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Abstrakt

Sarkomy (Soft tissue sarcomas/STSs) jsou maligni nadory mezenchymailniho
puvodu, vyznacujici se extrémni heterogenitou v histologické skladbé, biologickém
chovani i klinickém projevu. VétSina se vyznacuje chemorezistenci a radiorezistenci.
KliCovym prognostickym faktorem pro celkové prezivani a riziko vzdalenych metastaz
je histopatologicky stupen diferenciace neboli grade nadoru. Grade ovSem nema vliv
na riziko lokalni recidivy. Radikalni chirurgicky zakrok je Casto jedinou moznou
léCebnou modalitou nebo minimalné hraje hlavni roli v terapii. U generalizovaného
onemocnéni jsou moznosti IéCby znacné omezené. Chemosenzitivita STSs je
vSeobecné velmi nizka, s vyjimkou nékterych méné Castych podtypu, a celkové Cini
jenom 5-10 %. Radioterapie je v mnoha pfipadech standardni soucasti Ié¢ebného
protokolu. Podava se zpravidla v neoadjuvantnim nebo adjuvantnim podani, ovSem
jeji vyuziti u generalizovanych pacientl je okrajové a nezlepSuje prognozu.

Protinadorova imunoterapie je terapeuticka modalita, ktera vyuziva
fyziologickych schopnosti bunék imunitniho systému v boji proti nadorovému
onemocnéni. Neni tedy zaloZena na cilené eliminaci rychle proliferujicich nadorovych
bunék, nybrz na stimulaci imunitnich bunék za uc€elem likvidace nadorovych antigena.
V oblasti imunoterapie mékkotkariovych sarkomu bylo testovano nespocet rliznych
strategii, avdak na rozdil od jinych solidnich tumorl( jako napfiklad maligniho
melanomu ¢i karcinomu ledviny, nevedly u sarkomu tyto pfistupy k signifikantni regresi
nadorové hmoty. Jednim z hlavnich duvodl je obrovska histologicka heterogenita
téchto nadord a rliznoroda infiltrace sarkomd imunitnimi burfikami.

Cilem tohoto vyzkumného projektu byla prospektivni a retrospektivni analyza
nadorovych vzorkl u pacientt s mékkotkanovym sarkomem, detailni popis
nadorového mikroprostfedi mékkotkanovych sarkomu a identifikace vhodnych terapii
pro pacienty s metastatickym onemocnénim.

V ramci projektu jsme pracovali s vzacnymi kohortami pacientu, které jsme dale
delili dle jejich histologie a dalSich klinicko-patologickych charakteristik.
Prostfednictvim analyzy klinickych vzorkd, imunohistochemie, pratokové cytometrie a
multiplexovych metodik jsme vyhodnocovali nejen fenotypické a funkéni
charakteristiky imunitnich bunék v mékkotkanovych sarkomech, ale hodnotili jsme téz
faktory, které ovliviuji Cetnost chirurgickych komplikaci, riziko recidivy €i progresi
onemocnéni.

V nasi prvni observacni studii, ktera byla zaméfena pouze na histologickou
entitu solitarni fibrozni tumor, jsme pozorovali vysokou frekvenci mylnych primarnich
diagn6z a vliv nadorové lokalizace na rozvoj metastaz C&i recidivu onemocnéni.
Definovali jsme faktory, které souvisely s poopera¢nimi komplikacemi, a rozebrali
uskali diagnostiky a l1éCby solitarnich fibréznich tumora.

V dalSi studii, kterou byl prehledovy Cclanek zabyvajici se nadorovym
mikroprostfedim mékkotkanovych sarkomu, jsme diskutovali vSechna dostupna data
tykajici se role T-bunék v nadorovém mikroprostfedi sarkomi mékkych tkani. Zaméili
jsme se mimo jiné i na dalSi hojné se vyskytujici imunitni buriky v nadorovém
mikroprostifedi a probirali jejich prognostickou a prediktivni roli. V této praci jsme
prezentovali vSechny Kklinické studie zaméfené stimulaci imunitniho systému
prostfednictvim cileni konkrétni bunééné subpopulace u sarkomu mékkych tkani. Tyto
studie jsme nasledné diskutovali z hlediska racionality pfistupu a moznych kombinaci
jednotlivych terapeutik.



V ramci naseho nejvyznamnéjsSiho projektu jsme sledovali potencialni aditivni
ucinky kombinace anti-PD-1 a anti-CD47 imunoterapii v Ié€bé sarkomu mékkych tkani.
Pfedpokladali jsme, Ze in vitro se budou ucinky obou terapii potencovat, nebot
nadorové mikroprostifedi mékkotkanovych sarkomid ma vysoké zastoupeni makrofagu
a druhou nejpocCetnéjSi populaci imunitnich bunék jsou T-bunky. Do kohorty jsme
zaradili 66 pacientu, kterym byla nejprve stanovena exprese molekuly CD47 v
nadorovém mikroprostfedi. Nasledné byly vybranym pacientim izolovany tumor-
infiltrujici lymfocyty z nadorové tkané a ziskané bunécné suspenze byly in vitro
kultivovany za pfitomnosti kostimulacnich molekul, anti-PD-1 monoklonalni protilatky
(nivolumab), anti-CD47 monoklonalni protilatky, a téZz za pfitomnosti obou téchto
terapeutik. Funkce bunék byla hodnocena prostifednictvim detekce cytokini metodou
Luminex. Zatimco u vybranych diagnéz byla in vitro uc€innost jednotlivych terapii
vyjadfena vysokou mirou aktivace imunitnich bunék, kombinované podani obou
terapeutik zpusobilo zasadni atlum bunék a snizenou produkci prozanétlivych
cytokinu.

