow 0 immunofenotypach charakteryzujacych si¢ wigkszymi naciekami komorek
immunologicznych). Z kolei r6znice w ekspresji niektorych genow sugerujag odmienne TME
zarowno pomigdzy ré6znymi podtypami histologicznymi tych nowotworéw oraz migdzy

stopniami ztosliwosci histologicznej ChS.

5.4. Kaorelacja danych immunologiczno-molekularnych

Analiza TMB w poszczegdlnych immunofenotypach nie wykazata istotnych réznic
pomiedzy roznymi grupami pacjentow z rozpoznaniem ChS. Zaobserwowano jednak
tendencje do akumulacji mutacji w klastrach o wigkszym nacieku komorek
immunologicznych. Najwyzsze wartosci TMB byly obserwowane w grupie pacjentow
0 immunofenotypie ,,goragcym” ze $rednim TMB réwnym 5,73 mut/Mb, podczas gdy dla

pozostatych srednie TMB wynosito okoto 3,5 mut/Mb. Z drugiej strony, w grupie pacjentow
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0 immunofenotypie ,,goracym” wystepowaly przypadki o prawdopodobnie wystepujacej
nieprawidlowej deaminacji (z wartosciami powyzej 20 mut/Mb), ktore mogly zawyzy¢ ten
wynik. Mimo to mediana TMB w guzach o imunofenotypie ,,po$rednim” byta wyzsza niz
W ,,zimnym”, cO potwierdza opisywang tendencje. Podobne wyniki uzyskali Weng i wsp.,
gdzie sposrod trzech immunofenotypéw, wytypowanych u pacjentow z rozpoznaniem
migsaka tkanek migkkich, grupa o immunofenotypie ,,umiarkowanym” miata istotnie
wyzsze TMB niz w ,,zimnym”. Autorzy nie wykazali natomiast istotnych statystycznie
roznic pomiedzy immunofenotypem ,,goragcym” a ,,umiarkowanym”. Przedstawione tam
immunofenotypy miaty tez odmienne profile molekularne [262].

W prezentowanej tu pracy takze zaobserwowano réznice W wystepowaniu mutacji
pomiedzy poszczegdlnymi immunofenotypami, zwlaszcza na poziomie wariantow
strukturalnych (CNV). U pacjentow 0 immunofenotypie ,,gorgcym” zidentyfikowano
najwickszg liczbe delecji/utrat genéw 1 amplifikacji, chociaz byly one tez obecne
W pozostatych klastrach. Przyktadowo amplifikacje genéw zaangazowanych w szlaki RTK-
RAS i PIBK-AKT, takie jak: AKT2, MAP2K2, FGFR1, MET, BRAF, PDGFRA, czy KIT,
wystepowaly glownie w przypadkach o immunofenotypie ,,gorgcym”. Podobnie
w przypadku gendéw dotyczacych czynnikow transkrypcyjnych (MYC, CIC, czy RUNX2),
ktorych amplifikacje wykryto jedynie w tej grupie pacjentow. Z kolei u pacjentow
0 immunofenotypie ,,posrednim” zaobserwowano amplifikacje genow CSMD3, MN1
i UBRS, a takze utraty genow PTCH1 i RB1. W przypadku pacjentow 0 immunofenotypie
,»zimnym” nie zidentyfikowano mutacji w genach AKT2, PTCH1, RB1, czy UBR5 (zar6wno
SNV i CNV), a amplifikacje lub delecje dotyczyly ogotem pojedynczych pacjentow.
Co ciekawe, nie zaobserwowano w tej grupie takze mutacji w genie EPHA7, ktora podobnie
jak PTCH1 byta negatywnym czynnikiem prognostycznym (jak opisano w podrozdziale
5.2).

Chociaz dla zadnego z tych gendéw nie wykryto istotnych roznic pomigdzy
poszczegolnymi grupami pacjentdw z rozpoznaniem ChS, przedstawione wyniki sugeruja,
ze wplyw na gorsze przezycia u pacjentow o immunofenotypie ,,gorgcym” mogto miec¢ takze
podtoze molekularne i1 wystgpowanie bardziej ztozonych zaburzen molekularnych.
Szczegolny wplyw na rokowania U tych grup pacjentow mogty mie¢ deregulacje w szlakach
zwigzanych ze wzrostem i proliferacja komorek, takich jak RTK/RAS/MAPK/ERK, czy
PI3K-AKT, a takze zaburzenia szlaku Hedgehog.
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Zmianami genetycznymi, ktore roznity si¢ najbardziej pomig¢dzy poszczegdlnymi
immunofenotypami byly mutacje IDH1/2 i TP53. Chociaz ponownie nie Wykazano tutaj
roéznic istotnych statycznie, mutacje w tych genach dotyczyly w przewazajacej czegsci
pacjentow o immunofenotypie ,,gorgcym” (w przypadku genow IDH1/2 i TP53) oraz
,posrednim” (w przypadku genu IDH1). Ponadto wszystkie delecje dotyczace genu TP53
dotyczyly jedynie przypadkow o immunofenotypie ,,goracym”, a co za tym idzie deregulacje
szlakow zwigzanych z integralno$cia genomowa réwniez wystepowaly W przewazajacej
wigkszosci U pacjentow w tej grupie. Wynik ten mogt potencjalnie wptynac¢ na zte rokowania
tych pacjentow.

Poza pojedynczymi wyjatkami, mutacje IDH2 wystepowaly glownie u pacjentow
o immunofenotypie ,,goragcym”. Chociaz ostatecznie nie wykazano roznic istotnych
statycznie, wyniki te sugeruja, ze obecno$¢ mutacji IDH1/2 mogta by¢ zwigzana z wigkszym
naciekiem komorek immunologicznych. Wyniki te sa zgodne z tymi uzyskanymi przez Li
i wsp. z udzialem 21 pacjentow z rozpoznaniem ChS G1-G3 [253]. Autorzy badania
wykazali, ze mutacje IDH1/IDH2 byly pozytywnie skorelowane z limfocytami T,
komorkami dendrytycznymi i G-MDSC; dodatkowo pacjenci z mutacjami IDH mieli
ogo6tem wiecej naciekéw immunologicznych w poréwnaniu do pacjentéw bez tych mutacji
(u ktorych wystepowato zjawisko ,,pustyni immunologicznej”). W tej samej pracy
zaobserwowano, ze u pacjentow z mutacjami IDH wystepowata dodatnia korelacja miedzy
2-HG a CXCL12, bgdacej chemoatraktantem dla komoérek dendrytycznych, ktore nastgpnie
powodowaly naptyw limfocytow T [253]. Mogloby to wyjasnia¢ dlaczego u pacjentow
z mutacjami IDH1/2 zar6wno w tamtej, jak i tej pracy obserwowano wiecej komorek

immunologicznych.

