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Streszczenie w jezyku polskim

Wstep

Czop nowotworowy powstajgcy w uktadzie zylnym (ang. venous tumor thrombus, VTT),
zwigzany z rakiem nerkowokomadrkowym (ang. renal cell carcinoma, RCC), stanowi oddzielny
kompartyment w obrebie nowotworu. Znajduje sie w pierwszej linii kontaktu z uktadem
krwiono$nym i pozostaje w ciagtej interakcji z komdrkami krwi gospodarza. Komorki
odpowiedzi immunologicznej krwi mogg potencjalnie oddziatywac na VTT, wptywajgc na jego
biologie i modyfikujgc jego mikrosrodowisko. Mimo rosnacej liczby publikacji aktualizujgcych
wiedze na temat leczenia raka nerki z VTT, nadal brakuje jego kompleksowej charakterystyki,
zwtaszcza w zakresie biologii i unikalnego mikrosrodowiska. W niniejszej rozprawie opisano
aktualne koncepcje dotyczace powstawania czopdw zylnych raka nerki, ich histopatologii,
mikrosrodowiska immunologicznego oraz cech genetycznych i molekularnych, ktére moga
mie¢ potencjalny wptyw na rokowanie i inspirowa¢ rozwdj nowoczesnych terapii
zindywidualizowanych. Chociaz skomplikowane, wielospecjalistyczne leczenie operacyjne
pozostaje podstawowg metodg leczenia RCC z VTT, ostatnie postepy w badaniach nad biologig
raka i jego mikro$rodowiskiem rzucajg nieco swiatta na nowe perspektywy na przysztos¢, ktére
byé moze poprawig nie tylko wyniki onkologiczne, ale takze bezpieczenstwo pacjentow. W
swojej pracy skupitem sie na ocenie ekspresji nowoczesnych markeréw immunologicznych:
liganda-1 glikoproteiny P-selektyny (ang. P-selectin glycoprotein ligand-1, PSGL-1) oraz
cytoplazmatycznego stymulatora gendow interferonu (ang. Stimulator of Interferon Genes,
STING), w grupie pacjentéw z pierwotnym RCC z VTT, w potaczeniu z oceng leukocytéow
naciekajgcych  nowotwdr (ang. tumor infiltrating leukocytes, TILs) w dwdch
kompartymentach, tj. guzie pierwotnym oraz czopie nowotworowym. Jednoczesnie oceniany
byt zwigzek wyzej wymienionych z koekspresjg innych markeréw immunologicznych, t;j.
supresora aktywacji komérek Tz domeng V (ang. V-domain Ig Suppressor of T-cell Activation,
VISTA) oraz liganda receptora programowanej Smierci 1 (ang. Programmed Death-Ligand 1,
PD-L1).

Materiaty i metody
Kohorta

Badana grupa skfadata sie z 82 pacjentéw z pierwotnym jasnokomérkowym RCC (ang. clear-
cell RCC, ccRCC) z czopem w uktadzie zylnym (w stadium klinicznego zaawansowania cT3a lub
wyzszym) leczonych operacyjnie poprzez wykonanie nefrektomii z trombektomia i
ewentualnie kawotomia (jezeli istniaty ku temu wskazania) w latach 2012-2019 w dwdch
klinicznych osrodkach urologicznych. Przed leczeniem chirurgicznym nie zastosowano
zadnego dodatkowego leczenia neoadjuwantowego. Leczenie operacyjne przeprowadzono
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metoda klasyczng na drodze laparotomii lub lumbotomii. Badana grupa obejmowata réwniez
przypadki cN1, u ktérych wykonano jednoczasowo limfadenektomie, natomiast przypadki z
przerzutami leczono a priori chirurgicznie, probujgc usungé wszystkie zmiany nowotworowe
lub wykonujac nefrektomie cytoredukcyjng. Zebrano nastepujace dane od pacjentéw: wiek,
pte¢, stadium nowotworu na podstawie tomografii komputerowej lub rezonansu
magnetycznego klatki piersiowej, jamy brzusznej i miednicy mniejszej zgodnie z systemem
klasyfikacji TNM (z ang. Tumor-Node-Metastasis) z 2017 r. (wersja AJCC) [1], przedoperacyjne
dane hematologiczne z morfologii krwi obwodowej (liczba neutrofili, ptytek krwi, limfocytow,
monocytéw wraz z odpowiednimi stosunkami: stosunek neutrofiléw do limfocytéw (ang.
neutrophil-to-lymphocyte ratio (NLR)), stosunek limfocytéw do monocytéw (ang. lymphocyte-
to-monocyte ratio (LMR)) oraz stosunek ptytek krwi do limfocytéw (ang. platelet-to-
lymphocyte ratio (PLR))), uzyskanych z lokalnych certyfikowanych laboratoriéw (FACS, Sysmex
XM200, Sysmex Polska, Polska), wyniki badan histo-patologicznych, a takze wyniki dotyczgce
przezycia z lokalnych baz danych instytucjonalnych. W przypadku braku odpowiednich
informacji przeprowadzano wizyty telemedyczne celem ich uzupetnienia.