Nase prace napomohly pochopeni role nadorového mikroprostredi v prognoze
pacientd s mékkotkariovym sarkomem, definovaly faktory spojené s biologickym
chovanim nadora a predstavily moderni pfistupy, jimiz Ize nadorové mikroprostiedi
analyzovat a hodnotit efekt imunoterapie.

Klicova slova: sarkom mékké tkané, imunoterapie, nadorové mikroprostredi,
kombinovana lécba, solitarni fibrézni tumor, T-buriky, PD-1, CD47.



Abstract

Soft tissue sarcomas (STSs) are malignant tumors of mesenchymal origin,
characterized by an extreme heterogeneity in histological composition, biological
behavior, and clinical manifestation. Most STSs are chemo- and radiotherapy
resistant. A key prognostic factor predicting the risk of distant metastases and affecting
the overall survival is the tumor grade. However, grade has not been associated with
the risk of local recurrence. Radical surgical procedure is in many cases the only
possible treatment modality or at least plays a main role in the multimodal treatment.
For patients with distant metastases, the treatment options are very limited. The
chemosensitivity of STSs is generally very low, with the exception of several less
common subtypes, and accounts for only 5-10% of the cases. In many cases,
radiotherapy is a standard part of the treatment protocol. It is usually given in either
neoadjuvant or adjuvant settings. However, radiotherapy administration in generalized
patients does not improve the prognosis.

Cancer immunotherapy is a therapeutic modality that utilizes the physiological
cytotoxic antitumoral abilities of the immune cells. Therefore, it does not target the
rapidly proliferating tumor cells but rather stimulates the immune cells. A wide variety
of different strategies have been tested in the treatment of soft tissue sarcomas, but
unlike in other solid tumors, such as malignant melanoma or kidney cancer, these
approaches did not lead to significant regression of the tumor mass in sarcomas. One
of the main reasons is the enormous histological heterogeneity of these tumors and
thus, diverse infiltration of STSs with the immune cells.

The aim of this research was to conduct a prospective and retrospective
analysis of tumor samples from patients with soft tissue sarcoma. We also aimed to
describe the tumor microenvironment of STSs and identify possible treatment
modalities for patients with metastatic disease. We created and closely monitored our
study cohort, which was divided into subgroups according to diverse criteria based on
the tumor histology, the immune infiltration, the grade (low-grade/high-grade), and the
stage of the disease. Formalin-fixed and paraffin-embedded (FFPE) tissue blocks were
retrospectively obtained from patients and used for the immunohistochemical
evaluation of immune infiltrates, including CD8* T-cells, CD4* T-cells, macrophages,
and others immune cells in the tumors. Through analysis of the clinical specimens,
immunohistochemistry, flow cytometry and multiplex methodology, we evaluated not
only the phenotypes and functional characteristics of immune cells in sarcomas, but
also factors affecting surgical complications, risk of local recurrence or distant spread.

In our first observational study that was focused on solitary fibrous tumors, we
identified high rate of primary misdiagnoses and defined the role of primary tumor
location on the development distant metastases or local recurrence of the disease. We
reported several factors that were associated with postoperative complications and we
discussed the pitfalls of diagnostics and treatment of solitary fibrous tumors.

In our review article, we further focused on the immune infiltrates in the tumor
microenvironment of soft tissue sarcomas and we discussed all available data
regarding the role of T-cells in the tumor microenvironment of soft tissue sarcomas.
We also described other immune cells and we discussed their prognostic and
predictive role. In this article, we presented all promising clinical trials focused on the
stimulation of the immune system by targeting specific cell subpopulations in soft tissue
sarcomas. Together we then discussed rational approaches and potential
combinations of certain therapeutics.

In our key project, we were evaluating potential additive effects of anti-PD-1 and
anti-CD47 combination therapy in soft tissue sarcomas. Given the fact that the TME of



soft tissue sarcomas in predominantly infiltrated by macrophages and T-cells, we
hypothesized that a combination of both therapies may represent a particularly relevant
approach. In this cohort we selected 66 patients. In this cohort study, 66 patients who
underwent surgery were enrolled. Tumor cells and tumor-infiltrating immune cells were
analyzed using flow cytometry and immunohistochemistry. In cell suspensions
obtained from surgical resections, human T-cells were activated by
superparamagnetic polymer beads and cultured in the absence or presence of
therapeutic monoclonal antibodies (anti-PD-1, anti-CD47, and anti-PD-1 + anti-CD47).
Supernatants from cell suspensions were analyzed using multiplex Luminex cytokine
bead-based immunoassays. In selected histological subtypes, the efficacy of individual
therapies was reflected in the high degree of activation of the immune cells, however
to our surprise, co-administration of both therapies significantly decreased the
production of proinflammatory cytokines.