Przeprowadzona finalnie wieloczynnikowa analiza miata na celu wytypowanie
potencjalnych niezaleznych czynnikow prognostycznych istotnych dla pacjentow
z rozpoznaniem ChS. Sposrod wszystkich zmiennych, przy uzyciu metody LASSO,
wybrano te najistotniejsze dla badanego modelu. Wykazano, ze poza czynnikami
Klinicznymi - wielko$Scig guza i obecno$cig podtypu o wyzszym stopniu zlosliwosci
(DDCS), istotny negatywny wptyw na OS pacjentow mialy zardbwno czynniki genetyczne,
jak 1 immunologiczne. Obecnos¢ immunofenotypu ,,goracego” (HR: 3,3; CI: 1,13-9,8; p
<0,05) oraz obecno$¢ mutacji IDH1 (HR: 3,8; Cl: 1,75-8,1; p <0,001) okazaty si¢ by¢

niezaleznymi negatywnymi czynnikami prognostycznymi. Tego typu wieloparametryczna
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analiza oceniajaca jednoczesny wptyw immunofenotypow oraz czynnikoéw genetycznych na
przezycia tak licznej grupy pacjentow z rozpoznaniem ChS nie byta dotad przeprowadzana,
co stanowi element innowacyjnos$ci tej pracy i jest podstawag do dalszych badan w tym
Kierunku.

W jednym z dotychczasowych badan Nicolle i wsp. takze przeprowadzono
multiomiczng analizg, jednak z wykorzystaniem danych na poziomie mRNA, mikroRNA
i metylomow. Autorzy ujawnili trzy gtdéwne cechy molekularne zwiazane z progresja ChS:
mutacje IDH powodujace hipermetylacje genomu, utrat¢ ekspresji genu kodujgcego tancuch
cigzki immunoglobuliny (IGH, ang. immunoglobulin heavy locus) w regionie 140932, a takze
wysoki potencjat mitotyczny [239]. Ponadto pacjenci z rozpoznaniem DDCS mieli najgorsze
rokowania w stosunku do tych z rozpoznaniem ChS G1-G3, podobnie jak w tej pracy. W tym
samym badaniu, negatywnym czynnikiem rokowniczym byto takze wystapienie U pacjentow
profilu metylacji charakterystycznego dla DDCS, ktéry ponadto charakteryzowal si¢
najwicksza ekspresjg PD-L1 i najwickszymi naciekami limfocytow T [239]. Obecne badania
wskazuja wigc na znaczacy udziat podtypéw ChS w ksztattowaniu si¢ mikrosrodowiska,
ktore wydaje si¢ by¢ bardziej bogate w komodrki immunologiczne w ChS o wyzszych
stopniach ztosliwosci, szczegolnie w DDCS [239,253,254]. Ta tendencja zostata takze
zauwazona w tej pracy. Moze mie¢ to zwigzek ze zmianami morfologicznymi, ktore sa
widoczne w podtypach histologicznych o wyzszych stopniach zto§liwosci tj. zmniejszeniem
udzialu macierzy chrzestnej (W ChS G2/G3), czy odroznicowaniem chondrocytow
(w DDCS) [12,21,34], co moze prowadzi¢ do tatwiejszej infiltracji tych podtypow ChS
przez komorki immunologiczne. Z drugiej strony koncowa analiza wykazata, ze naciek
komoérek immunologicznych zwigzany z prezentowanym immunofenotypem ,,gorgcym” jest
negatywnym czynnikiem prognostycznym niezaleznym od podtypu histologicznego, co
moze wynika¢ np. z obecnej w TME ChS immunosupresji [149,253].

Sposrod ocenianych w koncowej analizie czynnikéw genetycznych, znaczenie miata
jedynie obecno$¢ mutacji IDH1. Chociaz do tej pory badania dotyczace wptywu mutacji
IDH na przezycia pacjentow z rozpoznaniem ChS byty kontrowersyjne [45], otrzymany
wtej pracy wynik wskazuje na istotne znaczenie tych mutacji jako czynnika
prognostycznego. Negatywny wplyw mutacji IDH1/2 potwierdzono takze w badaniu
przeprowadzonym z udziatem 488 pacjentéw z rozpoznaniem ChS. W wieloczynnikowej
regresji Coxa skorygowanej o wiek, pte¢, podtyp histologiczny (G1-G3, DDCYS) i lokalizacje
guza, autorzy wykazali negatywny wptyw mutacji IDH1/2 na OS pacjentow (HR: 1,90;
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95%Cl: 1,06-3,42; p=0,03) [282]. Z drugiej strony, w innym badaniu przeprowadzonym
z udziatem 93 pacjentow z rozpoznaniem ChS klasycznego lub DDCS nie stwierdzono
réznic W OS i MFS u pacjentow z mutacjag IDH lub bez niej, zarbwno w modelu
jednoczynnikowym, jak i wieloczynnikowym [66].

Mutacje IDH1/2 majag wplyw na wiele procesow komorkowych, mogacych
potencjalnie wptywac na przezycia pacjentow z rozpoznaniem ChS. Co wigcej, sam typ
mutacji IDH moze mie¢ takze odmienne znaczenie i w réznym stopniu wpltywaé na
produkcje 2-HG [283]. Co ciekawe, najliczniej wystepujacy w ChS wariant IDH1 R132C
(co zauwazono takze w tej pracy) jest zwigzany ze zwigckszong produkcja 2-HG
w porownaniu np. do wariantu R132H [284]. Jednym ze skutkéw dzialania 2-HG jest
wyciszanie genow np. poprzez zwigkszong hipermetylacje (zarOwno na poziomie DNA, jak
I histonow) [45,285]. Przyktadowo w jednym z badan, centralne ChS z mutacjg w genie
IDH1 wykazywaly wyzszy stopien globalnej hipermetylacji w poréwnaniu do ChS z mutacja
IDH2 lub bez tych mutacji [217]. Ponadto 2-HG poprzez hamowanie aktywnosci KDM4A
przyczynia si¢ do zwiekszenia aktywnosci szlaku mTOR niezaleznie od PI3K/PTEN, a takze
prowadzi do deregulacji systeméw naprawy DNA np. poprzez upos$ledzenie systemu
rekombinacji homologicznej (HRD, ang. homologous recombination deficiency),
a w konsekwencji do niestabilnosci genomowej [286]. Zmutowana IDH ma takze
zmniejszong zdolno$¢ do produkcji NADPH, co prowadzi zaburzenia roéwnowagi
NADP+/NADPH w mitochondriach. Przyczynia si¢ to do zwigkszenia stresu oksydacyjnego
i produkcji ROS, czynigc takie nowotwory bardziej podatne na uszkodzenia DNA [45].
Nadprodukcja 2-HG jest zwigzana takze ze stabilizacja HIF1a, co wywotuje stan ,,pseudo-
hipoksji” charakteryzujacy si¢ zwickszong angiogenezg 1 metabolizmem glukozy
w komorkach nowotworowych [287].

