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Spis skrotow

APC — komérki prezentujagce antygen (ang. antigen presenting cell)

AS — aktywna obserwacja (ang. active surveillance)

ATP — adenozyno-5'-trifosforan

BAF — kompleks SWI/SNF zwigzany z Brahma (ang. Brahma-associated factor)

BAPI1 — gen kodujacy biatko pierwsze powigzane z BRCAL1

BRCA1 — ludzki gen supresorowy znajdujacy si¢ na dlugim ramieniu 17 chromosomu w
locus 17q21

BRCAZ2 — ludzki gen zlokalizowany na chromosomie 13.

CA —krioablacja (ang. cryoablation)

ccRCC — rak jasnokomorkowy (ang. clear-cell RCC)

chRCC - rak chromofobowy (ang. chromophobe RCC)

CTLA4 — cytotoksyczny antygen komorek T4 (ang. cytotoxic T cell antigen 4)

DFS — przezycie wolne od choroby (ang. disease free survival)

EAU — Europejskie Towarzystwo Urologiczne (ang. European Association of Urology)
ECOG - skala sprawnosci wedlug Eastern Cooperative Oncology Group)

FGFR — receptor czynnika wzrostu fibroblastow (ang. fibroblast growth factor receptors)
FNA — biopsja cienkoiglowa (ang. fine needle aspiration)

HIF-1a — czynnik indukowany hipoksja la (ang. hypoxia-inducible factor 1a)

HIF-2a — czynnik indukowany hipoksja 2a (ang. hypoxia-inducible factor 2a)

HFSR — zespot skorny reka-stopa (ang. hand-foot skin reaction)

HR — hazard wzgledny (ang. hazard ratio)

HU - jednostki Hounsfielda (ang. Hounsfield unit)

IHC - immunohistochemia

IL-1 — Interleukina 1

IL-2 — Interleukina 2

IMDC — migdzynarodowe konsorcjum bazy danych dotyczacego przerzutowego raka
nerkowokomodrkowego (ang. International Metastatic Renal Cell Carcinoma Database
Consortium)

10 — immunoterapia (ang. immunotherapy)

IFN-o — Interferon alfa

ISUP — Migdzynarodowe Towarzystwo Patologii Urologicznej (ang. International Society of
Urological Pathology)

JARIDIC — gen kodujacy demetylaze¢ specyficzna dla lizyny 5C



komorki NK — ,,urodzeni” zabojcy (ang. Natural Killer)

MMR — naprawa niezgodnosci (ang. mismatch repair)

MRI — rezonans magnetyczny (ang. magnetic resonance imaging)

MSKCC — Memorial Sloan Kettering Cancer Center.

mTOR — biatko ssaczego celu rapamycyny (ang. mammalian target of rapamycin)

NED - zadnych dowodéw na chorobg (ang. no evidence of disease)

NIO-PIB — Narodowy Instytut Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie — Panstwowy Instytut
Badawczy

NRL - stosunku neutrocytow do limfocytéw (ang. neutrophil-to-lymphocyte ratio)

NSS — operacja nerkooszczedzajaca (ang. nephron sparing surgery)

OS — catkowite przezycie (ang. overall survival)

PBRMI1 — gen kodujacy biatko BAF180

PD-1 — receptor programowanej $mierci 1 (ang. programmed death protein 1)

PD-L1 —receptor programowanej $mierci 1 ligand 1 (ang. programmed death protein 1
ligandl)

PDGF - plytkopochodny czynnik wzrostu (ang. platelet-derived growth factor)

PN — czg$ciowe wycigcie nerki (ang. partial nephrectomy)

pRCC — rak brodawkowaty (ang. papillary RCC)

RCC — rak nerkowokomorkowy (ang. renal cell carcinoma)

RN — nefrektomia radykalna (ang. radical nephrectomy)

RFA — ablacja pradem o czestotliwos$ci radiowej (ang. radiofrequency ablation)

RFS — przezycie wolne od nawrotu nowotworu (ang. recurrence free survival)

RRM2 — podjednostka reduktazy rybonukleozydo-difosforanu M2 (ang. Ribonucleoside-
diphosphate reductase subunit M2)

SETD2 — gen kodujacy metylotransferazg histonowa, ktora katalizuje trimetylacje lizyny 36
w histonie H3 (H3K36me3)

SSIGN — skala do oceny po nefrektomii radykalnej u pacjentow z rakiem jasnokomérkowym
nerki (ang. Stage, Size, Grade, Necrosis)

TCR —receptor limfocytu T (ang. T-cell receptor)

TGF-a — transformujacy czynnik wzrostu alfa (ang. transforming growth factor alpha)
TILs — limfocyty naciekajace srodowisko guza (ang. tumor infiltrating lymphocytes)

TK — tomografia komputerowa

TKI — inhibitory kinaz tyrozynowych (ang. tyrosine kinase inhibitors)

TME — mikrosrodowisko guza (ang. tumor microenvironment)



TNM - klasyfikacja nowotworéw wg UICC (ang. Tumor, Node, Metastasis)

UISS — zintegrowany system oceny Uniwersytetu Kalifornijskiego (ang. University of
California Integrated Staging System)

USG - badanie ultrasonograficzne

UTX — gen kodujacy demetylaze¢ specyficzna dla lizyny 6A

VEGEF - czynnik wzrostu §rodbtonka ( ang. vascular endothelial growth factor)

VHL - gen kodujacy biatko VHL (ang. von Hippel-Linadu)

WHO — Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organisation)

WW — baczna obserwacja (ang. watchful waiting)
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Streszczenie:

Immunoterapia jest obecnie szeroko stosowana w leczeniu miejscowo zaawansowanego
1 przerzutowego jasnokomoérkowego raka nerki (ccRCC), jednak nie wszyscy pacjenci
odpowiadajg na to leczenie. Obecnie uwaza si¢, ze ekspresja PD-L1 na powierzchni komorek
nowotworowych nie jest odpowiednim narz¢dziem do przewidywania odpowiedzi na leczenie.
Aby immunoterapia anty-PD-1/PD-L1 byla skuteczna, w mikrosrodowisku guza (TME) musza
znajdowac si¢ limfocyty T naciekajace guz (TIL). TIL wyczerpuja si¢ pod wplywem TME i
bezposredniego kontaktu z komoérkami nowotworowymi, co oznacza, ze nie s3 w stanie
zniszczy¢ komorek nowotworowych. Zatem obecno$¢ PD-L1 na tkance nowotworowej moze
by¢ markerem skuteczno$ci immunoterapii, cho¢ nie potwierdzono, ze brak barwienia anty-
PD-L1 oznacza nieskuteczno$¢ immunoterapii. Obecne badania skupiajg si¢ gtownie na
aktywnosci limfocytow T CDS8, ktore petnig gltéwnie funkcj¢ cytotoksyczng. Modele
prognostyczne stosowane u chorych na raka nerkowokomodrkowego po radykalnym leczeniu
nie uwzgledniaja informacji o typach TIL i zmianach w uktadzie odpornosciowym. Informacje
takie, w ograniczonym zakresie, sg wykorzystywane w prognostycznej klasyfikacji pacjentow

z chorobg przerzutowa (model IMDC).

Niniejsza rozprawa doktorska koncentruje si¢ na analizie i ocenie ekspresji PD-L1 na
powierzchni komoérek nowotworowych oraz liczbie i rodzaju limfocytéw T naciekajacych
mikrosrodowisko ccRCC. Uzyskane wyniki skorelowano z danymi klinicznymi. Materiat
badawczy stanowity probki tkanek raka jasnokomoérkowego nerki pochodzace z guza

pierwotnego.

Nasze wyniki wykazaly znaczaco wyzszy naciek limfocytéw T CD4 niz limfocytow T
CD8 w mikrosrodowisku ccRCC we wszystkich badanych grupach, chociaz stosunek
CD4/CD8 dramatycznie spadat w pierwotnych przerzutowych ccRCC. Dodatkowo ekspresja
CD4 byta znaczaco wyzsza w probkach ccRCC w poréwnaniu ze zdrowa tkanka i dodatnio
koreluje z markerami wyczerpania komorek T CDS8, takimi jak TIGIT, LAG3 itp.. Badania IHC
nie wykazaly istotnie podwyzszonej ilosci PD-L1 na powierzchni komorek ccRCC. Co
ciekawe, lokalizacje¢ jadrowg PD-L1 zaobserwowano w grupie pacjentdw z przerzutowym
ccRCC.

Ocena stosunku CD4/CDS koreluje z prognoza u pacjentow z ccRCC 1 w przysziosci
mozna begdzie wykorzystaé to jako nowy marker prognostyczny. Dodatkowo, TIL CD4 moga
indukowa¢ wyczerpanie komoérek T CD8 w TME, chociaz doktadna funkcja efektorowych
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komérek T CD4 w ccRCC nie jest w petni poznana. Funkcja jadrowego PD-L1 w przerzutach

ccRCC wymaga dalszej oceny.
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Summary:

Immunotherapy is now widely used in the treatment of locally advanced and metastatic
renal cancer, however, not all patients respond well to this type of treatment. It is currently
believed that PD-L1 expression on the surface of neoplastic cells in not an appropriate tool to
predict response to treatment. Tumor infiltrating lymphocytes (TILs) must be present in tumor
microenvironment (TME) for effective anti-PD-L1 immunotherapy. TILs become exhausted
by TME and direct contact with cancer cells, which means that they cannot destroy cancer cells.
Therefore, the presence of PD-L1 on cancer tissue can be a marker for effectiveness of
immunotherapy, although it has not been confirmed that negative staining of tumor tissue for
the PD-L1 means that immunotherapy is ineffective. The current research focuses mainly on
the activity of the CD8 T cells, which mainly have a cytotoxic function. The prognostic models
used in patients with renal cell carcinoma, after radical treatment, do not take into account
information about types of TILs and changes in the immune system. Such information, on a
limited basis, is used in the prognostic classification of patients with metastatic disease (IMDC

Model).