Our work contributed to the understanding of the tumor microenvironment in soft
tissue sarcomas and its role in patients’ prognosis. Furthermore, we defined factors
associated with biological behaviour of the tumors and introduced modern therapeutic
approaches to analyse the tumor microenvironment and evaluate the effect of
immunotherapy.

Keywords: soft tissue sarcoma, immunotherapy, tumor microenvironment, combined
treatment, solitary fibrous tumor, T-cells, PD-1, CD47.



1 UvoD

1.1 Sarkomy mékkych tkani

1.1.1 Epidemiologie a zakladni charakteristika

Sarkomy jsou extrémné heterogenni skupinou malignich onemocnéni, u nichz
maligni nadorova populace vychazi z embryonalni mezenchymalni tkané, ktera dava
vzniknout pojivové tkani, jako je vazivo, chrupavka a kost, a dale cévam, svalim a
nervim. Sarkomy pfedstavuji jenom pfiblizné 1 % vSech malignit v dospélé populaci.
Cela skupina se déli na dvé zakladni podskupiny — kostni sarkomy reprezentujici
priblizné 10 % sarkomU a sarkomy mékkych tkani (angl. soft tissue sarcoma, zkr. STS),
které tvofi pfiblizné 90 % sarkomu. NejCastéjSimi kostnimi sarkomy jsou osteosarkom,
chondrosarkom a Ewinglv sarkom. Pojem STS v soucasné dobé v sobé zahrnuje dle
WHO klasifikace vice nez 80 histologickych entit [1]. Ve vSeobecnosti se jedna o
extrémné vzacna maligni nadorova onemocnéni, jejichZ incidence jako celku se
prognosticky faktor [3]. Mezi dalSi dllezité prognostické faktory patfi velikost tumoru a
jeho lokalizace, resekabilita tumoru, pfitomnost vzdalenych metastaz, kvalita
chirurgickych resekénich okraju a predoperacni/perioperacni ruptura nadoru. Tumory
lokalizované v retroperitoneu maji obecné nejhorsi prognézu [4]. Sou€asné plati, ze
pacienti starSi 65 let maji horSi prognézu nez mladsi [5, 6]. Vyskyt STS je vétsSinou
sporadicky. Oviem dobfe dokumentovany je i jejich vyskyt v ramci hereditarnich
syndromU [7-9]. STS se mohou vyskytovat prakticky kdekoliv na téle. VétSinou se
manifestuji jako nebolestiva rezistence rizné velikosti. Mohou byt povrchové, ulozené
epifascialné, nebo v hloubce uloZené, subfascialné.

1.1.2 Diagnostika a Ié¢ba sarkomt mékkych tkani

Kazda meékkotkanova povrchova léze vétsi nez 5 centimetrl nebo hluboce
ulozena jakékoliv velikosti by méla byt referovana do center specializujicich se na
problematiku sarkomu [10]. Po zhodnoceni lokalniho nalezu musi klinik rozhodnout
ohledné zpusobu odbéru biopsie a dokoncit kompletni staging [11, 12]. V ramci
stagingu se provadi standardné CT hrudniku k vylou€eni generalizace. Plice jsou
nejCastéjSim mistem generalizace. Postizeni lokoregionalnich lymfatickych uzlin je
zcela vyjime¢né (< 1%). Zakladem diagnostiky je histopatologické vySetfeni
bioptickych vzorkl nadoru v rukach zku$eného patologa, specializujiciho se na
problematiku mékkotkanovych nadort [13]. Soucasti vySetfeni je morfologie doplnéna
o imunohistochemické a ¢asto také molekularni metody [14]. Lé&ba pacientl s STS je
ve vétsiné pfipadd multimodalni. Kromé histologického podtypu a stadia nemoci
zasahuje do zpUsobu IéCby i primarni lokalizace sarkomu a rozsah planované resekce.

Chirurgicka resekce je zakladni modalitou léCby. Provadéna by meéla byt
onkochirurgem specializovanym v problematice STS. Zakladnim cilem je provedeni
en-bloc excize s negativnim mikroskopickym okrajem (RO). Idealnim zpusobem k
docileni toho je resekce tumoru s lemem zdravé tkané. O Sifce lemu rozhoduje nékolik
faktorl — histologicky typ nadoru, moznost neo/adjuvantni radioterapie, vzdalenost
kritickych struktur, pfitomnost pfirozenych bariér (svalova fascie, vaskularni adventicie,
periost, epineurium) [15].



Radioterapie je zakladni soucasti IéCby high-grade sarkomu [16]. MUzZe byt
podana v neoadjuvantnim nebo adjuvantnim schématu.

Na podani chemoterapie u primarné resekabilnich nadorl, v souasné dobé
neexistuje konsenzus mezi jednotlivymi centry. Na misté je podani chemoterapie,
preferen¢né v neoadjuvantnim podani u ,high-risk” pacientt [17, 18].

Zakladem |écby pokrocilych/generalizovanych neresekabilnich sarkomuU je
systémova chemoterapie. V prvni linii |éCby se vyuziva antracyklinu v monoterapii
nebo kombinované rezimy, zejména s ifosfamidem [19, 20].