Wyniki uzyskane w tej pracy zdaja si¢ potwierdza¢ udzial mutacji IDH1
w deregulacji prawie wszystkich powyzszych procesow. W badanej grupie pacjentow
z rozpoznaniem ChS mutacje IDH1 byly najczgstszym zdarzeniem wystepujagcym u prawie
1/3 pacjentow. Wsrod najczesciej deregulowanych sciezek molekularnych (wystgpujacych
u ponad 20% pacjentow) byty te zwigzane z: metabolizmem komorkowym, RTKs i regulacja
wzrostu i proliferacji komorek, utrzymaniem integralno$ci genomowej i systemami naprawy
DNA oraz modyfikacjami chromatyny poprzez biatka histonowe. Ponadto analiza qPCR
wykazata, ze w ChS G3 (u ktorych jednoczes$nie zaobserwowano najwigkszy udziat mutacji

IDH1) wystepowata zwickszona ekspresja HIFla oraz zwigzanego z nim VEGF-A.
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Wszystkie te czynniki wskazuja, ze mutacje IDH1 mogg mie¢ znaczng rolg w rozwoju
i progresji ChS.

Z drugiej strony, chociaz wystgpienie samej mutacji IDH1 stanowilo niezalezny
negatywny czynnik rokowniczy, ich obecno$¢ mogta takze przyczyni¢ si¢ do gorszego
rokowania u czesci pacjentow o immunofenotypie ,,goracym” i z mutacjami IDH1. 2-HG
moze wplywa¢ m.in. na dojrzewanie kolagenu poprzez hamowanie hydroksylazy prolinowej
(P4HAL-3, ang. prolyl 4-hydroxylase subunit alpha-1-3) i hydroksylazy lizylowej (PLOD1-
3, ang. procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 5-dioxygenase 1-3), prowadzac do uposledzenia
ECM [45]. Z kolei deregulacje w ECM moga mie¢ wptyw na modulacje fenotypu komorek
immunologicznych 1 ich migracje. Przykladowo w przypadku rozluznienia ECM, moze
wzrasta¢ naptyw limfocytow T [288]. Potwierdzaja to takze wyniki otrzymane z analizy
gPCR, gdzie w podtypach ChS o wyzszej zawartoSci macierzy chrzestnej — G1/G2
dochodzito do spadku ekspresji genéw zwigzanych z migracja limfocytow T oraz z adhezja
komorek odpornosciowych; z kolei w przypadku ChS G3 wystepowata pozytywna regulacja
adhezji komorkowe;j.

Pomimo zwigkszonej infiltracji komodrek immunologicznych, ze wzgledu na zle
rokowania pacjentow z mutacjami IDH1, uktad immunologiczny najprawdopodobniej nie
dziatal poprawnie. Taka rolg mutacji IDH wykryto m.in. w glejakach, gdzie w przypadku
mutacji IDH1 dochodzi do ucieczki nowotworu spod nadzoru immunologicznego na skutek
zmniejszenia funkcji efektorowych komorek odpornosciowych [289]. Nie mozna wigc
wykluczy¢, ze w przypadku ChS mutacje IDH1 takze przyczyniaja si¢ do hamowania funkcji
uktadu immunologicznego, na co dodatkowy wptyw moze mie¢ samo TME i np. wykryta
w tej pracy ekspresja Gal-9 czy obecnos¢ TAMs.

Zarowno prezentowane W tej pracy wyniki jak i inne wieloparametryczne analizy
prowadzone na ChS [217,239,253] dowodza, ze klasyfikacja pacjentow w oparciu o inne
cechy np. molekularne czy reprezentowane TME jest jak najbardziej wskazana i moze
stanowi¢ wazny czynnik prognostyczny. W tym badaniu, podtyp histologiczny ChS
w pewnym stopniu definiowat zarowno profil immunologiczny, jak i molekularny. DDCS
charakteryzowaty si¢ najwigkszym zageszczeniem komorek immunologicznych, a ChS G3
przewazajacg obecnoScig mutacji w genie IDH1. Nie byt to jednak jedyny czynnik
determinujacy zar6wno przezycie pacjentow, jak 1 wystepowanie poszczegdlnych
immunofenotypow, czy zmian genetycznych. Przykladowo zaréwno immunofenotyp

»goracy”, jak i ,,posredni” wystepowaly takze u niektorych pacjentow z rozpoznaniem ChS
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G1, podobnie jak mutacje IDH1, ktore sg generalnie powszechne w ChS [12]. Wiasciwym
podejsciem wydaje si¢ wiec indywidualne podejscie do pacjenta na podstawie
charakterystyki jego TME oraz profilu genetycznego i nie ograniczanie si¢ jedynie do

podtypu histologicznego.

Prezentowana praca pozwolita w oparciu o profil immunologiczno-molekularny
wytypowaé grupe pacjentdw, u ktérych immunoterapia moglaby znalez¢é potencjalnie
zastosowanie. Pacjenci rokujgcy najgorzej 0 immunofenotypie ,,goragcym” i mutacjach IDH1
wydaja si¢ by¢ najlepszymi kandydatami do leczenia celowanego. Jak wykazano do tej pory
inhibitory PD-1/PD-L1 nie byly obiecujace w leczeniu pacjentow z rozpoznaniem ChS
[154]. Wyniki tej pracy pokazuja jednak, ze ekspresja tych markerow byta obecna tylko
U czesci pacjentow, jednak nie byta tak liczna w poréwnaniu do innych ICPs, takich jak Gal-
9 czy TIM-3. Obiecujacym podejsciem moze by¢ wigc polgczenie immunoterapii
z inhibitorami IDH. Skojarzenie inhibitorow ICPs oraz terapii celowanych przeciwko
czynnikom modulujagcym TME jest obecnie testowane w wielu badaniach klinicznych
I wydaje si¢ perspektywiczne w leczeniu guzow litych. [290]. Przedstawione w pracy wyniKi
sugeruja, ze inhibitory Gal-9/TIM-3 oraz IDH1 moga stanowi¢ obiecujacg terapi¢ w ChS.
Generalnie stworzone w trakcie realizacji tego projektu klasyfikowanie immunologiczno-
molekularne ChS daje szans¢ na indywidualizacj¢ strategii terapeutycznych w tych
nowotworach.