The following doctoral dissertation focuses on the analysis the evaluation of the PD-L1
expression on the surface of neoplastic cells and the number and type of T lymphocytes
infiltrating the ccRCC environment. The obtained results were correlated with clinical and
pathological variables. The research material consisted of tissue samples with clear cell

carcinoma of the kidney from the primary tumor.

Our results showed significantly higher infiltration of CD4 T cells than CD8 T cells in
ccRCC samples in all studied groups, although the CD4/CDS ratio dramatically decreased in
primary metastatic ccRCC. Additionally, the expression of CD4 was significantly higher in
ccRCC samples compare to healthy control, and positively correlates with CD8 T cell
exhaustion markers like TIGIT, LAG3 and other immune-dependent genes (e.g. CD80, CD86,
etc.). IHC studies showed no significant overexpression of PD-L1 on the surface of ccRCC
cells. Interestingly, the nuclear localization of PD-L1 was observed in a group of patients with

metastatic ccRCC.

The evaluation of CD4/CDS ratio correlates with ccRCC prognosis, which can be used
in the future as new prognostic marker. Additionally, the CD4 TILs may induce the CD8 T cell
exhaustion in TME, although the exact function of effector CD4 T cells in ccRCC is not fully
understand. The function of nucelar PD-L1 in metastasis of ccRCC needs to be further

evaluated.
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I. Wstep
1.1. Rak nerKki

Rak nerkowokomoérkowy (RCC, ang. renal cell carcinoma) stanowi 2-3% wszystkich
nowotworow zlosliwych u ludzi, z czego wigkszo$¢ zachorowan wystepuje w krajach wysoko
rozwinig¢tych. Jest odpowiednio széstym u mezczyzn oraz dziesigtym u kobiet najczesciej
wystepujacym nowotworem zto§liwym w populacji europejskiej. RCC w przewadze wystgpuje
u mezezyzn, z najwieksza czestoscig wystepowania migdzy 60. a 70. rokiem zycia [1]. Rak
nerkowokomodrkowy jest najczestsza zmiang litag wystepujaca w nerkach i stanowi okoto 90%
nowotworow zlosliwych wywodzacych si¢ z nerek. RCC wstepuje w réznych podtypach, o
zrdéznicowanych cechach histopatologicznych 1 genetycznych [2]. Do czynnikéw
srodowiskowych, bezposrednio powigzanych ze zwiekszonym ryzykiem rozwoju choroby
zalicza si¢ palenie papierosow, otytos$¢, nadci$nienie t¢tnicze. Ostatnio takze cukrzyce wigze
si¢ z wickszym ryzykiem zachorowania [3]. Czynniki genetyczne takze odgrywaja istotng role:
posiadanie krewnego pierwszego stopnia, u ktérego rozpoznano raka nerkowokomorkowego,
wigze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem wystgpienia nowotworu nerki. Wydaje sie, ze
umiarkowane spozycie alkoholu ma dziatanie zapobiegawcze, lecz mechanizm ochronny nie
jest poznany. Najskuteczniejsza profilaktyka raka nerki jest zaprzestanie palenia oraz redukcja
masy ciata [2].

W 2016 roku WHO opublikowalo nowa klasyfikacje histopatologiczng podtypow raka
nerki, ktore zostaty sklasyfikowane na podstawie dominujacych cech cytoplazmatycznych,
cech architektury, anatomicznej lokalizacji guzéw, korelacji ze specyficznym podiozem

choroby nerek oraz zmian molekularnych (tabela 1) [2].
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Renal cell tumours

Tabela 1 Klasyfikacja guzow nerek wg WHO

Mesenchymal tumours occurring mainly in adults

Clear cell renal cell carcinoma 8310/3 Leiomyosarcoma 8890/3
Multilocular cystic renal neoplasm of low Angiosarcoma 9120/3
malignant potential 8316/1* Rhabdomyosarcoma 8900/3
Papillary renal cell carcinoma 8260/3 Osteosarcoma 9180/3
Hereditary leiomyomatosis and renal cell Synovial sarcoma 9040/3
carcinoma-associated renal cell carcinoma  8311/3* Ewing sarcoma 9364/3
Chromophobe renal cell carcinoma 8317/3 Angiomyolipoma 8860/0
Collecting duct carcinoma 8319/3 Epithelioid angiomyolipoma 8860/1*
Renal medullary carcinoma 8510/3* Leiomyoma 8890/0
MiT family translocation renal cell carcinomas 8311/3* Haemangioma 9120/0
Succinate dehydrogenase—deficient Lymphangioma 9170/0
renal carcinoma 8311/3 Haemangioblastoma 9161/1
Mucinous tubular and spindle cell carcinoma 8480/3* Juxtaglomerular cell tumour 8361/0
Tubulocystic renal cell carcinoma 8316/3* Renomedullary interstitial cell tumour 8966/0
Acquired cystic disease—-associated renal Schwannoma 9560/0
cell carcinoma 8316/3 Solitary fibrous tumour 8815/1
Clear cell papillary renal cell carcinoma 8323/1
Renal cell carcinoma, unclassified 8312/3 Mixed epithelial and stromal tumour family
Papillary adenoma 8260/0 Cystic nephroma 8959/0
Oncocytoma 8290/0 Mixed epithelial and stromal tumour 8959/0
Metanephric tumours Neuroendocrine tumours
Metanephric adenoma 8325/0 Well-differentiated neuroendocrine tumour 8240/3
Metanephric adenofibroma 9013/0 Large cell neuroendocrine carcinoma 8013/3
Metanephric stromal tumour 8935/1 Small cell neuroendocrine carcinoma 8041/3
Phaeochromocytoma 8700/0
Nephroblastic and cystic tumours occurring
mainly in children Miscellaneous tumours
Nephrogenic rests Renal haematopoietic neoplasms
Nephroblastoma 8960/3 Germ cell tumours
Cystic partially differentiated nephroblastoma 8959/1
Paediatric cystic nephroma 8959/0 Metastatic tumours

Mesenchymal tumours

Mesenchymal tumours occurring mainly in children

The morphology codes are from the International Classification of Diseases

for Oncology (ICD-O) {917A}. Behaviour is coded /0 for benign tumours;

Clear cell sarcoma 8964/3 /1 for unspecified, borderline, or uncertain behaviour; /2 for carcinoma in
Rhabdoid tumour 8963/3 situ and grade Il intraepithelial neoplasia; and /3 for malignant tumours.
Congenital mesoblastic nephroma 8960/1 The classification is modified from the previous WHO classification {756A},
Ossifying renal tumour of infancy 8967/0 taking into account changes in our understanding of these lesions.

*New code approved by the IARC/WHO Committee for ICD-O.

Rak nerkowokomorkowy powstaje z nabtonka nerkowych kanalikéw proksymalnych, ale
moze si¢ réwniez wywodzi¢ z bardziej dystalnych czg¢sci nefronu. Zmiany zlokalizowane sa
najczesciej w obrgbie warstwy korowej [2]. Trzy podtypy raka nerkowokomorkowego sa
najczestsze:

e Rak jasnokomorkowy (ccRCC, ang. clear-cell RCC)

e Rak brodawkowaty (pRCC, ang. papillary RCC)

e Rak chromofobowy (chRCC, ang. chromophobe RCC)
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1.2 Rak jasnokomorkowy

Rak jasnokomorkowy (ccRCC) jest najczestszym typem, odpowiadajacymi za 65%
przypadkéw raka nerkowomorkowego. Zwykle sg to guzy pojedyncze, dobrze odgraniczone,
bez torebki. Na przekroju maja kolor zotty, czesto z wylewami krwawymi oraz martwicg. W
niektorych przypadkach obecne jest naciekanie otaczajacego migzszu niewielkimi wypustkami
lub tworzenie drobnych ognisk satelitarnych co wskazuje na agresywny wzrost guza.
Histologicznie zbudowany jest z komorek o jasnej cytoplazmie. W zalezno$ci od ilosci
wewnatrzkomoérkowych lipidow 1 glikogenu komorki raka jasnokomorkowego moga mieé
charakter lity lub przypominajacy komorki zwakualizowane.

W wigkszo$ci przypadkow sa to nowotwory sporadyczne oraz rzadziej rodzinne. Czgsto
stwierdza si¢ utrat¢ krotkiego ramienia chromosomu — 3p i mutacj¢ genu von Hippel-Lindau
(VHL) na chromosomie 3p25. Utrata funkcji biatka von Hippel-Lidanu prowadzi do inicjacji
nowotworzenia, progresji choroby i wystepowania przerzutéw. Ponadto locus 3p zawiera
cztery geny supresorowe dla raka jasnokomoérkowego (UTX, JARIDIC, SETD2, PBRM1).
Ogolnie rak jasnokomérkowy ma gorsze rokowanie niz rak brodawkowaty czy chromofobowy,
aczkolwiek zalezy to réwniez od stopnia zaawansowania oraz histologicznego stopnia

ztosliwosci [4,5,6].

1.2.1 Stopien zaawansowania nowotworu

Stopien zaawansowania nowotworu jest okreslany wedlug klasyfikacji TNM (ang. The
Tumor Node Metastasis classification system). Uwzglednia ona wielko$¢ guza, naciek zylny,
naciek torebki nerkowej, naciek tluszczu okotonerkowego, zajecie nadnerczy, przerzuty do
weztow chtonnych oraz przerzuty odlegle. Ostatnia klasyfikacja zostata opublikowana w 2017

roku. (tabela 2) [4, 7].
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Tabela 2 Klasyfikacja nowotworéw nerki TNM 2017r.