Badanie zostato przeprowadzone za zgodg Komisji Bioetycznej Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego o numerze AKBE/72/2021. Od wszystkich pacjentdw biorgcych udziat w badaniu
uzyskano swiadoma zgode.

Mikromacierze tkankowe i immunohistochemia

Preparaty ccRCC barwione hematoksyling i eozyna, pobrane z guza nerki i czopa
nowotworowego, zostaty zbadane przez dwéch patologéw (R.P. i M.K.). Systemy punktacji
uzyte do oceny cech sarkomatoidalnych/rabdoidalnych i martwicy guza byty binarne (obecne
vs. nieobecne). Wszystkie przypadki zostaty zbadane pod katem obecnosci komérek
odpornosciowych zwigzanych z guzem pierwotnym (TILs). Wybrano reprezentatywne obszary
zawierajgce komarki nowotworowe i TILs. Mikromacierze tkankowe (ang. Tissue Microarrays,
TMA), zawierajgce reprezentatywne probki pierwotnej masy nowotworowe] i
nowotworowego czopa zylnego z 82 przypadkéw ccRCC zostaty utworzone za pomocg
recznego urzadzenia Tissue Arrayer MTA-1 (Beecher Instruments, Inc., Sum Praire, WI, USA),
przy uzyciu igiet o srednicy 1,5 mm, pobierajac 3 prébki zaréwno z czopa zylnego (dwie
obwodowe, jedna centralna), jak i z guza nerki [2]. Mikromacierze tkankowe zostaty pociete
na skrawki o grubosci 5 um do badan immunohistochemicznych [2, 3]. Nastepnie uzyskane
TMA zostaty wybarwione przeciwciatem anty-PSGL-1 (klon KLP-1, rozcierczenie 1:200, Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA), anty-VISTA (klon D5L5T, rozciericzenie 1:300, Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, USA) i/lub przeciwciatem anty-PD-L1 (klon 22c3, rozcieficzony w
stosunku 1:50, DAKO, Agilent, CA, USA). Ekspresje PSGL-1 oceniono oddzielnie w komérkach
guza (ang. Tumor Cells, TC) i TILs w obu kompartymentach nowotworowych. Nastepnie
przygotowane mikromacierze wybarwiono przeciwciatem anty-STING (klon OTI4E12;
rozcienczenie 1:100, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). Ekspresje PD-L1 i VISTA
oceniono zgodnie z opisang wczesniej metodyka [3, 4]. Rdzenie zawierajgce tkanki migdatkow
i fozyska stuzyty jako kontrola pozytywna, natomiast prébki watroby stuzyty jako kontrola
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negatywna [5]. Ekspresje STING w cytoplazmie i bfonie komdrkowej TC oceniono przez
obliczenie wyniku H (w zakresie od 0 do 300), uzyskanego poprzez pomnozenie odsetka
dodatnich (0-100%) przez intensywnos¢ barwienia (oceniang jako 0, 1+, 2+, 3+) zgodnie z
wczesniej opisanym schematem [6]. Barwienie cytoplazmatyczne komérek nowotworowych
zostato poddane kwantyfikacji, przy czym komérki odpornosciowe i Srédbtonkowe stuzyty jako
wewnetrzne kontrole pozytywne. Zastosowano prég ekspresji STING wynoszgcy H-score >100
(wysoki vs. niski), poniewaz stwierdzono, ze jest to wartos¢ 75. percentyla dla ekspresji STING
w VTT. Ponadto obecnos$¢ TILs oceniano dychotomicznie jako obecng (co najmniej 1%
leukocytéw TILs w zrebie) lub nieobecng (mniej niz 1% leukocytéw TILs w zrebie). Wartos¢
graniczna 1% zostata zastosowana ze wzgleddw praktycznych, poniewaz pozwala ona na
rozréznienie nowotwordw bez leukocytédw od nowotwordw z co najmniej niewielka infiltracjg,
co zapewnia powtarzalnos¢ oceny. Odsetek komodrek pozytywnych kazdego typu zostat
oceniony przez 2 patologéw posiadajacych doswiadczenie w uropatologii (RP i MK).
Ostateczne wyniki uzgodniono po dyskusji.