Uzyskane w trakcie realizacji tej pracy wyniki stanowig obiecujacy wstep do
dalszych badan w zakresie immunologii i biologii molekularnej ChS. Ze wzglgdu na
ograniczong w tym badaniu mozliwo$¢ doktadnej oceny fenotypu komorek
immunologicznych, kolejnym etapem powinno by¢ dokladne zdefiniowanie fenotypu
poszczegdlnych grup komorek bioracych udziat w TME ChS 1 okreslenie ich roli
w ksztattowaniu si¢ odpowiedzi przeciwnowotworowej. Pomimo wskazania w badaniu
istotnej roli mutacji IDH1 jako czynnika prognostycznego u pacjentow z rozpoznaniem ChS,
wcigz nieznana jest ich doktadna rola w patogenezie i progresji ChS, a takze potencjalny
mechanizm w ksztaltowaniu TME. Przyszle prace powinny wiec skupi¢ si¢ na poznaniu
doktadnego mechanizmu dziatania mutacji IDH1 zaréwno na poziomie immunologicznym
jak 1 molekularnym (obejmujacym nie tylko genetyczne, ale i epigenetyczne aspekty).
Finalnie, stworzenie odpowiednich modeli in vitro celem zbadania potencjatu zastosowania

zaproponowanej skojarzonej terapii, moze stanowi¢ interesujacy kierunek dalszych badan.
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6. Podsumowanie i wnioski

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Uzyskane w pracy wyniki pozwolity na stworzenie klasyfikacji immunologiczno-
molekularnej ChS.

Posréd czynnikéw klinicznych niezalezny negatywny wptyw na OS pacjentow ma
wigkszy rozmiar guza oraz obecnos$¢ podtypu DDCS.

ChS maja ogdélem niskie TMB, niezaleznie od podtypu histologicznego oraz nie
wykazuja MSI.

W ChS 0 wyzszych stopniach ztosliwosci (G2/G3 i DDCS) wystepowata ogdtem
wigksza liczba ztozonych zmian molekularnych (aberracji chromosomowych).
Szlaki molekularne zwigzane z metabolizmem komorkowym, RTKSs, biatkiem p53,
czy modyfikacjami chromatyny z udziatlem biatek histonowych mogg odgrywac
znaczgcg role w rozwoju i progresji ChS (szczegodlnie w przypadku ChS G3).
Obecnos¢ mutacji IDH1 stanowi niezalezny od podtypu histologicznego negatywny
czynnik prognostyczny u pacjentow z rozpoznaniem ChS i moze stanowic
obiecujacy cel terapeutyczny.

Wystepowanie mutacji TP53, EPHA7 lub PTCH1 moze by¢ negatywnym
czynnikiem prognostycznym zwigzanym z podtypami ChS o wyzszych stopniach
ztosliwosci histologicznej (G2/G3 i DDCS), co moze sugerowac¢ udzial mutacji
w tych genach w progresji ChS.

Obecnos¢ okreslonych naciekow komorek immunologicznych w centrum i1 na
obwodzie guza determinuje wystgpienie okres§lonego immunofenotypu (,,goracego”,
,»zimnego” lub ,,posredniego”) u pacjentéw z ChS, ktéry ma wptyw na OS.

W podtypach ChS o wyzszym stopniu zlosliwosci histologicznej wystepuje
generalnie wiecej komodrek immunologicznych w centralnym regionie guza

(zwlaszcza w przypadku DDCS).

10) Mikrosrodowisko ChS wykazuje cechy sugerujace wystgpowanie immunosupresji,

w ktorym najwickszg role moga odgrywaé TAMs oraz markery zwigzane
z ,,wyczerpaniem” limfocytow, takie jak ekspresja Gal-9; moze to mie¢ zwiagzek ze
ztym  rokowaniem pacjentow wykazujacych wiekszg liczbe komorek

immunologicznych w centralnym regionie guza (o immunofenotypie ,,goracym”).
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11) Wystepowanie mutacji IDH1 lub obecno$¢ immunofenotypu ,,goracego”,
zwigzanego z wickszymi naciekami komoérek immunologicznych wewnatrz guza jest
negatywnym i niezalezny czynnikiem prognostycznym.

12) W oparciu o profil immunologiczno-molekularny mozliwe jest wytypowanie grupy
pacjentow z mutacja w genie IDH1 oraz o ,,gorgcym” immunofenotypie, u ktorych
skojarzona immunoterapia z inhibitorami IDH1 moze przynies$¢ potencjalne korzysci

kliniczne.
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Zalacznik 1. Porownanie roznych metod analizy bioinformatycznych danych

z sekwencjonowania nastepnej generacji
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Rycina Z1. Poréwnanie réznych parametrow filtracji i oprogramowan wraz z liczba uzyskanych
wariantow na przyktadzie 12 probek. A - warianty bezposrednio z Torrent Suite™ (TS), B - warianty
z pakietu GATK (ang. Genome Analysis Toolkit) z filtracjag domyslng, C - warianty wspoélne dla
GATK i TS oraz oprogramowania lon Reporter™ (IR) (filtracja domyslna GATK), D - warianty
wspolne dla GATK i TS oraz IR (filtracja gtownie pod katem wariantéw germinalnych).

W rzedach przedstawiono procentowym udziat mutacji w genach wsrod badanych probek. W kolumnach
przedstawiono poszczegolne probki wraz z podsumowaniem wszystkich wariantow w danej probce na gornym
wykresie stupkowym.
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Zalacznik 2. Sekwencje starterow uzyte do sekwencjonowania metoda Sangera

Tabela Z1. Sekwencje starterow zaprojektowane do wybranych mutacji w genach.