T (tumor) - guz pierwotny nowotworu
Tx |nie mozna oceni¢ guza pierwotnego
TO |nie stwierdza si¢ guza pierwotnego
T1 |guz o $rednicy do 7 cm, ograniczony do migzszu nerki
Tla guz nie wigkszy niz 4 cm
T1b|guz wiekszy niz 4 cm 1 nie wigkszy niz 7 cm
T2 |guz o $rednicy powyzej 7 cm, lecz ograniczony do migzszu nerki
T2a |guz wiekszy niz 7 cm 1 nie wigkszy niz 10 cm
T2b |guz wiekszy niz 10 cm ograniczony do migzszu nerki

guz nacieka gtéwne naczynia zylne lub tkanke thuszczowa okotonerkowg lecz bez
przekraczania powiezi Geroty czy naciekania gruczotu nadnerczowego

guz wrasta w zyle nerkowa lub jej odgat¢zienia lub nacieka tkanke ttuszczowa
okotonerkowga bez przekraczania powig¢zi Geroty

T3b guz wrasta w zyte gtéwna dolng ponizej przepony
guz wrasta w zyle gldwna dolng powyzej przepony lub nacieka $ciang zyty glownej
dolnej

guz nacieka poza powi¢z Geroty (w tym naciekanie przez ciggto$¢ gruczotu
nadnerczowego)

N (lymph nodes) - stan regionalnych wezlow chlonnych
Nx nie mozna oceni¢ regionalnych weztéw chtonnych
NO brak przerzutéw do regionalnych weztow chtonnych
N1 lobecne przerzuty w regionalnych weztach chtonnych

M (metastases) - przerzuty odlegle
MO nie stwierdza si¢ obecnos$ci przerzutoéw odlegtych
M1 stwierdza si¢ przerzuty odlegte

Stopien zaawansowania raka nerki na podstawie klasyfikacji TNM
Stopien I ' T1 NO MO
Stopien II T2 NO MO

Stopien 111 T3 NO MO
T1,T2,T3 N1 MO
Stopie IV T4 kazdy N MO
kazdy T kazdy N M1

17



1.2.2 Diagnostyka histopatologiczna

Ocena histopatologiczna obejmuje, oprécz typu raka nerkowokomoérkowego, oceng
stopnia zaawansowania wedlug morfologii 1 wielkosci jadra komodrkowego, obecnosé
martwicy, cech migsakowatych, naciekania naczyn, naciekania ukladu kielichowo-
miedniczkowego oraz tluszczu okolonerkowego. Stopien zto§liwosci guza (ang. grade) jest
jednym z najwazniejszych czynnikow prognostycznych. Od wielu lat uzywana byta skala
zto§liwosci wedlug Fuhrman, ktdéra opierata si¢ na badaniu wielkos$ci i ksztalcie jadra oraz
obecnos$ci jaderka [8, 9]. Obecnie skala wg. Fuhrman zostala zastgpiona czterostopniowa
klasyfikacja WHO/ISUP, ktora zapewnia lepsze informacje prognostyczne. W guzach stopnia
1-3 oceniane s3 wylacznie jaderka, za§ w stopniu 4 wystepuje zawsze transformacja
migsakowata oraz rabdoidalna [10]. Guzy stopnia 1 maja jaderka, ktére sa niepozorne i
zasadochtonne przy powigkszeniu x 400; guzy stopnia 2 maja jaderka, ktore sa wyraznie
widoczne przy 400-krotnym powigkszeniu i sg eozynofilowe; guzy stopnia 3 majg wyraznie
widoczne jaderka przy powigkszeniu x 100; a guzy stopnia 4 maja skrajny pleomorfizm lub
morfologi¢ rabdoidalng i/lub sarkomatoidalng. Ten system klasyfikacji zostat zwalidowany dla
raka jasnokomorkowego nerkowokomoérkowego i raka brodawkowatego

nerkowokomoérkowego [11].

1.2.3 Diagnostyka kliniczna

Zdecydowana wigkszo$¢ rakow nerki rozwija si¢ bezobjawowo, az do zaawansowanego
stadium choroby. Wigkszo$¢ guzow wykrywanych jest przypadkowo podczas diagnostyki
niespecyficznych objawow oraz innych patologii w obrebie jamy brzusznej. Szacuje sig, iz jest
to okoto 60% przypadkdéw niezaleznie od stopnia zawansowania [12]. Historyczna triada
objawow Virchowa, obejmujaca krwiomocz, bol w okolicy ledzwiowej oraz wyczuwalny guz
podczas badania przedmiotowego, jest obecnie rzadko spotykana w praktyce klinicznej. Jej
obecnos$¢ swiadczy o agresywnym przebiegu lub znacznym zaawansowaniu choroby. U czesci
pacjentdw wystepuja objawy spowodowane chorobg przerzutowa, takie jak przewlekty kaszel

lub boéle kostne [13].

1.2.4 Diagnostyka obrazowa
Podstawowym badaniem stuzagcym do rozpoznania guza nerki jest tomografia
komputerowa (TK) z podaniem $roda kontrastujacego. Typowa cecha raka

nerkowokomodrkowego jest wzmocnienie kontrastowe o co najmniej 15 jednostek Hounsfielda
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(HU). Dzigki tomografii komputerowej mozliwa jest ocena potozenia, wielko$ci 1 naciekanie
guza, funkcja i morfologia kontrlateralnej nerki, zajecie naczyh zylnych, powigkszenie
lokalnych weztéw chlonnych, stan nadnerczy 1 innych narzadéw sasiednich [14].
Alternatywnym badaniem dla tomografii komputerowej jest rezonans magnetyczny (MRI).
Zalecany jest do wykonania u pacjentdw uczulonych na $rodki kontrastowe podawane podczas
tomografii komputerowe;j. Jest to rowniez badanie, ktore w czesci przypadkéw moze lepiej niz
TK obrazowac¢ zajecie naczyn zylnych, szczeg6lnie zasi¢g inwazji oraz charakter czopa w zyle
glownej dolnej. Nalezy pamigta¢, iz w badaniu MRI wykorzystywany jest dozylny $rodek
kontrastowy zawierajacy gadolin, ktory przeciwskazany jest u pacjentow ze znaczng
niewydolnos$cig nerek, ze wzgledu na ryzyko rozwoju nerkopochodnego wldknienia

uktadowego [15].

1.2.5 Biopsja nerki

Przezskorng biopsje nerki nalezy wykona¢ u pacjentéw, ktorzy sa kandydatami do
aktywnej obserwacji (AS, ang. Active surveillance) oraz u chorych z malymi guzami nerek,
aby uzyska¢ wynik histopatologiczny przed planowanym leczeniem ablacyjnym. Diagnostyke
biopsyjna wykonuje si¢ takze przed leczeniem systemowym u pacjentOw z procesem
uogdlnionym wtedy, gdy nefrektomia jest przeciwskazana. Zabieg wykonywany jest w
znieczuleniu miejscowym, pod kontrola USG lub tomografii komputerowej. Istnieje dwie
techniki wykonywania badania, biopsja rdzeniowa lub aspiracja cienkoiglowa (FNA, ang. fine
needle aspiration). Pierwsza z metod stosowana jest do guzéw litych, za$ druga do zmian o
charakterze torbielowatym. Niezaleznie od metody biopsji, nalezy ja wykonywaé technika
wspotosiowa (coaxial technique), umozliwiajacg wielokrotne pobranie materiatu przez jedna

kaniule, aby unikng¢ ryzyka rozsiewu guza w kanale biopsyjnym [16].

1.2.6 Diagnostyka genetyczna

Rak nerki moze by¢ zwigzany z mutacjami dziedzicznymi lub monogenowa zmiang linii
zarodkowej wystepujaca de novo. Dziedziczny rak nerki odpowiada za 5-8% wszystkich
przypadkéw raka nerki, aczkolwiek moze to by¢ liczba niedoszacowana. U okoto 38%
pacjentdw z choroba przerzutowa rozpoznaje si¢ mutacje w linii zarodkowej. Ocena genetyczna
wskazana jest u pacjentow, u ktorych rak nerki zostat rozpoznany ponizej 46r.z., w przypadkow
wystepowania guzéw obustronnych lub wieloogniskowych, z wywiadem raka nerki u

krewnego pierwszego lub drugiego stopnia oraz wtedy, gdy badanie histopatologiczne sugeruje
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obecno$¢ dziedzicznej formy raka jasnokomoérkowego. W tabeli 3 wymieniono najwazniejsze

zespoly genetyczne zwigzane z wystegpowaniem rakow nerki [17, 18].

Tabela 3 Najwazniejsze zespoly dziedziczne zwigzane z wystgpowaniem rakow nerki

Najwazniejsze zespoty dziedziczne zwigzane z wystegpowaniem rakow nerki

Zespot Gen Typ raka narki

Zesp6t von Hippla—Lindaua VHL Rak jasnokomoérkowy
Dziedziczny rak brodawkowaty nerki MET Rak brodawkowaty, typ 1
Zespot HLRCC (hereditary leiomyomatosis and FH Rak brodawkowaty, typ 2

renal cell cancer; dziedziczny zespot
mig¢$niakowato$ci 1 brodawkowatych rakéw nerki)