1.2 Role imunitniho systému v Ié¢bé nadort

1.2.1 Nadorové mikroprostredi

Nadorové mikroprostfedi se tradi¢né déli na nadorovy parenchym, tvofeny
maligné transformovanymi burikami vychazejicimi z puvodniho organu &i tkanég, a
nadoroveé stroma, které je tvofené nejen bunkami pojiva, ale téz bunkami imunitnimi
[21]. V poslednich letech se pozornost vyzkumu v protinadorové terapii obratila pravé
na buriky stromatu a nyni existuji terapie, které cilené ovlivhuji nadorovou angiogenezi,
proces metastazovani nebo imunitni bufky v nadoru [22]. Pojem tumor-infiltrujici
lymfocyty (TILs) byl zaveden pro populaci bilych krvinek, ktera opustila periferni krevni
feCisté a vcestovala do nadorového mikroprostiedi [23]. AC je v nadoru celé spektrum
imunitnich bunék, jako jsou napfiklad NK buriky, makrofagy, neutrofilni leukocyty nebo
dendritické bunky, pojem TILs je Casto uzivan pfedevSim pro heterogenni skupinu
CD4* a CD8* T-bunék, které maiji téz nejvétsi vztah k prognéze pacienta [23].

Korelace dobré prognézy s mirou lymfocytarni infiltrace byla jednoznacéné
zZjisténa u karcinomu prsu, plic nebo ovarii [24-26]. Zajimavou vyjimku tvofi karcinom
ledviny, u néhoz se stoupajicim poc¢tem infiltrujicich T-bunék byla pozorovana horsi
progndza, zatimco vysoka infiltrace nadoru NK bufkami byla asociovana s
dlouhodobé;jsSim prezitim [27,28]. Rozporuplné nalezy v této oblasti zdUrazriuji nutnost
studia fenotypu a funkce TILs, protoze samotné poCty nemuseji mit vypovidajici
hodnotu. U sarkom( mékkych tkani nebylo nadorové mikroprostifedi doposud pfilis
popsano. Studie jsou limitovany nejen relativné nizkou infiltraci sarkomua imunitnimi
burikami, ale téz vzacnosti a vysokou histologickou heterogenitou sarkom, ktera brani
designu velkych observacnich studii [29]. Dnes pfedpokladame, Ze nejvyznamnéjsi
imunitni populace mékkotkanovych sarkomu jsou T-buriky, NK buriky, makrofagy a T-
regulacni buriky. Makrofagy byly dokonce oznageny nékolika studiemi za nejpocetné;si
skupinu bunék infiltrujicich nadorové mikroprostiedi u STS [29]. T-buriky v sarkomech
maiji rdzny fenotyp a jejich mnozstvi se vyznamné liSi v zavislosti na histologickém typu
sarkomu. Napfiklad v pfipadé liposarkoml je WDLPS relativné vysoce infiltrovan T-
burikami, zatimco MLPS ma infiltraci téméf nulovou, a neni tedy vhodnym kandidatem
pro imunoterapii checkpoint inhibitory [30]. Pravé zastoupeni imunitnich infiltratd v
nadorech vyznamné ovliviuje to, jaky typ imunoterapie |ze aplikovat. DalSim aspektem
nadorového mikroprostiedi je pfitomnost tumor-specifickych antigent (TSA) [31]. Je-li
definovan néjaky TSA, je mozné vytvofit imunoterapii cilené proti danému antigenu.
VétSina modernich imunoterapii primarné cili na obnoveni efektovych funkci T-bunék
[32]. Jsou-li totiz T-buriky dlouhodobé vystaveny stimulaci antigenu, dochazi u nich k
utlumu efektorovych funkci, ktery je charakterizovan snizenim proliferacni a cytolytické
kapacity a zvySenou expresi inhibi¢nich molekul, jako jsou napfiklad PD1, LAG-3, TIM-
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3 nebo CTLA-4 [33]. Tento stav a s nim souvisejici bunécny fenotyp nazyvame funkeni
vyCerpani [34]. VyCerpani T-bunék je velmi typické pro nadorové mikroprostredi,
nejedna se ovSem o stav nevratny [34]. Pravé imunoterapeutické pfistupy cilené na
prekonani imunologického vyCerpani v nadorovém mikroprostfedi jsou nyni prvni linii
léCby celé fady metastatickych solidnich tumort [35].

Zatimco role NK bunék a CD8" T-bunék je Siroce popisovana v kontextu dobré
progndzy u pacientd s vysokou infiltraci nadorového mikroprostiedi t€mito burikami,
makrofagy a jejich role v nadorech jsou znacné kontroverzni [36]. Ukazalo se, ze
vlivem nadorového mikroprostfedi mize dojit k pfesmyku fenotypu makrofagu a ty se
stavaji pro-tumorigenni [36, 37]. Jejich role pak spocCiva pfedevSim v tvorbé
profibrogennich faktort a tedy pomahani v tvorbé ucinné fibrotické bariéry, ktera brani
nejen vstupu imunitnich bunék do nadoru, ale téz vstupu imunoterapii [37]. Makrofagy
se zdaji byt nejcetnéjsi populaci v STS, ovSem jejich role neni zdaleka objasnéna [38].
Soucasné dodnes nejsou v Klinickych studiich u STS testovany terapie zaméfené na
podporu protinadorového pasobeni makrofagu [29].