Genwraz z
miejscem . , i .
mut; &ji na Sekwencje starterow wykorzystane do sekwencjonowania
.. wybranych regionéw genéw
sekwencji y y 8 5

aminokwasowej

F: 5-CCTGCACCCTGGACACCAAGC-3'

HNF1A R: 5-GAATGGATGAATGAACAGAGTG-3'

(p.P291) Starter do sekwencjonowania
5-CATGGATGCTCACCCAATTCG-3'

NOTCH4 F: 5-CTATAGTGAGTCGTATTAC CCACTTGAAGCTCCTAGCAGTCC-3'
(p.G349) R: 5-GGACAGGTGAGTTGTTTAAGCC-3'

EPHB1 F: 5-CTATAGTGAGTCGTATTAC CCCACACTGCAACTAGATACTC-3'
(p.R865) R: 5-GGATAATTTGTGAGTGACTGGCTGG-3'

RNF213 F: 5-CTATAGTGAGTCGTATTACCTCTACCAGGCTCACCATCTTC-3'
(p.L4649) R: 5-TCTTTCCAGCAACAGCACAGAC-3'

CSMD3 F: 5-CTATAGTGAGTCGTATTAC GCGGAGGTTAATAATCCTCTG-3'

(p.Y1575) R: 5-GTCCCCATGAATGGGACTCG-3'

THBS1 F: 5-CTATAGTGAGTCGTATTAC CCTGTCAAATGCTTTGAGCC-3'
(p.Q882) R: 5-GCTGGACTCTGACTCAGACC-3'
F: 5-~AATGAGCTCTATATGCCATCACTG-3'
IDH1 R: 5-TTCATACCTTGCTTAATGGGTGT-3'
(p.R132) Starter do sekwencjonowania
5-GCCATCACTGCAGTTGTAGGTTA-3'
IDH2 F: 5-CTATAGTGAGTCGTATTACGGAAGTTGTACACTTCCCAC-3'
(p. R172) R: 5-CCGTCTGGCTGTGTTGTTGC-3'

F — starter ,,forward”, R — starter “reverse”.
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Zalacznik 3. Wykaz przeciwcial uzytych do immunohistochemii

Tabela 2Z2.

immunohistochemicznych.

Lp.

10

11

12

13

14

15

16

17

Opis przeciwciala
pierwotnego; nr.kat.

Monoklonalne mysie anty-
CD45, klon 2B11+PD7/26;
IR751

Monoklonalne mysie anty-
CD3, klon F7.2.38; M7254

Monoklonalne mysie anty-
CD4, klon 4B12; IR649

Monoklonalne mysie anty-
CD8, klon C8/144B; IR623

Monoklonalne mysie anty-
CD68, klon PG-M1; IR613

Monoklonalne mysie anty-
CD68, klon KP1; IR609

Monoklonalne mysie anty-
CD163, klon MRQ-26;
163M-16
Monoklonalne mysie anty-
PD-1, klon NAT105;
315M-96

Monoklonalne mysie anty-
PD-L1, klon 22C3; M3653

Monoklonalne krolicze
anty-FoxP3, klon EP340;
AC-0304RUOC
Monoklonalne krolicze
anty-CD14, klon EPR3653;
114R-16

Monoklonalne mysie anty-
CD1a, klon 010; IR069

Monoklonalne mysie anty-
CD141, klon 141C01; LS-
B8509-250
Monoklonalne mysie anty-
CD80, klon OTI2ES5; LS-
C115529-100
Monoklonalne krolicze
anty-LAG-3, klon D2G40;
15372s
Monoklonalne krélicze
anty-TIM3, klon D5D5R;
45208s
Monoklonalne krolicze
anty-Galectin 9, klon
D9R4A; 54330s

Charakterystyka przeciwcial 1 systemow detekcji

Firma, kraj

Agilent Technologies, Inc.,
Santa Clara, Kalifornia, USA

Agilent Technologies, Inc.,
Santa Clara, Kalifornia, USA

Agilent Technologies, Inc.,
Santa Clara, Kalifornia, USA

Agilent Technologies, Inc.,
Santa Clara, Kalifornia, USA

Agilent Technologies, Inc.,
Santa Clara, Kalifornia, USA

Agilent Technologies, Inc.,
Santa Clara, Kalifornia, USA

Roche Diagnostics
International Ltd., Rotkreuz,
Szwajcaria
Roche Diagnostics
International Ltd., Rotkreuz,
Szwajcaria

Agilent Technologies, Inc.,
Santa Clara, Kalifornia, USA

Cell Marque™, Rocklin,
Kalifornia, Stany Zjednoczone

Roche Diagnostics
International Ltd., Rotkreuz,
Szwajcaria

Agilent Technologies, Inc.,
Santa Clara, Kalifornia, USA

LifeSpan BioSciences, Inc.,
Lynnwood, Waszyngton, Stany
Zjednoczone
LifeSpan BioSciences, Inc.,
Lynnwood, Waszyngton, Stany
Zjednoczone
Cell Signaling Technology,
Inc., Danvers, Massachusetts,
Stany Zjednoczone
Cell Signaling Technology,
Inc., Danvers, Massachusetts,
Stany Zjednoczone
Cell Signaling Technology,
Inc., Danvers, Massachusetts,
Stany Zjednoczone
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uzytych do barwien

System detekcyjny (nazwa; nr
kat.; firma)

System detekcyjny EnVision Flex
+, Mouse High ph (link); K8002;
Agilent Technologies, Inc.
System detekcyjny EnVision Flex
+, Mouse High ph (link); K8002;
Agilent Technologies, Inc.
System detekcyjny EnVision Flex
+, Mouse High ph (link); K8002;
Agilent Technologies, Inc.
System detekcyjny EnVision Flex
+, Mouse High ph (link); K8002;
Agilent
System detekcyjny EnVision Flex
+, Mouse High ph (link); K8002;
Agilent Technologies, Inc.
System detekcyjny EnVision Flex
+, Mouse High ph (link); K8002;
Agilent Technologies, Inc.
UltraView Universal DAB*
Detection Kit; 760-500; Roche
Diagnostics International Ltd.
UltraView Universal DAB
Detection Kit; 760-500; Roche
Diagnostics International Ltd.
System detekcyjny EnVision Flex
+, Mouse High ph (link); K8002;
Agilent Technologies, Inc.
UltraView Universal DAB
Detection Kit; 760-500; Roche
Diagnostics International Ltd.
UltraView Universal DAB
Detection Kit; 760-500; Roche
Diagnostics International Ltd.
System detekcyjny EnVision Flex
+, Mouse High ph (link); K8002;
Agilent Technologies, Inc.
System detekcyjny EnVision Flex
+, Mouse High ph (link); K8002;
Agilent Technologies, Inc.
System detekcyjny EnVision Flex
+, Mouse High ph (link); K8002;
Agilent Technologies, Inc.
System detekcyjny EnVision Flex
+, Mouse High ph (link); K8002;
Agilent Dako
System detekcyjny EnVision Flex
+, Mouse High ph (link); K8002;
Agilent Dako
System detekcyjny EnVision Flex
+, Mouse High ph (link); K8002;
Agilent Dako



Tabela Z2 (cd.). Charakterystyka przeciwcial i systemow detekcji uzytych do barwien
immunohistochemicznych.