Zespot Birta—Hogg—Dubé FLCN Rak chromofobowy lub
onkocytoma
Stwardnienie guzowate TSC 1/2 | Wszystkie podtypy
Zespot Cowden PTEN Wszystkie podtypy
Zespot dziedzicznego guza chromochlonnego SDH Rak jasnokomoérkowy
B/C/D
Rak jasnokomoérkowy zwigzany z translokacjami Rak jasnokomoérkowy

chromosomu 3

2. Modele prognostyczne

Modele prognostyczne zostaly opracowane celem doktadniejszej oceny rokowania
pacjentéw z rozpoznanym rakiem nerki. Sg one doktadniejsze niz klasyfikacja TNM czy oceny
zto§liwosci  histopatologicznej w  przewidywaniu przezycia 1 wynikéw leczenia
onkologicznego. Ich zastosowanie jest zalecane w codziennej praktyce klinicznej, co zostalo
ujete w wytycznych Europejskiego Towarzystwa Urologicznego i Europejskiego Towarzystwa
Onkologii Klinicznej [19, 23]. W modelach rokowniczych zaleconych do powszechnego
stosowania u pacjentow z rakiem nerkowokomorkowym po leczeniu radykalnym w zaden
sposob nie uwzglednia si¢ mozliwych do pozyskania informacji o zmianach w uktadzie
immunologicznym pacjenta. Takie informacje, cho¢ w bardzo ograniczonym zakresie s3
stosowane w klasyfikacji rokowniczej pacjentow z choroba uogélniong. Modele rokownicze sa
rézne w zaleznosci od zaawansowania choroby w chwili rozpoznania. Dla choroby
ograniczonej pierwotnie do narzadu najczgsciej wykorzystywane sg modele UISS (University
of California Integrated Staging System) oraz SSIGN ((S-stage, stopien; S-size, rozmiar; G-
grade, stopien zlosliwos$ci; N-necrosis, martwica, model Leibovitcha). Model UISS dotyczacy
pacjentéw z rakiem nerkowokomorkowym zawiera klasyfikacje TNM, stopien sprawnos$ci w

skali Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) oraz stopief ztosliwosci — model dotyczy
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pacjentdw z chorobg ograniczong i chorych z przerzutami odlegtymi (u chorych z chorobg
uogodlniong nie jest zalecany do powszechnego stosowania, stad pomini¢to w tabeli), przy czym
pacjenci z zajetymi weztami chtonnymi oceniani byli w czesci modelu dotyczacym choroby
przerzutowej [20]. Ostatnia aktualizacja modelu to 2004 rok [21]. Drugi model, takze zalecany
do powszechnego uzytku to model SSIGN dla pacjentéw z rakiem jasnokomorkowym, czesto
nazywany jest takze modelem Leibovitcha [22]. W tabeli 4. przedstawiono oba omawiane

powyzej modele.
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Tabela 4 Modele rokownicze UISS oraz SSIGN dla pacjentow po leczeniu radykalnym

MODEL UISS
Grupa Grupa rokownicza
Cecha | ZloSliwos¢ w Stopien Pi¢cioletnie
T skali sprawnosci w przezycie wolne
Fuhrman skali ECOG | od progresji DFS
(%)
Guz Ryzyko 1 1-2 0 91.1
ograniczony do | niskie
nerki (NO, MO0) ...
Ryzyko 1 1-2 co najmniej 1 80.4
redni
posrednie ) 34 kazdy
2 kazdy kazdy
3 1 kazdy
3 24 kazdy
Ryzyko 3 24 co najmniej 1 54.7
i
WYSORIE gy kazdy kazdy
MODEL SSIGN
Cecha Punktacja
Cecha T (klasyfikacja z 2002 r.) pTla 0
pT1b 2
pT2 3
pT3a-pT3c 4
pT4 4
Cecha N (klasyfikacja z 2002 r.) pNx, pNO 0
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pN1, pN2 2
Rozmiar guza <10 cm 0
>10 cm 1
Stopien ztosliwosci 1-2 0
3 1
4 3
Martwica w utkaniu guza Nie 0
Tak 1
Punktacja Grupa Pi¢cioletnie przezycie wolne od przerzutow (%)
0-2 Ryzyko niskie 97.1
3-5 Ryzyko posrednie | 73.8
6 iwiecej | Ryzyko wysokie 31.2

W przypadku pacjentow z chorobg uogdlniong stosowany jest obecnie model IMDC
(International mRCC Database Consortium), zwany takze skala Henga [24], w ktorym
uwzgledniane sg nast¢pujace czynniki pogarszajace rokowanie:

- stan sprawnos$ci Karnofskiego (PS) <80%;

- poziom hemoglobiny ponizej dolnej granicy normy

- czas od diagnozy do leczenia <I rok;

- skorygowany poziom wapnia powyzej gornej granicy normy;

- liczba ptytek krwi powyzej gornej granicy normy

- neutrofile ponad gorng granica normy.

W tabeli 5. przedstawiono powyzszy model.
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Tabela S Model rokowniczy IMDC dla pacjentow z uogo6lnionym rakiem nerki

Mediana przezycia (miesiace)
Liczba obecnych czynnikow | Grupa rokownicza

Pierwsza linia | Druga linia

0 Korzystna 43.2 353
1-2 Posrednia 22.5 16.6
3-6 Niekorzystna 7.8 54

3. Zmiany molekularne w raku jasnokomorkowym (ccRCC)
Badania molekularne, prowadzone na catym $wiecie, trwaja od wielu lat. Umozliwilty

one zrozumienie molekularnego podloza powstawania i rozwoju ccRCC (rysunek 1).

Identyfikacja utraty — -
Opisanie utraty 9p jako czynnika Opisanie utraty 14q i
ramienia krétkiego prognostycznego identyfikacja HIF-la — -
chromosomu 3 Opisanie mutacji w
— genie BAPI
2010 Uzycie transkryptomiki jako
1993 czynnika predykcyjnego i do
‘ ‘ funkcjonalnej klasyfikacji
. nieprzerzutowych ccRCC
2009 2011
1986-87 / T
\ Opisanie mutacji w \\\\\
genie PBRMI N
\

Opisanie mutacji w
genie SETD2

Odkrycie mutacji

w genie VHL Opisanie heterogennosci

Wewnatrz nowotworu

Opisanie zmian Udowodnienie funkeji
genetycznych w ramach immuno-mikrosrodowiska
projektu TCGA W r0ZWoju guza

Rys.1. Najwazniejsze odkrycia naukowe, ktoére mialy znaczenie w poznaniu przyczyny
powstawania i rozwoju jasnokomorkowego raka nerki (zrédto: ,,Rak nerki nowe spojrzenie” ,

wyd.2022/1(15)).
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Badania naukowe nad immunologia powstawania raka nerkowokomoérkowego
pozwolily na udzielenie odpowiedzi na istotne klinicznie pytanie: jakie zmiany molekularne sg
wymagane, aby zdrowe komorki przeszly transformacje do komorek nowotworowych, a potem

dalej do komoérek nowotworowych o potencjale metastatycznym (rysunek 2).

Zdarzenia molekularne niezbg¢dne do powstania i rozwoju jasnokomorkowego raka nerki

!

Zwigkszenie zto$liwos¢é nowotworu

Inicjacja procesu nowotworzenia Napedzanie ewolucji nowotworu

=
» Utrata3p * Mutacje w genach SETD2, BAP1 i Aktywacja szlaku PI3K %
» Uzyskanie dodatkowego 5q PBRM1 Utrata 9p, 14q g
* Mutacja w genie VHL * Defekty w naprawie DNA » Uzyskanie dodatkowego 8q <
* Metylacja genu VHL » Defekty w podziatach mitotycznych | Inne zdarzenia

Rys. 2. Zmiany molekularne odpowiedzialne za powstawanie i rozwoj jasnokomorkowego raka

nerki (zrodto: ,,Rak nerki nowe spojrzenie”, wyd.2022/1(15)).

W poczatkowym etapie rozwoju ccRCC, zachodza dwa wczesne zdarzenia: utrata krotkiego
ramienia chromosomu 3 i mutacja lub delecja w genie VHL. Utrata krotkiego ramienia
chromosom powodujac dezaktywacje VHL. Utrata krotkiego ramienia chromosomu 3 jest
obecna w wigkszosci przypadkow ccRCC. Na chromosomie tym obecne sg migdzy innymi
takie geny jak: BAP1, PBRM1, SETD?2, ktore sg czgsto zmutowane w ccRCC. Utrata krotkiego
ramienia chromosomu 3 jest jednym z pierwszych zdarzen, ktére prowadza do powstania raka
jasnokomodrkowego, a dochodzi do tego w okresie dojrzewania. Mutacja lub utrata w genie

VHL jest jednym z obowigzkowych zdarzen prowadzacych do rozwoju ccRCC [25,26].

3.1 VHL

W rodzinach obcigzonych choroba von Hippel-Lindau germinalna utrata VHL jest
dziedziczona autosomalnie dominujagco. U chorych z mutacja czesto wystepuja
wieloogniskowe, obustronne raki jasnokomodrkowe. Somatyczna utrata VHL obecna jest u
wigkszos$ci pacjentow ze sporadycznym ccRCC. Gen VHL koduje biatko VHL, ktore jest E3
ligaza ubikwityny. Substratami procesu ubikwitynacji sg biatka HIFla i HIF2a. Miejscem
wigzania dla HIF jest domena 3 biata VHL. W warunkach normoksji dochodzi do degradacji
biatka HIF1a 1 HIF2a. Biatka HIF sa gtownymi czynnikami transkrypcyjnymi w komoérce w
warunkach hipoksji, odpowiadaja za transkrypcje gendéw kodujacych czynniki wzrostu —
VEGF, PDGF, TGF-a. Mutacja w genie VHL i dysfunkcja biatka prowadzi do rozregulowania

tych mechanizméw. Biatka HIF sa aktywne niezaleznie od st¢zenia parcjalnego tlenu w
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komorcee, a co za tym idzie, nadprodukcji czynnikéw wzrostu. Przypuszcza sie, iz jest to glowny
mechanizm nieprawidlowej angiogenezy w bogato unaczynionych guzach nerek w zespole von

Hippla-Lindau [27] (rysunek 3).

normoksja

hipoksja mutacje w VHL
ubikwityna m m
degradacja HIF-1a ekspresja genow ckspresja genow
R T indukowanych hipoksja indukowanych hipoksja

Rys.3. Funkcja biatka VHL w warunkach normoks;ji i hipoksji oraz w przypadku mutacji w
genie VHL (zrodto: ,,Rak nerki nowe spojrzenie” , wyd.2022/1(15)).