1.2.2 Protinadorova imunoterapie

Imunoterapie nadorovych onemocnéni se stala revolu¢nim pfistupem v lécbé
onkologickych pacientl [39]. Vyznam tohoto pfistupu je zfejmy i z Nobelovy ceny, ktera
byla udélena v roce 2018 za objev takzvanych checkpoint inhibitoru, které jsou nyni
prvni linii 1écby celé Ffady metastatickych nador [40]. Imunoterapie ma vice nez
stoletou tradici a prekvapivé prvni nadorové onemocnéni, které bylo v historii [€é€eno
imunoterapii, byl mékkotkanovy sarkom [41, 42]. Prvni imunoterapeutické pfistupy
spocivaly v inokulaci streptokoka do mista tumoru a umélém vytvoreni erysipelu v této
lokalité. Infekce vedla k masivnimu naboru imunitnich bunék do mista sarkomu a u
vybranych pacientl doslo k regresi nadorové hmoty [41]. Tento pfistup mél bohuzel jiz
v dobé svych pocatkl spoustu odpurct a vzhledem k riziku systémové reakce spojené
s umeélym vyvolanim infekce v misté nadoru doslo postupné k upusténi od tohoto
imunoterapeutického pfistupu [43]. V dnesni dobé délime imunoterapeutické pristupy
dle rdznych kritérii, z nichz jednim z nich je to, nakolik imunoterapeuticky pfistup
nespecificky stimuluje cely imunitni systém nebo specificky ovliviiuje jednu buné&nou
skupinu [44]. Do nespecifickych stimulatori Fadime napfiklad BCG vakcinu, ktera stale
predstavuje vyznamny pfistup pro leécbu karcinomu mocového méchyre, a dale jsou to
napfiklad cytokiny, jejichz podavani je nyni vazano predevSim na kombinace s jinymi
terapiemi [45, 46]. Pfedmétem specifickych imunoterapii se staly predevSim T-buriky.
T-buriky Ize ovlivnit pfimo aplikaci monoklonalnich protilatek, které brani jejich
funkénimu utlumu, nebo vyjmutim T-bunék z téla pacienta a jejich ex vivo modifikaci
[47, 48]. NejrozSifenéjSim a technologicky jednodussSim pfistupem je aplikace
monoklonalnich protilatek, které se vazi na inhibicni receptory T-bunék. Témto
protilatkam se Fika checkpoint inhibitory [47]. Checkpoint inhibitory zasadné zménily
prognodzu pacientl s diagnézami, jako jsou napfiklad maligni melanom, metastaticky
karcinom plic nebo karcinom ledviny [49-51]. Diky své schopnosti zredukovat i
vzdalené metastazy se staly prvni linii IéCby mnoha metastatickych nadorovych
onemocnéni, ovSem existuje i nékolik uskali, ktera tuto terapii doprovazeji. Prvnim
uskalim je omezené mnozstvi pacientu, ktefi na tuto terapii reaguji [52]. V tuto chvili
se zda, ze u vybranych diagnoz je pozitivni odpovéd na terapii okolo 25 % pacientd,
zatimco u zbylych pacientd je Kklinicky pfinos minimalni [53]. Snahou vétSiny
soucasnych studii je tedy modulace nadorového mikroprostiedi tak, aby bylo zvySeno
procento pacientt, ktefi na léCbu odpovédi [54]. Druhym uskalim je vyskyt
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autoimunitné podminénych nezadoucich reakci, které se ukazaly byt novinkou ve
svéteé onkologie a jejichz management spociva predevsSim v nutnosti imunosupresivni
terapie [55]. Pfesto jsou checkpoint inhibitory vyznamnou soucasti moderni |éCby
nadorovych onemocnéni a jejich zaclenéni do IéCebnych algoritm je Zadouci.

Dalsi imunoterapeutické pfistupy jsou napfiklad adoptivni T-buné&cény transfer Ci
terapie prostfednictvim CAR T-bunék [48, 56]. V obou pfipadech jsou opét teréem
leécby T-bunky. V pfipadé adoptivniho transferu jsou T-bunky izolovany z periferni krve
nebo z nadoru pacienta, v laboratofi nasledné mnozeny do obrovskych pocta,
purifikovany, za pomoci dendritickych bunék stimulovany nadorovymi antigeny a
nasledné injikovany zpét pacientovi [48]. Adoptivni transfer je vysoce
personalizovanou léCbou, ktera je nyni pfedmétem klinickych studii. Pro klinickou praxi
byly jiz schvaleny takzvané CAR T-buriky, a to pfedevsim pro 1éEbu hematologickych
malignit. CAR T-buriky jsou geneticky modifikované T-bunky, na jejichz TCR receptor
je navazana monoklonalni protilatka, aby k vazbé a aktivaci T-buriky dochazelo bez
nutnosti MHC molekul, které jsou jinak pro aktivaci T-buriky nezbytné [56]. CAR T-
buriky pfedstavuji prulom v 1éEbé akutni leukémie, a i pfes jejich vysokou efektivitu je
jejich iroké uzivani limitovano cenou pfipravku [56, 57].

Pro solidni tumory se tedy zda byt metodou volby terapie checkpoint inhibitory
at uz v monoterapii, ¢i v kombinované 1é¢bé [58]. Data naznacuji, Ze checkpoint
inhibitory v kombinacich vykazuji vyssi u€innost nez v monoterapii, a dokonce nékterée
systémove terapie, jako jsou napfiklad chemoterapie Ci radioterapie, zvySuji citlivost
nadord k u€inkim imunoterapie [59].
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2 HYPOTEZA A CiLE

Cilem této prace bylo poskytnout detailni pohled na nadorové mikroprostfedi rdznych
podtypu sarkom0 mékkych tkani a definovat faktory, které jsou asociované s klinicko-
patologickymi charakteristikami konkrétnich malignit, za ucelem rozSifeni znalosti o
tomto vzacném nadorovém onemocnéni.