Lp. _Opls prZCCI-WCIala Firma, kraj System detekf:any (nazwa; nr
pierwotnego; nr.kat. kat.; firma)

Monoklonalne mysie anty- Santa Cruz Biotechnology, System detekcyjny EnVision Flex

18 = HLA-DR, klon TAL1BS5; sc- Inc., Dallas, Teksas, Stany +, Mouse High ph (link); K8002;
53319 Zjednoczone Agilent Dako

19 Monoklonalne mysie anty- Agilent Technologies, Inc., System detekcyjny EnVision Flex

CD20, klon L26: IR-60461-2  Santa Clara, Kalifornia, USA |+ Mouse High ph (link); K8002;
Agilent Technologies, Inc.

. 5 . Thermo Fisher Scientific System detekcyjny EnVision Flex
20 PO e A L 1225 Inc., Waltham, MA, Stany +, Mouse High ph (link); K8002;
PA5-84069 .
Zjednoczone

Agilent Technologies, Inc.
*DAB - 3,3’-diaminobenzydyna (ang. 3,3'-Diaminobenzidine).

195



Zalacznik 4. Szczegélowy opis gendéw uzytych do oceny ekspresji genéw

Tabela Z3. Opis gendéw uzytych do analizy qPCR z panelu Human Cancer Inflammation
& Immunity Crosstalk RT? Profiler PCR Array.

Pozycja Gen Opis (ang.)
A01 ACKR3 Chemokine (C-X-C motif) receptor 7
AQ2 AICDA Activation-induced cytidine deaminase
A03 BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2
A04 BCL2L1 BCL2-like 1
AQ05 CCL18 Chemokine (C-C motif) ligand 18 (pulmonary and activation-regulated)
A06 CCL2 Chemokine (C-C motif) ligand 2
A07 CCL20 Chemokine (C-C motif) ligand 20
A08 CCL21 Chemokine (C-C motif) ligand 21
A09 CCL22 Chemokine (C-C motif) ligand 22
A10 CCL28 Chemokine (C-C motif) ligand 28
All CCL4 Chemokine (C-C motif) ligand 4
Al2 CCL5 Chemokine (C-C motif) ligand 5
BO1 CCR1 Chemaokine (C-C motif) receptor 1
B02 CCR10 Chemokine (C-C motif) receptor 10
BO3 CCR2 Chemokine (C-C motif) receptor 2
B0O4 CCR4 Chemokine (C-C motif) receptor 4
BO5 CCR7 Chemokine (C-C motif) receptor 7
B06 CCR9 Chemokine (C-C motif) receptor 9
B0O7 CD274 CD274 molecule
BO8 CSF1 Colony stimulating factor 1 (macrophage)
B09 CSF2 Colony stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage)
B10 CSF3 Colony stimulating factor 3 (granulocyte)
B11 CTLA4 Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4
B12 CXCL1 | Chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (melanoma growth stimulating activity, alpha)
Co1 CXCL10 Chemokine (C-X-C motif) ligand 10
C02 CXCL11 Chemokine (C-X-C motif) ligand 11
Cc03 CXCL12 Chemokine (C-X-C motif) ligand 12
Co4 CXCL2 Chemokine (C-X-C motif) ligand 2
C05 CXCL5 Chemokine (C-X-C motif) ligand 5
CO06 CXCL9 Chemokine (C-X-C motif) ligand 9
Cco7 CXCR1 Chemokine (C-X-C motif) receptor 1
Co8 CXCR2 Chemokine (C-X-C motif) receptor 2
C09 CXCR3 Chemokine (C-X-C motif) receptor 3
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Tabela Z3 (cd.). Opis genow uzytych do analizy qPCR z panelu Human Cancer Inflammation
& Immunity Crosstalk RT? Profiler PCR Array.

Pozycja Gen Opis (ang.)
Cc10 CXCR4 Chemokine (C-X-C motif) receptor 4
C11 CXCR5 Chemokine (C-X-C motif) receptor 5
C12 EGF Epidermal growth factor
D01 EGFR Epidermal growth factor receptor
D02 FASLG Fas ligand (TNF superfamily, member 6)
D03 FOXP3 Forkhead box P3
D04 GBP1 Guanylate binding protein 1, interferon-inducible
D05 GZMA Granzyme A (granzyme 1, cytotoxic T-lymphocyte-associated serine esterase 3)
D06 GZMB Granzyme B (granzyme 2, cytotoxic T-lymphocyte-associated serine esterase 1)
D07 HIF1A Hypoxia inducible factor 1, alpha subunit (basic helix-loop-helix transcription
factor)
D08 HLA-A Major histocompatibility complex, class I, A
D09 HLA-B Major histocompatibility complex, class |, B
D10 HLA-C Major histocompatibility complex, class I, C
D11 IDO1 Indoleamine 2,3-dioxygenase 1
D12 IFNG Interferon, gamma
EO1 IGF1 Insulin-like growth factor 1 (somatomedin C)
EO2 IL10 Interleukin 10
Interleukin 12A (natural killer cell stimulatory factor 1, cytotoxic lymphocyte
EO3 IL12A .
maturation factor 1, p35)
Interleukin 12B (natural killer cell stimulatory factor 2, cytotoxic lymphocyte
E04 IL128 maturation factor 2, p40)
EO5 IL13 Interleukin 13
E06 IL15 Interleukin 15
EO07 IL17A Interleukin 17A
EO08 IL1A Interleukin 1, alpha
E09 IL1B Interleukin 1, beta
E10 IL2 Interleukin 2
E1l IL23A Interleukin 23, alpha subunit p19
E12 IL4 Interleukin 4
FO1 IL6 Interleukin 6 (interferon, beta 2)
F02 CXCLS8 Interleukin 8
FO3 IRF1 Interferon regulatory factor 1
Fo4 KITLG KIT ligand
FO5 MICA MHC class | polypeptide-related sequence A
FO6 MICB MHC class | polypeptide-related sequence B
FO7 MIF Macrophage migration inhibitory factor (glycosylation-inhibiting factor)
F08 MYC V-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian)
F09 MYD88 Myeloid differentiation primary response gene (88)
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Tabela Z3 (cd.). Opis genéw uzytych do analizy qPCR z panelu Human Cancer Inflammation
& Immunity Crosstalk RT? Profiler PCR Array.