3.2 PBRM1

Mutacja genu PBRMI1 obecna jest w znaczacej ilosci przypadkow ccRCC. Gen ten
koduje biatko BAF180, ktore jest sktadowa kompleksu remodelujacego chromatyne typu
SWI/SNF — PBAF. Brak PBRMI1, a co za tym idzie, aktywno$ci PBAF, zaburza wysoce
zorganizowang struktur¢ chromatyny i zakldca transkrypcje wielu genéw. Prowadzi to do
rozregulowania procesow komorkowych. Mutacja w genie PBRM1 wystepuje z czestoscig ok.
30-40% w raku jasnokomoérkowym nerki. Jednak najbardziej agresywne odmiany ccRCC, z
komponenta migsaka, zwykle nie posiadaja tych mutacji. Czg$ciowe obnizenie ekspresji genu
PBRMI1 powoduje zwigkszong proliferacj¢ komorek. Podobnie jak VHL, gen PBRM1 odgrywa

istotng rol¢ w stabilnosci genomowej [28].
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3.3 BAP1

Gen BAP1 jest rowniez zaangazowany w przebudowe struktury chromatyny.
Zlokalizowany jest na ramieniu krotkim chromosomu 3 i jest inaktywowany w ccRCC. Gen
BAPI1 zmutowany jest w okoto 10-20% przypadkéw ccRCC. Odpowiada za kodowanie biatka
zawierajacego kilka funkcjonalnych domen, m.in. odpowiedzialng za oddzialywanie z BRCAL.
Utrata genu BAP1 powigzana jest silnie ze ztym rokowaniem, nawet u chorych z guzami o
niskim zaawansowaniu klinicznym. U pacjentdw, u ktérych zastosowane leczenie celowane,

obecno$¢ mutacji BAP1 zwigzane jest z gorszymi wynikami leczenia [29].

3.4 SETD2

Gen SETD2 odpowiada za produkt biatkowy, ktdry zaangazowany jest w przebudowe
chromatyny. Uwazany jest za supresor procesu nowotworzenia w ccRCC. SETD?2 jest istotne
w naprawie DNA oraz metylacji mikrotubul. Komorki z niedoborem SETD2 wykazuja defekty
w cytokinezie i tworzeniu wrzeciona mitotycznego oraz wzrost tworzenia mostkow

chromosowych. [30]

3.5. Defekt w naprawie DNA

Oproécz wymienionych mutacji, w raku jasnokomorkowym wystepuja mutacje liczby
par zasad, a zmiany w liczbie kopii chromosoméw ulegaja zwigkszeniu wraz z
zaawansowaniem raka. Wewnatrz komorki istnieje kilka §ciezek naprawy okreslonych
rodzajow uszkodzen DNA. Jednym z nich jest tzw. naprawa zle dopasowanych par zasad MMR
(ang. mismatch repair). Gléwnym mechanizmem prowadzacym do uszkodzenia systemu

naprawy MMR w c¢cRCC jest utrata lub nieprawidowe funkcjonowanie genu MHL1 [31].

4. Immunobiologia raka nerki

Rak jasnokomorkowy nerki jest nowotworem wysoko immunogennym, co pozwala na
wykorzystywanie modyfikacji funkcji ukladu odpornosciowego w leczeniu pacjentow z
chorobg zaawansowang a ostatnio takze w leczeniu uzupetniajagcym po leczeniu radykalnym.
W ccRCC wystepuja komorki odpornosciowe naciekajace nowotwor, takie jak limfocyty T
cytotoksyczne, komorki dendrytyczne oraz limfocyty T pomocnicze, ktére wydzielaja
interleukiny (IL-1 i IL-2) 1 dzialaja jako komorki prezentujace antygen. Odkrycie

mechanizmoéw molekularnych zachodzacych w uktadzie odporno$ciowym pacjenta z guzem
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nerki pozwolito na skuteczne terapie raka jasnkomérkowego. Nowe schematy immunoterapii,
polegajace na aktywacji lub utrzymaniu zywotnosci limfocytéw T, pobudzaniu komorek
dendrytycznych antygenami nowotworowymi lub blokowaniu indukowanej przez nowotwor
immunosupresji sg obecnie powszechnie stosowane w raku przerzutowym. Efektywno$¢
immunoterapii potwierdzona w badaniach klinicznych potwierdza istotna rol¢ gospodarki
immunologicznej gospodarza dla przebiegu RCC. Czynniki obnizajace ekspresj¢ efektorowych
limfocytow T sa szczegodlnie wazne w raku jasnokomorkowym. Mowa tu o antygenie-4
cytotoksycznych limfocytéw T (CTLA-4) i czasteczce programowanej $mierci 1 (PD-1);
glikoproteinowe receptory wystepujace na limfocytach T, sa kluczowe dla procesu regulacji
odpowiedzi immunologicznej. W normalnych warunkach receptory te uczestnicza w
zachowaniu rownowagi uktadu odpornosciowego, zapobiegajac rozwojowi chorob
autoimmunologicznych. Zwigkszona aktywacja tych receptorow prowadzi do obniZzenia
poziomu limfocytéw T efektorowych i tolerancji immunologicznej. Dzieje si¢ tak, na przyktad,
przez zwigkszong ekspresj¢ ligandu zaprogramowanej $mierci 1 (PD-L1) przez guz [32, 33,
34]. Udowodniono, iz zwigkszona ekspresja ligandu PD-L1 wigze si¢ z gorsza prognoza
dhlugoterminowg u pacjentow z rakiem nerkowokomoérkowym typem jasnokomoérkowym [35].
Dzigki tym badaniom, u pacjentdow z przerzutowym ccRCC, wprowadzono do leczenia

humanizowane przeciwciata monoklonalne, ktore blokuja PD-1, PD-L1 i CTLA-4 [36].

5. Leczenie

5.1 Postgpowanie w przypadku zlokalizowanego RCC

5.1.1 Aktywny nadzor oraz baczna obserwacja

U pacjentow z guzem <4cm, ktorzy sa w podesztym wieku lub majg liczne choroby
wspolistniejace, ryzyko zgonu z powodu RCC jest niskie w pordwnaniu z ryzykiem zgonu z
powodu innych przyczyn. U takich chorych mozliwe jest zastosowanie aktywnego nadzoru
(AS), ktore polega na monitorowaniu choroby przy uzyciu badan obrazowych (USG, TK,
MRI). Leczenie onkologiczne wdrazane jest w przypadku ewidentnej progresji choroby
nowotworowej. Wzrost rozmiardw guzéw nerek zazwyczaj jest powolny i tylko w
sporadycznych przypadkach dochodzi do uogdlnienia procesu nowotworowego. W bacznej
obserwacji z kolei (WW) choroby wspotistniejace pacjenta stanowig przeciwwskazanie do
leczenia onkologicznego, a leczenia wdraza si¢ jedynie w przypadku dolegliwos$ci. Stad

diagnostyka obrazowa wykonywana jest wytacznie w przypadku wskazan klinicznych [37, 38].
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5.1.2. Ablacja guza

Metody ablacyjne matych guzow nerek stanowig alternatywe dla czgsciowej
nefrektomii/tumorektomii u pacjentdéw obcigzonych lub w podesztym wieku. Przed leczeniem
konieczne jest wykonanie biopsji guza nerki. W chwili obecnej wykonywane sg krioablacja

(CA) oraz ablacja pradem o czgstotliwosci radiowej (RFA).

5.1.2.1 Krioablacja (CA)

Krioablacje mozna wykona¢ technika laparoskopowa lub przezskorng. Zalecana jest
przy rozmiarach guza do 4cm. Skuteczno$¢ terapii szacowana jest na 95%. Wznowa choroby
jest czesto leczona przy pomocy powtornej krioablacji, jednak skutecznos$¢ wynosi wowczas

ok 45% [39].

5.1.2.2 Ablacja pradem o czg¢stotliwosci radiowej (RFA)
Ablacja pradem o czgstotliwos$ci radiowej moze by¢ réwniez wykonywana przezskornie
lub laparoskopowo. Wskazane jest w guzach do 3cm. Skuteczno$¢ jest podobna do metody

krioablacyjnej, i wynosi 94% [40].

5.1.3 Leczenie operacyjne

W przypadku raka jasnokomoérkowego nerki, w stadium ograniczonym do narzadu,
leczeniem z wyboru jest czgsciowe usunigcie nerki z zachowaniem zdrowego migzszu (NSS)
lub nefrektomia radykalna (RN). Zakres operacji uzalezniony jest od wlasciwosci guza, czyli
wielkosci, umiejscowienia oraz zaawansowania zmiany. Glownym celem leczenia
chirurgicznego jest catkowite wycigcie nowotworu przy zachowanej czynnosci nerek. W
zwigzku z tym, preferowanym sposobem leczenia matych guzow nerek jest operacja

nerkooszczedzajaca (NSS) [41].

5.1.3.1 T1 RCC

Cze$ciowa nefrektomia oraz tumorektomia jest metoda z wyboru leczenia matych
guzow, ograniczonych do narzadu (skala T1 w klasyfikacji TNM). Takie podejscie chirurgiczne
pozwala na zachowanie lepszej funkcji nerek po operacji, a co za tym idzie, zmniejsza réwniez
ryzyko incydentow sercowo-naczyniowych. W badaniach retrospektywnych udowodniono

réwniez wigkszy czas przezycia dla pacjentow po operacja nerkooszczedzajacych w stosunku
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do leczenia radykalnego. Rdéznice sg wigksze u miodych i stosunkowo zdrowych pacjentow.

Ryzyko powiktan po leczeniu cz¢§ciowym jest nieznacznie wigksze niz po RN [41].

5.1.3.2 T2 RCC

Istniejg ograniczone dane pordwnujace leczenie nerkooszczedzajace z radykalng
nefrektomig u pacjentow z duzymi zmianami guzowatymi ograniczonym do nerki (skala T2 w
klasyfikacji TNM). W grupach pacjentéw poddanych NSS zaobserwowano nizsza $miertelno$¢
specyficzng dla raka oraz zwigzang z nawrotem guza. Ryzyko powiklan oraz utrata krwi sa
mniejsze u chorych po RN. Przed leczeniem operacyjnym stopien ryzyka oraz potencjalne
korzy$ci powinny by¢ omowione z pacjentem. Leczenie nerkooszczedzajace powinno by¢
zwlaszcza rozwazane u chorych z jedng nerka, z guzami obu nerek oraz z przewlekla

niewydolnoscig nerek [42].