NasSe primarni hypotéza predpokladala, Ze imunitni infiltrace mékkotkarnovych
sarkomU zavisi na histologickém podtypu nadoru a Ze veétSi mnozstvi klinickych
parametrd, jako jsou napfiklad lokalita nadoru nebo chirurgické komplikace, ma vliv na
riziko lokalni recidivy a generalizace. Vytvofili jsme prfehled vSech dostupnych
informaci o nadorovém mikroprostiedi mékkotkanovych sarkomd, detailné jsme
zkoumali histologickou entitu zvanou solitarni fibrézni tumor a v neposledni fadé jsme
vytvofili in vitro podminky pro testovani rlznych typu imunoterapie u vybranych
pacientld s mékkotkariovym sarkomem.
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3 METODIKA

Popis konkrétnich metodik je soucasti publikovanych praci.

Metody strukturované:
a) Prace s klinicko-patologickymi daty

Pro ucely hodnoceni biologického chovani nadoru, jeho potencialu k zakladani
metastaz a rizika lokalnich recidiv jsme ziskavali z centralni databaze Fakultni
nemochice Motol UNIS data o histologickém typu nadoru a jeho platny grade a stage.
Z pacientskych dat jsme dale retrospektivné dohledali v nasSich peclivé vedenych
kohortach zaznamy tykajici se operacnich komplikaci, po¢tu chybnych diagnéz,
pfedchozi dispenzarizace na jinych pracovistich, ale i stézejni klinické proménné, jako
jsou vék Ci pohlavi pacienta. Soubory klinickych dat byly anonymizovany a vSechny
identifikovatelné odkazy na jednotlivce byly odstranény. Tento vyzkum probihal se
souhlasem Etické komise.

b) lzolace tumor-infiltrujicich lymfocytt (TILs)

Tumor-infiltrujici lymfocyty byly izolovany bezprostfedné po operaci z nativnich
tumord po jejich vyjmuti z téla. Tato izolace probihala za pomoci mechanického
rozruseni tkané nuzkami a nasledné kultivaci tkanovych fragmentl za pfitomnosti
enzymU degradujicich extracelularni matrix. Tento postup umoznil rozruSeni tkané a
nasledné pasirovani tkafnové suspenze pres sto mikrometrd bunécné sito umoznilo
ziskani bunécné suspenze s tumor-infiltrujicimi lymfocyty.

c) Kultivace TILs a méreni jejich aktivity

U vybranych pacientd jsme ziskané TILs kultivovali in vitro za pfitomnosti
terapeutickych monoklonalnich protilatek. Doba plasobeni terapeutik Cinila zpravidla 24
hodin. Cytotoxické schopnosti bunék byly testovany nepfimo prostfednictvim produkce
cytotoxickych cytokin v buné&nych suspenzich.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 ,Diagnostic challenges and treatment options in patients with solitary
fibrous tumor: A single-center observational study*

OZANIAK A, HLADIK P, LISCHKE R, STRIZOVA Z.
Front Surg. 2022 Aug 31;9:952463. doi: 10.3389/fsurg.2022.952463.

Solitarni  fibrozni  tumor (SFT), v minulosti také oznaCovan jako
hemangiopericytom, je vzacny mezenchymalni nador s incidenci jenom kolem 2
pfipadd na 1 000 000 lidi rocné. Nékteré podtypy SFT se vyznacuji malignim
metastatickym potencialem. SFT patfi k pomalu rostoucim nadorim, které se mohou
vyskytovat kdekoliv na téle. Klinicky se prezentuji pfedevsim symptomy z pusobeni
tlaku primarniho nadoru nebo metastazy v sousednich tkanich. NejCastéji se vyskytu;ji
v oblasti hrudniku.

V nasi studii jsme sdileli naSe klinicko-patologické zkuSenosti s osmnacti
pacienty s touto vzacnou diagnézou. Studie zahrnovala pacienty operované v letech
2014-2021. Median sledovani byl 36 mésicl. U 17 % nasich pacientl se prfedoperacni
diagn6za neshodovala s pooperaéni histologii. Cetnost chybnych diagnéz byla proto
znacné vysoka, avsak korelovala s dfive publikovanymi studiemi. Pozorovali jsme
vyS$Si riziko lokalni recidivy u pacientu, ktefi na nasem oddéleni podstoupili operaci pro
recidivujici SFT, nez u pacientu, ktefi podstoupili operaci primarni SFT (2/10 versus
4/6). Pooperacni komplikace byly spojeny s mimohrudni lokalizaci SFT. Pacienti s
koncetinovou lokalizaci solitarniho fibrozniho tumoru méli obecné nejlepsi prognézu a
Zadné znamky recidivy Ci metastaz ve sledovaném obdobi. Tato zjisténi vSak byla
omezena poctem ucastnikl studie a jejich relevance bude vyzadovat ovéreni dalSim
vyzkumem. Pacienti, ktefi vstupovali do studie jiz s recidivou solitarniho fibrézniho
tumoru, vykazovali signifikantné vysSi Sanci k dalSi recidivé (67 %) a k systémoveé
progresi doslo u 33 % pacientu, ktefi byli pfijati a 1é&eni pro recidivujici SFT.

