Opracowanie systemu immunologiczno-molekularnego profilowania
chrzestniakomiesakow
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Chrzgstniakomigsak (ChS, ang. chondrosarcoma) jest drugim co do czestosci
wystepowania pierwotnym zlosliwym nowotworem kos$ci, nalezagcym do migsakow kosci.
ChS obejmuje heterogenng grupe o wielu podtypach histologicznych ze zréznicowang
patomorfologig i rokowaniem. Leczenie pacjentéw z rozpoznaniem ChS ogranicza si¢
glownie do resekcji chirurgicznej, a inne opcje terapeutyczne sg niedostepne z uwagi na
opornos¢ tych nowotwordéw na chemioterapi¢ i radioterapi¢. ChS sg uwazane za guzy o stabej
odpowiedzi na immunoterapi¢, jednak zaréwno ich mikrosrodowisko, jak i podtoze
molekularne oraz patogeneza sg nadal stabo poznane. Celem pracy byto 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 1 10 odréznicowanych ChS). Materiat do
badan pochodzit z bloczkow 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 ekspresj¢ PD-L1 na komérkach nowotworowych. Oceny naciekéw komorek
odpornosciowych dokonano w centralnym i obwodowym regionie guza z wykorzystaniem
mikromacierzy tkankowych. Dodatkowo na podgrupie 53 pacjentdéw oceniono ekspresje
gendw zwigzanych z mikro$rodowiskiem guza przy pomocy reakcji qPCR z wykorzystaniem
komercyjnego panelu 84 genow (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 nastepnej
generacji z wykorzystaniem celowanego panelu 409 genéow (Oncomine™ Tumor Mutation
Load Assay). Dodatkowo oceniono niestabilno§¢ mikrosatelitarng (MSI, ang. microsatellite
instability) z uzyciem Idylla™ MSI Test. Wptyw czynnikéw immunologiczno-molekularnych
na przezycia catkowite pacjentdow oceniono przy wykorzystaniu wieloparametrycznego
modelu Coxa penalizowanego LASSO.

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

regionie guza wystepuje najwiekszy udzial komorek HLA-DR+, monocytow/makrofagow



CD14+, makrofagbw M1 CD68+ i makrofagow M2 CD163+, a takze komorek Gal-9+. Na
podstawie markeréw immunologicznych wytypowano trzy rézne klastry odpowiadajace
immunofenotypom: ,,zimnemu”, ,,gorgcemu” i ,,posredniemu”. Immunofenotypy roznity sig¢
znaczagco migdzy 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
nastgpowat spadek ekspresji genow zaangazowanych w rozne procesy immunologiczne np.
regulacje 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 zadnej z badanych probek nie wykryto MSI. Najczesciej
wystepujace mutacje (> 10% pacjentéw) dotyczyly genow IDH1/2, TP53, TAF1 i RNF213.
Obecno$¢ mutacji w genach IDH1/2 lub TP53 byta zwigzana z ChS o wyzszym stopniu
ztosliwosci histologicznej (FDR<0,05). Dodatkowo podtypy o wyzszym stopniu ztosliwosci
histologicznej (G2/G3, odrdéznicowany) cechowala obecno$¢ bardziej ztozonych zmian
molekularnych. Ponadto wykazano, ze szlaki zwigzane z receptorami kinaz tyrozynowych,
biatkiem p53, czy remodelingiem chromatyny byty najczgs$ciej deregulowane w badanej
grupie pacjentow. W przypadku pacjentow o ,,goracym” immunofenotypie obserwowano
generalnie wigce] aberracji chromosomowych, rowniez w wyzej wymienionych szlakach
molekularnych. W wieloczynnikowej analizie obecno$¢ immunofenotypu ,.goracego” z
wicksza liczba naciekéw immunologicznych w centralnym regionie guza (HR: 3,3; Cl: 1,13-
9,8; p<0,05) oraz obecno$¢ mutacji w genie IDH1 (HR: 3,8; Cl: 1,75-8,1; p<0,001) byly
niezaleznymi, negatywnymi czynnikami prognostycznymi, podobnie jak podtyp
histologiczny, czy wielko$¢ guza.

W pracy wykazano, ze w rozwoju ChS istotng rol¢ odgrywaja zarowno czynniki
genetyczne, jak i immunologiczne. Deregulacje szlakow zwigzanych z epigenetycznymi
modyfikacjami histonow, regulacja cyklu komoérkowego 1 szlakami kinaz moga odgrywac
znaczacag role w rozwoju i progresji ChS, podobnie jak mutacje IDH1. Mikrosrodowisko ChS
zdaje si¢ wykazywac¢ cechy immunosupresji, w ktore] najwieksza role moga odrywac
makrofagi naciekajace guz oraz markery zwigzane z ,,wyczerpaniem” limfocytow np.
ekspresja Gal-9. Przedstawione wyniki sugeruja, ze zastosowanie Skojarzenia immunoterapii
z inhibitorami IDH1 moze przynies¢ potencjalne korzysci kliniczne dla wybranych

pacjentow.