5.1.3.3 T3 RCC
W badaniach naukowych nie udowodniono korzysci ptynacych z wykonania operacji z
zaoszczedzeniem zdrowego migzszu nerki (NSS). Jedynym aspektem mogacym mie¢ wpltyw

na zaniechania wykonania RN sg korzys$ci funkcjonalne nerki [43].

5.1.3.4 Limfadenektomia

Wskazania do limfadenektomii podczas radykalnej nefrektomii (RN) lub czgsciowego
wyciecia nerki (PN) wciagz pozostaje tematem dyskusji. Wedlug badan klinicznych rozpoznanie
podejrzanych wezidw chtonnych opiera si¢ na badaniu tomografii komputerowej lub rezonansu
magnetycznego oraz wyczuwalnych powigkszonych we¢zlow chlonnych podczas operacji.
Okazuje si¢, ze mniej niz 20% weztéw chlonnych podejrzanych o przerzut (cN+) okazuje si¢
by¢ dodatnimi weztami chtonnymi w badaniu histopatologicznym (pN+). Zaréwno badanie
tomografig komputerowg oraz rezonansem magnetycznym nie dajg szansy na pewne wykrycie
zajetych weztow chionnych, ktére w obrazowaniu radiologicznym moga by¢ prawidlowego
ksztattu oraz wielkos$ci [44, 45]. Brak jest dowodow naukowych na to, aby limfadenektomia u
chorych z choroba wysokiego ryzyka, a niezajetymi klinicznie weztami chtonnymi (cNO),
wigzala si¢ ze zmniejszeniem ryzyka wystapienia przerzutow odleglych oraz $miertelnoscia
swoistg dla raka i calkowita [46]. W przypadku choroby pN+ pacjenci odnosza korzysci z
limfadenektomii w odniesieniu do przezycia swoistego dla choroby. W takim przypadku nalezy

wykona¢ rozszerzong limfadenektomie, ktora obejmuje co najmniej 15 weztow [47].
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5.1.3.5. Adrenalektomia

Czynnikiem predykcyjnym zaj¢cia nadnercza jest rozmiar guza, ale nie jego lokalizacja
w gérnym biegunie nerki. Adrenalektomia nie ma wptywu na rokowanie pacjenta w odniesieniu
do przezycia catkowitego. Wskazaniem do adrenelektomii jest kliniczne podejrzenie nacieku

guza nerki na nadnercze [48].

5.2 Postgpowanie w przypadku miejscowo zaawansowanego RCC
5.2.1 Rola limfadenektomii w miejscowo zaawansowanym RCC

5.2.1.1 Leczenie klinicznie negatywnych weztow chlonnych (cN-)

W przypadku raka nerki z klinicznie ujemnymi weztami chtonnymi ryzyko ich zajecia
wynosi migdzy 0% a 25%. Gléwnym czynnikiem ryzyka jest wielko$¢ guza oraz obecnos¢
przerzutow odlegtych. W przypadku ujemnych we¢zldow w badaniach obrazowych (cN-)
jedynym wskazaniem do limfadenektomii jest powigkszony lub badalny wezet chlonny
podczas operacji. Glowna korzyscia z limfadenektomii jest wilasciwa ocena stopnia

zaawansowania choroby oraz prognoza przezycia [49].

5.2.1.2 Leczenie klinicznie pozytywnych we¢ztéw chtonnych (cN+)

W przypadku klinicznie dodatnich weztow chtonnych (¢cN+), szansa na potwierdzenie
przerzutu do weztow chtonnych wynosi do 55%. Podejrzane wezly wykryte §rddoperacyjnie sg

wskazaniem do limfadenektomii [49].

5.2.2 Leczenie RCC z czopem nowotworowym

Czop nowotworowy w przebiegu RCC, wrastajacy do ukladu zylnego jest
niekorzystnym czynnikiem prognostycznym. Sam zasi¢g czopa w zyle nerkowej, glownej
dolnej czy w jamach serca nie jest wymierny do obecno$ci przerzutéw odlegtych.
Postepowaniem z wyboru, u pacjentow z RCC z obecno$cia czopa nowotworowego,
niezaleznie od zasiggu, jest leczenie operacyjne. Nie zaleca si¢ embolizacji tetnic nerkowych

przed leczeniem radykalnym [50, 51].
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5.2.3 Systemowe leczenie uzupetniajace

5.2.3.1 Leczenie neoadjuwantowe

Leczenie przedoperacyjne systemowe, podobnie jak radioterapia przedoperacyjna w
obecnym stanie wiedzy moga by¢ prowadzone wylacznie w ramach badan klinicznych Brak
jest doniesien naukowych wskazujacych na zasadnos¢ wdrozenia leczenia neoadjuwantowego

do powszechnej praktyki.

5.2.3.2 Radioterapia adjuwantowa

Radioterapia adjuwantowa nie zwigksza przezywalnosci [52].

5.2.3.3 Systemowe leczenie adjuwantowe
Liczne badania III fazy ocenialy zasadno$¢ wdrozenia systemowego leczenie
uzupetniajacego po radykalnym leczeniu chirurgicznym. Najwazniejszym z nich byto badanie
Keynote-564, na podstawie ktérego opracowano wytyczne EAU do wlaczenia leczeniem
uzupehiajagcego pemborlizumabem. Punktem koncowym badania Keynote-564 byl dluzszy
czas wolny od choroby w poréwnaniu do placebo oraz zmniejszone ryzyko nawrotu choroby i
$mierci o 32%. W wyniku przedstawionych danych pembrolizumab stosowany uzupetniajgco
po radykalnej nefrektomii, najlepiej w ciggu 12-16 tygodni od operacji, nalezy wdrozy¢ do
leczenia u pacjentow z wysokim ryzykiem nawrotu okreslonym w badaniu Keynote-564 [53]:
e Srednio-wysokie ryzyko:
o pT2, stopien ztosliwosci guza 4 lub cechy migsakowate, NO, MO
o pT3, kazdy stopien zto§liwosci guza, NO, MO
e Wysokie ryzyko
o pT4, kazdy stopien zto§liwosci guza, NO, MO
o kazde pT, kazdy stopien zto§liwosci guza, N+, MO
e M1 z brakiem objawdw choroby (NED — ang. no evidence of disease)

o NED po resekcji ognisk skapoprzerzutowych < 1 rok od nefrektomii
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5.3 Postepowanie w przypadku zaawansowanego i przerzutowego RCC

5.3.1 Cytoredukcyjna nefrektomia

Resekcja guza nerki jest wytacznie skuteczna w sytuacji, gdy mozliwe jest usunigcie
zmiany pierwotnej wraz z ogniskami przerzutowymi oraz pacjent nie wymaga w pierwszej
kolejnosci leczenia systemowego. W takich przypadkach leczenie chirurgiczne powinno by¢
wdrozone bezzwlocznie.

U wigkszo$ci pacjentow z choroba przerzutowa nefrektomia cytoredukcyjna
wykonywana jest ze wskazan paliatywnych i wymagane jest nastgpcze leczenie systemowe.
Wytyczne EAU, wzgledem cytoredukcyjnej nefrektomii oparte sa3 w gldéwnej mierze na dwoch
badaniach, SURTIME oraz CARMENA. Wnioskiem koncowym badan jest zalecenie, aby
pacjenci z mRCC, z grup $redniego i ztego ryzyka IMDC, byli bezzwtocznie poddani leczeniu
systemowemu, w schemacie opartym na immunoterapii. Dopiero po uzyskaniu odpowiedzi
klinicznej mozna rozwazy¢ wykonanie cytoredukcyjnej nefrektomii. W praktyce klinicznej
oznacza to, iz CN jest korzystng opcja u chorych w dobrym stanie klinicznym, z objawami
zwigzanymi z guzem nerki oraz chorobg oligometastatyczng. Leczenie chirurgiczne ma
korzystny wplywa na uktad odpornosciowy oraz niesie szanse na remisj¢ choroby i ustgpienie

objawow zwigzanych z przerzutami [54, 55, 56].

5.3.2 Leczenie miejscowe ognisk przerzutowych

Coraz czgéciej stosowane jest leczenie chirurgiczne lub radioterapia ognisk
przerzutowych w leczeniu z mRCC w stadium oligometastatycznym. Podlozem takiego
leczenia jest redukcja tacznej masy choroby, co ma przetozenie na poprawe¢ rokowania chorych.
Wdrozenie takiego leczenia moze opdzni¢ koniecznos¢ zastosowania leczenia systemowego, a
w czgscl przypadkdw uzyskanie trwatych remisji choroby. Najwazniejszym czynnikiem
rokowniczym jest radykalno$¢ resekcji przerzutow. Najkorzystniejsze rokowania maja pacjenci

z izolowanymi przerzutami do phuc [57].
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5.3.3. Leczenie systemowe

5.3.3.1 Chemioterapia
Chemioterapia w raku nerki okazata si¢ nieskuteczna. Wdrazana jest do leczenia jedynie
u okreslonej grupy chorych, tj. u pacjentow z rakiem z kanalikow zbiorczych i w raku

rdzeniastym.