Pozycja Gen Opis (ang.)
F10 NFKB1 Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1
F11 NOS2 Nitric oxide synthase 2, inducible
F12 PDCD1 Programmed cell death 1
ol PTGS? Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (prostaglandin G/H synthase and
cyclooxygenase)
G02 SPP1 Secreted phosphoprotein 1
G03 STAT1 Signal transducer and activator of transcription 1, 91kDa
G04 STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3 (acute-phase response factor)
G05 TGFB1 Transforming growth factor, beta 1
G06 TLR2 Toll-like receptor 2
GO7 TLR3 Toll-like receptor 3
G08 TLR4 Toll-like receptor 4
G09 TNF Tumor necrosis factor
G10 TNFSF10 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10
Gl1 TP53 Tumor protein p53
G12 VEGFA Vascular endothelial growth factor A
HO1 ACTB Actin, beta
H02 B2M Beta-2-microglobulin
HO03 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
HO4 HPRT1 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
HO5 RPLPO Ribosomal protein, large, PO
HO06 HGDC Human Genomic DNA Contamination
HO7 RTC Reverse Transcription Control
H08 RTC Reverse Transcription Control
H09 RTC Reverse Transcription Control
H10 PPC Positive PCR Control
Hil PPC Positive PCR Control
H12 PPC Positive PCR Control

Zmodyfikowano w oparciu o [205].
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Zalacznik 5. Wyniki testow Fishera dla danych genetycznych

Tabela Z4. Wyniki doktadnego testu Fishera oceniajacego wystepowanie roznic poszczegdlnych
mutacji w genach zaleznie od podtypu histologicznego chrz¢stniakomigsaka.

Gen p-wartos¢ FDR
TP53 0,0000 0,0011
IDH2 0,0001 0,0046
IDH1 0,0004 0,0138

PTCH1 0,0098 0,3439
AKT2 0,0255 0,8673
RET 0,7706 1,0000
SYNE1 0,3798 1,0000
USP9X 0,3299 1,0000
BCL11B 1,0000 1,0000
KDM5C 0,6543 1,0000
MN1 0,1124 1,0000
MYH9 0,7080 1,0000
ADGRA2 1,0000 1,0000
ARID1A 0,3299 1,0000
ATRX 0,9455 1,0000
BCR 1,0000 1,0000
CREBBP 0,7208 1,0000
CSMD3 0,1618 1,0000
DNMT3A 0,9455 1,0000
EPHA7 0,1075 1,0000
EXT2 0,1944 1,0000
FGFR3 0,7080 1,0000
KMT2A 0,2930 1,0000
KMT2C 0,3110 1,0000
LRP1B 0,5006 1,0000
MYH11 0,6540 1,0000
NOTCH1 0,5660 1,0000
NOTCH2 0,4179 1,0000
NUP214 0,7700 1,0000
PTPRT 0,2516 1,0000
RB1 0,3488 1,0000
RNF213 0,8779 1,0000
SETD2 0,6742 1,0000
STK11 0,6071 1,0000
TAF1L 0,4613 1,0000
TRRAP 0,2930 1,0000
UBR5 0,1022 1,0000
TAF1 0,8779 1,0000

FDR — wskaznik fatszywych odkry¢ (ang. false discovery rate). Pogrubiona czcionkg oznaczono wyniki istotne
statystycznie (FDR <0.05). W tabeli przedstawiono wyniki dla mutacji w genach wystepujacych u co najmniej
5 pacjentow.
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Tabela Z5. Wyniki doktadnego testu Fishera oceniajacego wystepowanie roznic poszczegdlnych
mutacji w genach zaleznie prezentowanego immunofenotypu.

Gen p-wartos$é FDR
IDH2 0,0030 0,1143
IDH1 0,0162 0,6000
PTCH1 0,0217 0,7812
RET 0,0988 1,0000
SYNE1 0,8976 1,0000
USP9X 0,5034 1,0000
BCL11B 0,8105 1,0000
KDM5C 0,6675 1,0000
MN1 0,2193 1,0000
MYH9 0,1522 1,0000
ADGRA2 0,4332 1,0000
AKT2 0,0949 1,0000
ARID1A 0,3789 1,0000
ATRX 0,4842 1,0000
BCR 1,0000 1,0000
CREBBP 1,0000 1,0000
CSMD3 0,1843 1,0000
DNMT3A 0,5018 1,0000
EPHA7 0,0484 1,0000
EXT2 1,0000 1,0000
FGFR3 0,6219 1,0000
KMT2A 0,6219 1,0000
KMT2C 0,6219 1,0000
LRP1B 0,5848 1,0000
MYH11 0,2172 1,0000
NOTCH1 1,0000 1,0000
NOTCH2 0,1515 1,0000
NUP214 0,0865 1,0000
PTPRT 0,7630 1,0000
RB1 0,5148 1,0000
RNF213 0,5137 1,0000
SETD2 0,1522 1,0000
STK11 0,6219 1,0000
TAF1L 0,3696 1,0000
TP53 0,0364 1,0000
TRRAP 1,0000 1,0000
UBR5 0,2487 1,0000
TAF1 0,3956 1,0000

FDR — wskaznik fatszywych odkry¢ (ang. false discovery rate). W tabeli przedstawiono wyniki dla mutacji
w genach wystgpujacych u co najmniej 5 pacjentow.
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Zalacznik 6. Szczegolowe wyniki analizy Coxa danych molekularnych

Tabela Z6. Wyniki modelu proporcjonalnego hazardu Coxa dla przezycia catkowitego pacjentow
Z rozpoznaniem chrzgstniakomigsaka z uwzglednieniem mutacji w wybranych genach.