Zakladem |éCby u lokalizovaného SFT zustava radikalni operace, kde je ziskani
negativnich resekénich okrajid nejdulezitéjSim faktorem prevence recidivy
onemocnéni. Dosazeni radikalni resekce s mikroskopicky negativnim okrajem muze
byt svizelna v disledku pFitomnosti kritickych anatomickych struktur.

Samotna radioterapie muze vyznamné zlepSit celkové preziti pacientl a
kombinace chirurgického vykonu a radioterapie signifikantné sniZuje riziko lokalni
recidivy. Domnivame se, Zze soucasti sofistikovaného terapeutického schématu u SFT
by méla byt multimodalni terapie, jejiz soucCasti by mély byt také cilené terapie a
imunoterapie. V sou€asné dobé je tfeba navrhnout nové klinické studie zaméfrené na
léCbu této vzacné choroby.

4.2 ,Novel Insights into the Immunotherapy of Soft Tissue Sarcomas: Do We
Need a Change of Perspective?“

OZANIAK A, VACHTENHEIM J JR, LISCHKE R, BARTUNKOVA J, STRIZOVA Z.
Biomedicines. 2021 Aug 1;9(8):935. doi: 10.3390/biomedicines9080935.
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Mékkotkarnové sarkomy jsou extrémné biologicky a klinicky riznorodé nadory s
vice nez 80 histologickymi podtypy. Vzhledem k extrémni vzacnosti téchto nadorud
klinické studie Casto hodnoti vSechny typy STS spole¢né, coz muze pfispét k
nejednoznacnym a nékdy az kontroverznim vysledkim pfi evaluaci ucinnosti terapii.
LéCba metastatickych STS se v poslednich letech zasadné nezménila a se
souCasnymi konvencnimi terapiemi jsou Sance na zlepSeni celkového preziti velmi
malé.

Nadorové mikroprostifedi STS je infiltrovano riznymi podily imunitnich bunék,
které umoznuiji stratifikovat pacienta podle imunitnich parametra. CD8* T-buriky patfi
k hlavnim protinadorovym hraédm v nadorovém mikroprostfedi a vysoky podil CD8*
T-bunék se stejné jako exprese checkpoint molekul staly nezbytnymi pfedpoklady pro
ucinnost imunoterapie checkpoint inhibitory.

Vytvofili jsme prehledovy clanek, ve kterém jsme nejprve detailné popsali
nejdulezitéjsi imunitni burfiky nachazejici se v nadorovém mikroprostfedi sarkom
mékkych tkani a nasledné jsme prezentovali klinické studie zaméfené na konkrétni
buné€nou populaci u STS. Pleomorfni sarkom a myxofibrosarkom maji jednu z
nejvyssich infiltraci CD8* T-bufikami a nejvy3Si expresi PD-1. Z tohoto divodu se
predpoklada dobra ucinnost checkpoint inhibitorl u téchto histologickych podtypa.
Pleomorfni sarkom ma dokonce imunitni repertoar srovnatelny s malignim
melanomem, coZz naznacCuje jeho vhodnost pro aplikaci imunoterapeutik.
Leiomyosarkomy a liposarkomy maji napfi¢ studiemi obecné nizkou infiltraci CD8* T-
bunkami, coz se odrazi ve velmi neuspokojivych vysledcich Kklinickych studii.
Kombinované terapie checkpoint inhibitory, jako jsou napfiklad nivolumab plus
pembrolizumab, ukazaly zvySeni klinické odezvy u pacientll s STS. Mezi dalsi slibné
terapie v klinickych studiich patfi adoptivni bunécny transfer nebo CAR T-bunécna
terapie.

Leiomyosarkomy maji relativné vysokou zatéz T-regulaénimi burfikami a tato
infiltrace pozitivné koreluje se stadiem, gradem a hloubkou nadoru. Navic u
nediferencovanych pleomorfnich sarkomu se infiltrace T-regulacénimi burikami zvySuje
po neoadjuvantni radioterapii a ovliviiuje celkové preziti pacientd. Zatimco
intratumoralni NK bunky vykazuji Cetnou aktivaci, ale i znaky vyCerpani v nadorovém
mikroprostfedi, NK buriky v periferni krvi pacientd s STS byly popisovany jako funk&né
poskozené.

Makrofagy dominuji nadorovému mikroprostfedi STS a prevySuji podlty
ostatnich imunitnich bunék.

Je tfeba poznamenat, Ze zmény v zastoupeni intratumoralnich makrofagu byly
prokazany u pacientd po neoadjuvantni chemoterapii. Terapie zaméfené na
makrofagy jsou tedy u STS velmi slibné.