5.3.3.2 Terapie celowane

5.3.3.2.1 Inhibitory kinaz tyrozynowych

W przypadku chorych na przerzutowego raka nerkowokomorkowego istnieje wiele
mozliwosci terapeutycznych o udowodnionej skutecznos$ci. Inhibitory kinazy tyrozynowej
(TKIs) to leki blokujace aktywno$¢ enzymoéw uczestniczacych w szlakach sygnalizacji
komorkowej. Szlaki te sa istotne dla wzrostu, réznicowania i przezycia komorek. W komoérkach
nowotworowych kinazy tyrozynowe moga by¢ nadaktywne, co prowadzi do
niekontrolowanego wzrostu 1 proliferacji komodrek. TKIs uniemozliwiaja fosforylacje
docelowego substratu, poprzez wigzanie si¢ z miejscem wigzania ATP na enzymie kinazy
tyrozynowej. Zaktoca to szlak sygnalowy. Inhibiotry kinaz tyrozynowych moga by¢
selektywne wzgledem okreslonej kinazy tyrozynowej lub dziata¢ na wiele kinaz tyrozynowych.
Selektywne TKI maja mniejsza toksyczno$¢ oraz mniej efektow niepozadanych, ale moge by¢
mniej skuteczne, w sytuacji, gdy wystepuja oboczne szlaki aktywacyjne. W leczeniu RCC
zostalo zatwierdzonych kilka TKIs, w tym sunitynib, pazopanib, aksytynib, kabozantynib,
lenwatynib, sorafenib, tivozanib. TKI wykorzystywane w leczeniu RCC celujg w wiele kinaz
tyrozynowych zaangazowanych we wzrost 1 przezycie komodrek nowotworowych, w tym
czynnika wzrostu §rodbtonka naczyniowego (VEGFR), receptora ptytkopochodnego czynnika
wzrosty (PDGFR), receptora czynnika wzrostu fibroblastow (FGFR) czy kinazg tyrozynowa
receptora c-Met (inhibitory kinaz r6znig si¢ jednak szeroko$cig dziatania na kinazy oraz silg ich
hamowania). Leczenie mRCC z wykorzystaniem TKI niesie ze soba wiele korzySci
klinicznych, w tym poprawe przezycia wolnego od progresji i przezycia catkowitego. Maja
stosunkowo tatwy do kontroli profil toksycznosci oraz mozna podawac je doustnie. Niestety z
czasem moze rozwijac si¢ oporno$¢ na terapi¢ TKI. Najczestszymi dziataniami niepozadanymi
sa astenia, nudnosci, biegunka, brak apetytu, zapalenie jamy ustnej i objawy dermatologiczne
w tym zespot skorny reka-stopa (HFSR, hand-foot skin reaction). Ponadto moze wystgpowac

nadci$nienie tetnicze, niedoczynno$¢ tarczycy oraz mielosupresja [58, 59, 60, 61].
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5.3.3.2.2 Przeciwciato monoklonalne VEGF

Bewacyzumab jest przeciwciatem monoklonalnym dziatajacym przeciwko czynnikowi
wzrostu $robtonka naczyniowego (VEGF), bialka odpowiedzialnego za neoangiogeneze.
Najczestszymi dzialaniami niepozadanymi jest nadcis$nienie tetnicze, biatkomocz, zmegczenie,
utrata masy ciata oraz zaburzenia czynno$ci nerek. Badania udowodnity, iz potaczeniu
bewacyzumabu z INF-alfa poprawia przezycie wolne od progresji choroby i przezycie
catkowite u pacjentow z mRCC. Niemniej jednak, bewacyzumab, sam lub w leczeniu
skojarzonym, nie jest powszechnie stosowany w zaawansowym raku nerki z uwagi na dostepne

lepsze alternatywy [62, 63].

5.3.3.2.3 Inhibitory kinazy mTOR

Inhibitory mTOR to grupa lekow, ktora dziata na szlak sygnalowy ssaczego celu
rapamycy (mTOR). Kinaza mTOR to kinaza biatkowo treoninowo-serynowa. Szlak sygnalowy
mTOR bierze udziat we wzroscie, proliferacji i ruchu komorek oraz w procesie translacji i
transkrypcji. W leczeniu RCC zarejestrowane sg temsyrolimus oraz ewerolimus. Obecnie
inhibitory mTOR nie sg wykorzystywane jako leki pierwszego rzutu. Mogg stanowi¢ opcje
terapeutyczng u pacjentow nietolerujacych innych grup lekow lub po wczesniejszej

nieskutecznej terapii IO 1 TKI [64, 65, 66].

5.3.3.3 Immunoterapia

5.3.3.3.1 Inhibitory immunologicznych punktéw kontrolnych

Sposdb postgpowania w zaawansowanym raku nerki zmienit si¢ wraz z wprowadzeniem
do leczenia immunoterapii. Wiadomo, ze RCC jest guzem wysoce immunogennym. Moze
aktywowa¢ uktad odpornosciowy oraz wywotywaé odpowiedz immunologiczng. Odpowiedz
immunologiczna jest czg¢sto nieskuteczna, co pozwala na wzrost guza oraz jego
rozprzestrzenianie si¢. Kluczowa role w immunogenno$ci i immunoedycji ogrywa
mikrosrodowisko guza (TME - tumor microenvironment). TME w raku nerkowokomorkowym
powoduje wzrost populacji limfocytow naciekajacych guz (TILs). TILs obejmuje rézne typy
komorek odpornosciowych, takie jak limfocyty T, limfocyty B, komorki NK oraz makrofagi.
Wykazano, iz limfocyty T CD8+ sg szczeg6lnie wazne w niszczeniu komorek nowotworowych
RCC. I o ile masywny naciek limfocytow T CD8+ w guzach litych zwykle wigze si¢ z poprawa

przezycia, w ccRCC wigze si¢ z gorszym rokowaniem. To gorsze rokowanie prawdopodobnie
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jest wynikiem wyczerpania limfocytéw T, o czym §wiadczy elewacja biomarkeréw hamowania
odpowiedzi immunologicznej 1 nacieki komodrek immunosupresyjnych [67, 68]. Taki
mechanizm mozna wytlumaczy¢ immunoedycja.

Immunoedycja to proces, w ktorym uklad odpornos$ciowy moze rozpoznawaé i
eliminowa¢ komorki rakowe lub przedrakowe. Mozemy wyrdzni¢ trzy etapy: eliminacje,
rownowage 1 ucieczke. W etapie eliminacji uktad odporno$ciowy rozpoznaje i eliminuje
komorki rakowe. W tym etapie biorg udziat komoérki NK, limfocyty T i makrofagi. Niestety
cz¢$¢ komorek nowotworowych moze uciec z tego etapu i przej$¢ w stan rownowagi. Na typ
etapie komorki nowotworowe utrzymywane sg w uspieniu przez uktad odporno$ciowy, ale nie
sa catkowicie eliminowane. W ostatnim etapie, ucieczki, komorki nowotworowe wytwarzaja
mechanizmy unikania uktadu odporno$ciowego, na przyklad przez obnizanie ekspresji
antygenow lub interakcje z komérkami NK [69].

Zrozumienie procesu immunoedycji doprowadzito do opracowania immunoterapii, ktdéra

obecnie jest podstawg leczenia zaawansowego raka nerkowokomoérkowego.

5.3.3.3.1.1 Uktad CD28/CTLA-4

CTLA-4 jest receptorem inhibitorowym ulegajacy ekspresji wytacznie na limfocytach
T, zaré6wno na limfocytach pomocniczych T CD4+, jak i cytotoksycznych limfocytach T CD8+.
Gtéwnie jednak ulega ekspresji na limfocytach pomocniczych CD4+. Jednakze, u pacjentéw
leczonych przeciwciatami anty-CTLA-4 dochodzi do zwigkszenia nacieku przez limfocyty
CD8+ na komodrki nowotworowe. Najprawdopodobniej jest to posredni efekt aktywacji
limfocytéw CD4+.

CTLA-4 ogrywa kluczowa rolg w regulacji odpowiedzi immunologicznej poprzez
modulacje aktywacji i proliferacji limfocytow T. Kiedy limfocyty T sa aktywowane, dochodzi
do ekspresji receptora CTLA-4 na powierzchni komoérki. CTLA-4 wigze si¢ wowczas z
biatkami CD80 1 CD86. Biatka obecne sa na komdrkach prezentujacych antygen (APCs), takich
jak komorki dendrytyczne, makrofagi i limfocyty B. Polaczenie CTLA-4 z biatkami na APC
powoduje wystanie sygnatu do limfocytow T, aby zahamowa¢ ich aktywacje i proliferacjg.
Zapobiega to nadmiernej odpowiedzi immunologicznych, co mogloby prowadzi¢ do rozwoju
choréb autoimmunologicznych [70, 71, 72].

W procesie nowotworowym, zaangazowanie CTLA-4/CD28 powoduje zmniejszong
aktywno$¢ limfocytow T pomocniczych oraz wzmacnia immunosupresyjne dziatanie

limfocytow T regulatorowych (Treg) [72].
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Terapia anty-CTLA-4 aktywuje ekspresj¢ markerow stymulujacych na limfocytach T.
Efektem ubocznym takiego leczenia jest efekt prozapalny. W raku nerki wykorzystywane jest

ludzkie przeciwciato monoklonalne IgG1 anty-CTLA-4 ipilimumab [73].

5.3.3.3.1.2 Szlak PD-1/PD-L1

Szlak PD-1/PD-L1 kontroluj¢ indukcje i1 utrzymanie tolerancji immunologicznej w
mikrosrodowisku guza. Aktywnos¢ PD-1 i jego ligandow PD-L1 lub PD-L2 odpowiada za
aktywacje, proliferacj¢ i sekrecje limfocytow T [74].

e PD-1 (biatlko programowanej $mierci komoérki 1) to biatko transblonowe. Jest
inhibitorem zar6wno nabytej, jak i wrodzonej odpowiedzi immunologicznej. Ulega
ekspresji na powierzchni r6znych komoérek odpornosciowych, w tym na aktywowanych
limfocytach T, limfocytach B, komoérkach NK, makrofagach, komorkach
dendrytycznych i monocytach. Ulega silnej ekspresji zwlaszcza na limfocytach T
swoistych dla nowotworu. Czynnikami transkrypcyjnymi moga by¢ czynnik jadrowy
aktywowanych limfocytéw T, NOTCH, biatko Rofkhead box protein (FOX) i czynnik
regulujacy interferon (IFN) 9 (IRF9). W trakcie przewlektych infekcji dochodzi do
ekspresji PD-1 na wyczerpanych limfocytach T CD8&+.
PD-1 oddzialuje z dwoma ligandami, PD-L1 i PD-L1, ktére ulegaja ekspresji na
powierzchni réznych komorek, w tym komoérek nowotworowych i1 komorek
prezentujacych antygen. Kiedy PD-1 taczy si¢ ze swoimi ligandami, zostaje wystany
sygnat hamujacy do limfocytow T, co zmniejsza ich aktywno$¢ i zapobiega atakowaniu
normalnych komoérek. Komoérki nowotworowe wykorzystuja szlak PD-1, aby unikng¢
uktadu odpornosciowego poprzez ekspresje PD-L1 lub PD-L2 na swojej powierzchni.
Zapobiega to atakowaniu ich przez limfocyty T [75].