Gen HR 95% CI p-wartos$¢ FDR
IDH1 1,2528 0,6239 - 1,8817 0,0001 0,0036
TP53 1,3545 0,6416 - 2,0676 0,0002 0,0037
EPHA7Y 1,8074 0,7244 - 2,8904 0,0011 0,0136
PTCH1 1,7093 0,6271 -2,7913 0,0020 0,0186
UBR5 1,3201 0,2660 - 2,3742 0,0141 0,1072
IDH2 0,9229 0,1367 - 1,7092 0,0214 0,1356
RET 1,0525 0,0161 - 2,0890 0,0466 0,2243
MN1 0,9645 0,0119-1,9172 0,0472 0,2243
ARID1A 1,0134 -0,0233 - 2,0501 0,0554 0,2339
RNF213 -1,8397 -3,8247 - 0,1453 0,0693 0,2633
EXT2 1,2738 -0,1862 - 2,7338 0,0873 0,2815
MYH9 1,0421 -0,1585 - 2,2427 0,0889 0,2815
AKT2 0,8529 -0,1817 - 1,8874 0,1061 0,3103
STK11 -1,1362 -3,1232 - 0,8508 0,2624 0,6108
CREBBP 0,6785 -0,5112 - 1,8682 0,2637 0,6108
PTPRT -1,1260 -3,1113 - 0,8593 0,2663 0,6108
KDM5C 0,4977 -0,4408 - 1,4362 0,2986 0,6108
ADGRA2 -1,0503 -3,0371 - 0,9365 0,3001 0,6108
KMT2A -1,0340 -3,0212 - 0,9532 0,3078 0,6108
RB1 0,6010 -0,5871 - 1,7892 0,3215 0,6108
LRP1B -0,5785 -1,7660 - 0,6089 0,3396 0,6146
NOTCH1 -0,9278 -2,9132 - 1,0576 0,3597 0,6193
TAF1L 0,4648 -0,5702 - 1,4999 0,3788 0,6193
SYNE1 0,4098 -0,5269 - 1,3465 0,3912 0,6193
USP9X -0,7795 -2,7658 - 1,2069 0,4418 0,6716
KMT2C 0,4072 -0,7698 - 1,5843 0,4977 0,7274
ATRX -0,4381 -1,8599 - 0,9836 0,5458 0,7682
BCR 0,3098 -0,8701 - 1,4898 0,6068 0,7986
TAF1 -0,2691 -1,3016 - 0,7634 0,6095 0,7986
BCL11B -0,2066 -1,2416 - 0,8285 0,6957 0,8644
MYH11 0,2754 -1,1513 - 1,7021 0,7052 0,8644
NUP214 -0,2209 -1,6444 - 1,2026 0,7610 0,8656
DNMT3A 0,1587 -0,8737 - 1,1911 0,7633 0,8656
TRRAP -0,2081 -1,6314 - 1,2153 0,7745 0,8656
SETD2 0,1309 -1,0468 - 1,3087 0,8275 0,8985
NOTCH2 0,0605 -1,1161 - 1,2370 0,9198 0,9622
FGFR3 -0,0576 -1,4833 - 1,3681 0,9369 0,9622

FDR - wskaznik fatszywych odkry¢ (ang. false discovery rate), HR - wspétczynnik ryzyka (ang. hazard ratio),
Cl - przedziat ufnoéci (ang. confidence interval). Pogrubiona czcionka oznaczono wyniki istotne statystycznie
(FDR <0.05). W tabeli przedstawiono wyniki dla mutacji w genach wystepujacych u co najmniej 5 pacjentow.
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Zalacznik 7. Barwienia immunohistochemiczne
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Rycina Z2. Barwienia immunohistochemiczne (IHC) dla markerow CD45 oraz CD163 roznigce si¢
w obrebie poszczegdlnych immunofenotypow: 1 - ,,goracy”, 2 - ,posredni”, 3 - ,zimny”.
Zageszczenie komorek o dodatnim odczynie IHC maleje wraz z kolejnym immunofenotypem.
Zdjecia oznaczone jako A i B przedstawiaja barwienia dla CD45 odpowiednio w regionie centralnym
i obwodowym guza; C — barwienia dla CD163 w regionie centralnym. Zdjecia przedstawiono na

przyktadzie klasycznego chrzestniakomigsaka.
Powigkszenia zdje¢: 200x. Zdjecia zostaly udostepnione przez prof. Anne Szumere-Cieckiewicz.
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Rycina Z3. Barwienia immunohistochemiczne (IHC) wybranych markerow rdznigcych sig
W obrgbie pacjentdéw o immunofenotypach ,,gorgcych” o dodatnich odczynach IHC (1) oraz
,»Zimnych” o ujemnych odczynach (2). Wszystkie barwienia dotycza centralnego regionu guza na
przyktadzie klasycznego chrzgstniakomigsaka: A - CD3; B — HLA-DR; C — Gal-9; D — TIM-3; E —
CD14.

Powigkszenia zdje¢: 200x. Zdjecia zostaty udostepnione przez prof. Anng Szumere-Cieckiewicz.
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Rycina Z4. Barwienia immunohistochemiczne (IHC) dla wybranych markerdw istotnych
dla pacjentow z rozpoznaniem chrzestniakomigsaka 0 immunofenotypie ,,goracym” wykazujacych
pozytywny odczyn IHC. A - CD8; B - PD-1; C - PD-L1. Zdjecia zostaly przedstawione na

przyktadzie klasycznego chrzestniakomigsaka.
Powicgkszenia zdje¢: 200X. Zdjecia zostaty udostgpnione przez prof. Anng Szumerg-Cieckiewicz.
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Rycina Z5. B markerow w cowanym
chrzestniakomiesaku z duzg liczba naciekow komoérek immunologicznych oraz z wysoka ekspresja
PD-L1, bedacego jednoczesnie przyktadem pacjenta o immunofenotypie ,.,goracym”. Zdjecia
przedstawiaja region centralny guza. Zdjecie A - przedstawia dodatkowo ekspresje CD45 na
obwodzie guza.

Powigkszenia zdjec¢: 200X. Zdjecia zostaty udostepnione przez prof. Anne Szumere-Cieckiewicz.
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Rycina Z6. Barwienia immunohistochemiczne dla wybranych markerow w odréznicowanym
chrzgstniakomiesaku z widocznym przej$ciem pomigdzy komponentami o niskim i wysokim stopniu
zlosliwosci, wykazujacym wigksze zageszczenie naciekow komorek immunologicznych (*) oraz
przyktadem niskiej ekspresji PD-L1. Zdjgcia przedstawiajg region centralny guza.

Powiekszenia zdjec¢: 200x. Zdjecia zostaty udostgpnione przez prof. Anng Szumere-Cieckiewicz.
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