Se soucasnymi znalostmi riznych populaci imunitnich bunék infiltrujicich STS nadory
by se probihajici klinicka praxe mohla zasadné zménit a umoznit stratifikaci pacientl
na zakladé imunitniho repertoaru nadorového mikroprostiedi. Jak ukazuji klinické
studie, imunoterapie Ize snadno kombinovat a chemoterapie mize slouzit jako silny
nastroj ke zvySeni citlivosti nadorového mikroprostfedi k u€inkim imunoterapie.
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4.3 ,A novel anti-CD47-targeted blockade promotes immune activation in
human soft tissue sarcoma but does not potentiate anti-PD-1 blockade*

OZANIAK A, SMETANOVA J, BARTOLINI R, RATAJ M, CAPKOVA L, HACEK J,
FIALOVA M, KRUPICKOVA L, STRIZ |, LISCHKE R, BARTUNKOVA J, STRIZOVA Z.

J Cancer Res Clin Oncol. 2022 Aug 20. doi: 10.1007/s00432-022-04292-8. Epub
ahead of print. PMID: 35986756.

Vétsina pacientl s mékkotkarovym sarkomem stale umira na rozvoj metastaz
do nékolika let od pocateCni diagnozy. Systémova chemoterapeutika vyvolavaji
odpovéd pouze u 15-35 % pacientd a neoadjuvantni/adjuvantni radioterapie sice
snizuje pravdépodobnost lokalni recidivy, na druhou stranu byva spojena se zna¢nou
toxicitou. Navic kupfikladu u retroperitonealnich STS byva €asto problematické podani
adekvatni terapeutické davky. Podivame-li se na jiné léCebné modality, imunoterapie
prostifednictvim checkpoint inhibitor( zatim neprokazala pfesvédcivé vysledky u STS,
aC nékteré histologické podtypy jisty benefit z terapie prokazaly. Jednim z hlavnich
dlvodu, ktery stoji za relativné nizkou terapeutickou odpovédi checkpoint inhibitort u
STS, mlze byt relativné nizka infiltrace nadord imunitnimi T-burfikami. Na druhou
stranu byla prokazana znacna pfitomnost makrofagll v nadorovém mikroprostfedi
STS, coz znaci potencial v |éCbé cilené pravé na tuto imunitni populaci.

V této studii jsme hodnotili potencialni synergické ucinky kombinace
monoklonalnich protilatek anti-PD-1 a anti-CD47. Efektivitu IéEby jsme hodnotili in vitro
prostfednictvim méfeni aktivace imunitnich bunék ve smyslu produkce cytotoxickych
cytokinl. Pozorovali jsme, ze po makrofazich jsou dal$i nej¢astéjsi bunécnou populaci
v STS CD8 T-bunky. Vysoky podil makrofagt a T-bunék nas dale ved| ke zkoumani
kombinované aktivace T-bunék a makrofagl prostfednictvim podani anti-PD-1 a anti-
CD47.

Nase zjiSténi ukazala, ze jak anti-PD-1, tak anti-CD47 terapie je schopna
signifikantné zvySit produkci prozanétlivych cytokind IL-2, IFN-y a TNF-a in vitro.
Nicméné prekvapivym zjisténim bylo, ze spole¢né podavani anti-CD47 a anti-PD-1
nebylo u€innéjsi, naopak vedlo k potlaceni produkce cytotoxickych cytokinu, a to i pfi
déleni kohorty dle riznych parametra.

V na$i studii byla nejvyznamné;jsi odpovéd na anti-CD47 terapii pozorovana u
nediferencovaného pleomorfniho sarkomu, coz byl také histologicky podtyp s nejvyssi
expresi CD47. Na druhou stranu, CD47 byl Siroce exprimovan i v jinych podtypech
STS, jako jsou high-grade myxofibrosarkomy nebo angiosarkomy.

NaSe data naznacuji, ze kombinované strategie zalozené na checkpoint
inhibitorech a anti-CD47 blokadé nemuseji zajistit pozadovany vysledek. Obé terapie,
bud anti-PD-1, nebo anti-CD47 samostatné, by vdak mohly mit terapeuticky potencial
u vybranych nadort po peclivém vyhodnoceni CD47 a PD-1 exprese v nadoru.
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5 ZAVER

Chirurgicka lé¢ba je zakladnim kamenem |éCby lokalizovanych STS. Naopak
lé¢ba metastatickych STS zustava velkou vyzvou vzhledem Kk limitované
chemosenzitivité téchto nadort. Imunoterapie je slibnou Ié€ebnou modalitou, ktera se
dostala v poslednich letech do prvni linie 1éCby celé fady metastatickych nadorovych
onemocnéni, avSak v Ié€bé STS zatim nema své misto. Jednim z ddvodu muze byt
doposud velmi omezené zmapovani nadorového mikroprostiedi STS a soucCasné
extrémni histologicka heterogenita téchto nadoru, ktera brani koncepci racionalnich
klinickych studii s jednotlivymi imunoterapeutiky. Zavéry vyplyvajici z naseho vyzkumu
zduaraznuji, ze centralizace pacientl je jednim z nejdulezitéjSich aspektd ovliviujicich
prezivani pacientld. SouCasné jsme nasi praci poukazali na nutnost pohlizeni na
konkrétni histologické typy STS, a nikoliv na celou heterogenni kohortu bez ohledu na
histologii. V neposledni fadé naSe data ukazala, Ze ne vSechna imunoterapeutika maji
synergicky efekt a je nutné dale in vitro testovat rizné kombinace terapii, abychom
poskytli pacientim s metastatickym STS nadéji na nové moznosti kombinovanych
systémovych pfistupu.
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