Statystyka

Analizy statystyczne przeprowadzono przy uzyciu programu Statistica 13.3 (TIBCO, Palo Alto,
Kalifornia, USA; licencja udzielona Uniwersytetowi Medycznemu w Gdansku) oraz R statistical
environment [7]. Zwigzki miedzy zmiennymi kategorycznymi PSGL-1 oceniono za pomoca
testu x2 lub doktadnego testu Fishera (ang. Fisher’s exact test), jezeli miato to zastosowanie.
Zmienne ciggte analizowano przy uzyciu testu Wilcoxona, testu Kruskala-Wallisa lub korelacji
Spearmana, w zaleznosci od przypadku. Krzywe Kaplana-Meiera wyznaczono przy uzyciu
pakietu ,,survimer” i poréwnano za pomoca testu log-rank [8]. Wspdfczynniki ryzyka obliczono
za pomocg modelu regresji proporcjonalnego hazardu (ang. Cox proportional hazards
regression). Przezycie catkowite (ang. Overall Survival, OS) okreslono jako okres miedzy
rozpoznaniem a zgonem z jakiejkolwiek przyczyny. Jednoczynnikowg analize przezycia STING
przeprowadzono za pomocg krzywych Kaplana-Meiera i poréwnano za pomocg testu log-rank.
Wieloczynnikowg analize przezycia przeprowadzono za pomocg regresji proporcjonalnego
hazardu Coxa i analizy wariancji kolinearnosci (ang. Variance Inflation Factor, VIF).
Wizualizacje danych przeprowadzono przy uzyciu pakietéw ggplot2 i survminer w R [8].
Wszystkie testy uznano za statystycznie istotne przy p < 0,05.

Wyniki

Ekspresja PSGL-1 rdznita sie w analizowanych kompartymentach. Odnotowano wiekszg
czestotliwos¢ wystepowania PSGL-1 w komadrkach guza w obrebie czopu nowotworowego
(p<0,0001), ale i komodrkach odpornosciowych zwigzanych z guzem w samym nowotworze
pierwotnym (p<0,0001). Dodatni wynik PSGL-1 na komdrkach guza korelowat z wysokim
stopniem ztosliwosci histopatologicznej (p=0,017), natomiast wynik PSGL-1 na komdrkach



odpornosciowych naciekajacych guz byt zwigzany z martwicg nowotworu (p=0,014).
Jednoczynnikowa analiza przezywalnosci wykazata, ze dodatni wynik PSGL-1 w komadrkach
nowotworowych guzéw pierwotnych i TILs w czopach sg zwigzane z gorszym rokowaniem co
do czasu OS.

Z kolei czesto$¢ ekspresji STING w obu analizowanych kompartymentach byfa podobna
(p=0,18). Jego obecnos¢ nie korelowata z zadnymi cechami kliniczno-patologicznymi, z
wyjatkiem obecnosci martwicy w VTT (p=0,0023). Ekspresja PD-L1 w guzie pierwotnym byta
zwigzana z obecnoscig ekspresji STING w komodrkach nowotworowych w tym samym
kompartymencie (p=0,02), ale nie w czopie. Natomiast ekspresja VISTA korelowata z
obecnoscig ekspresji STING w VTT (p=0,049). Obecnos¢ TILs byta zwigzana z dodatnia
ekspresjg PD-L1 (p=0,008) i STING (p<0,05) w guzie pierwotnym. Silna ekspresja STING w VTT
byta zwigzana z gorszym wynikiem OS (p=0,0061). Ponadto, obecnos¢ TILs okazata sie istotnym
czynnikiem prognostycznym dla OS zaréwno w guzie pierwotnym (p=0,021), jak i w VTT
(p=0,034).

Whioski

Zwiekszona ekspresja PSGL-1 w nowotworowych czopach w uktadzie zylnym sugeruje jego
potencjalng role w utatwianiu interakcji komérek guza z ptytkami krwi i $rédbtonkiem,
przyczyniajac sie do rozprzestrzeniania przerzutow i moze odpowiadaé za gorsze wyniki
leczenia. Wykazano ponadto warto$é prognostyczng ekspresji STING we wspotczesnej
kohorcie pacjentow z RCC i VTT. Ocena wystepowania TlLs okazata sie szczegdlnie cennym
narzedziem rokowniczym, ktére mozna tatwo wdrozyé w rutynowej ocenie patologicznej.
Wykorzystanie zastosowanych w pracy biomarkerédw moze pomdéc w opracowaniu nowych
strategii terapeutycznych i spersonalizowania metod leczenia pacjentéow z RCC z
wspotwystepujgcym VTT.