e Ligand PD-1 (PD-L1) jest glikoproteing transblonowg. Ulega ekspresji na réznych
komorkach, w tym limfocytach T, limfocytach B, komoérkach dendrytycznych, ale
réwniez komorkach nabtonkowych i komorkach nowotworowych. Ekspresja PD-L1 na
komoérkach nowotworowych jest adaptacyjnym mechanizmem odpornosciowym,
pozwalajacym komoérkom rakowych uniknaé¢ odpowiedzi przeciwnowotworowej. PD-
L1 dziata jako czynnik pronowotworowy w komoérkach nowotworowych. Dzieje si¢ tak
przez wigzanie si¢ z jego receptorami i aktywacje szlakow sygnatowych proliferacji i

przezycia [76].
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W  raku nerkowokomorkowym, PD-L1 wulega silnej ekspresji w komorkach
nowotworowych i limfocytach naciekajacych guz (TILs). Ekspresja PD-L1 koreluje z gorszym
rokowaniem oraz krotszym czasem przezycia w poréwnaniu z guzami, w ktorych nie ma
ekspresji PD-L1. PD-1 ulega ekspresji bardziej rozproszonej niz CTLA-4, bedac obecnych nie
tylko na limfocytach T, ale rowniez na limfocytach B, komorkach NK, komorkach
dendrytycznych, makrofagach i monocytach, zmniejszajac ich zdolnos$ci lityczne. Zaréwno
PD-11 CTLA-4 nie wystepuja na limfocytach dziewiczych oraz limfocytach pamigci. Ekspresja
PD-1 na aktywowanych limfocytach T zajmuje wiecej czasu niz CTLA-4, gdyz wymaga
aktywacji transkrypcji. Przewlekta ekspozycja na antygen moze powodowaé przewlekle
podwyzszong ekspresj¢ PD-1, czego skutkiem jest wyczerpanie limfocytow T specyficznych
dla antygenu. W do$wiadczeniach in-vitro wykazano, ze jest to proces odwracalny po
zablokowaniu szlaku PD-1/PD-L1 [77].

W procesach fizjologicznych, PD-1 odgrywa kluczowa role w hamowaniu limfocytéw T,
w tkankach obwodowych, podczas reakcji zapalnych. W ten sposdb zmniejszana jest
autoimmunizacja oraz uszkodzenia uboczne. Dzieki wzmozonej ekspresji PD-L1 w komadrkach
nowotworowych, guzy rozwijaja opornos¢ immunologiczng w mikrosrodowisku guza (TME).
Dzieje sig¢ tak, przez kilka proceséw adaptacyjnych. Jednym z nich jest wzmozone wigzanie si¢
ligandu PD-L1 obecnego na komorce nowotworowej z PD-1 obecnych na limfocytach T CD8+
specyficznych dla antygenu. Powoduje to hamowanie aktywno$ci cytotoksycznej wobec
komorek prezentujacych antygeny nowotworowe. Aktywacja PD-1 bezposrednio hamuje
efekty, w ktorych posredniczy receptor limfocytu T (TCR) oraz zwigksza migracje w tkankach
limfocytéw T. Przy zwigkszonej migracji oraz krotszym czasie ekspozycji, limfocyty T moga
nie identyfikowa¢ komorek o niskim poziomie MHC. Komorki nowotworowe unikaja w ten
sposob nadzoru immunologicznego i destrukcji. Ponadto sygnalizacja PD-1 ma wplyw na
produkcje cytokin przez limfocyty T, hamujac przy tym produkcje¢ IFN-y, TNF-a i IL-2. PD-1
moze rownie hamowac¢ proliferacje limfocytow T [76].

W chwili obecnej, zarejestrowane sg dwa preparaty stosowane w raku nerkowokomoérkowym.
Sa to niwolumab i pembrolizumab (anty-PD-1). W fazie badan klinicznych pozostaja

awelumab i durwalumab (anty-PD-L1).

5.3.3.3 Strategie leczenia
Immunoterapia oparta na dwoch lekach jest obecnie standardem leczenia u pacjentow z
wszystkich grup ryzyka IMDC. Wykorzystywane jest potaczenie IO+TKIs (pembrolizumabu z

aksytynibem lub z lenwatynibem oraz niwolumabu z kabazantynibem). Dodatkowo u
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pacjentow z grup $redniego i ztego ryzyka IMCD mozna wdrozy¢ do leczenia polaczenie
dwoch lekéw immunokompetentnych: ipillimumabu i niwolumabu. Terapia oparta na
monoterapii z wykorzystaniem inhibitoréw kinaz tyrozynowych w pierwszej linii ma obecnie
mniejsze znaczenie. Monoterapia sunitynibem, pazopanibem i kabazantynibem pozostaja
alternatywa dla pacjentdéw, u ktorych immunoterapia szlaku PD-1/PD-L1 jest
przeciwwskazana. Nalezy jednak wskaza¢, ze w grupie o rokowaniu dobrym nie potwierdzono,

by terapie wielolekowe byly lepsze od dotychczasowego standardu, tj. sunitynibu [78, 79].

Tabela 6 Leczenie pierwszego rzutu u pacjentdOw z przerzutowym rakiem
nerkowokomoérkowym, podtyp jasnkomoérkowy

Standard leczenia Monoterapia
IMDC kategoria korzystna niwolumab/kabazantynib sunitynib
pembrolizumab/aksytynib pazopanib
pembrolizumab/lenwatynibem
IMDC kategoria posrednia i | niwolumab/kabazantynibem kabazantynib
niekorzystna pembrolizumab/aksytynib sunitynib
pembrolizumab/lenwatynibem pazopanib
niwolumab/ipillimumab

5.3.3.4 Czynniki prognostyczne w uogdlnionym raku nerki

W przypadku raka nerkowokomorkowego podstawag kwalifikacji do leczenie
systemowego jest model prognostyczny IMDC (International Metastatic RCC Database
Consortium). Poprzednio, kwalifikacja do leczenia opierala si¢ na starszych kryteriach MSKCC
(Memorial Sloan Kettering Cancer Center). Obecnie skala MSKCC nie jest szeroko
wykorzystywana, z uwagi na fakt, iz powstala na bazie danych dotyczacych skutecznos$ci
stosowania interferonu. Skala IMDC zostata oparta na danych pacjentow, ktorzy byli leczeni
terapig antyangiogenng. W odrdéznieniu do skali IMDC, ktéra zostata omdwiona w poprzednich
rozdziatach, w skali MSKCC nie byta brana pod uwage liczna neutrofilii oraz ptytek, zas do
kwalifikacji pacjentow do poszczegodlnej grupy brano pod uwage stgzenie degydrogenazy

mleczanowej [24].
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I1. Cele pracy

Powszechnie akceptowanym pogladem jest uznawanie raka jasnokomoérkowego nerki
za nowotwor zalezny od stanu immunologicznego pacjenta, a odpowiedz na leczenie zalezy od
zmian w ukladzie immunologicznym. Szczegdétowa analiza mikrosrodowiska guza oraz
naciekajacych guz komorek uktadu odpornosciowego moze by¢ waznym czynnikiem
prognostycznym i rokowniczym w przypadku jasnokomorkowego raka nerki. Identyfikacja
pacjentdw o wysokim ryzyku progresji do postaci przerzutowej ccRCC utatwi identyfikacje
kandydatow do leczenia uzupelniajacego z zastosowaniem lekow immunokompetentnych.

Celem tej pracy jest ocena znaczenia rokowniczego wyktadnikdéw stanu immunologicznego
gospodarza na przebieg ccRCC. Ocenione zostalo znaczenie:
1. Ekspresji ligandu PD-L1 w komorkach jasnokomorkowego raka nerki.
2. Nacieku limfocytow T CD4 i CD8 w mikro$rodowisku guza.
3. Wplywu mutacji w genie PBRM1 na naciek limfocytow T w jasnokomoérkowym raku
nerki.
4. Zmian w zakresie wyktadnikéw krwi obwodowej (poziomu plytek krwi; stosunku
liczby neutrofili do limfocytow).
Te dane zostaly skorelowane z danymi klinicznymi i patologicznymi w odniesieniu do
przynaleznosci do grupy i przezycia catkowitego. Celem analizy bylo dotaczenie danych
odnosnie reakcji immunologicznej na guz do innych czynnikdéw rokowniczych.

Efektem pracy ma by¢ ewentualna poprawa dotychczas stosowanych schematow
rokowniczych z uwzglednieniem najnowszych informacji naukowych dotyczacych zmian w
uktadzie immunologicznym w przebiegu raka nerkowokomorkowego. By¢ moze, pozwoli to
na wyodrgbnienie grupy chorych, u ktérych szczegdlnie pilne jest wilaczenie do badan w

zakresie leczenia uzupetniajacego po nefrektomii.
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ITI. Materialy i metody

ITI.1 Aparatura

Autoklaw: Prestige Medical Standard, Bionovo

Dygestorium Ductless Fume Cupboard, Model 4850, Labcaire
Suszarka i komora temperaturowa WTC, Binder

L.aznia wodna UltraTherm BWT-U, Biosan

L. aznia wodna, Leica

Mikroskop $wietlny, Leica DM2000LED

Mikrotom RM2245, Leica

Ultrawirowka: miniSpin, Eppendorf

Pipeta Gilson Pipetman

lodéwko-zamrazarka: Indesit

zamrazarka -20°C, Bosch

I11.2 Materialy zuzywalne

Bibuly Whatmanna, BioRad
Koncéwki do pipet: 10 pl, 200 pl, 1000 pl, Citoplast
Probdwki laboratoryjne (typu Eppendorf): 0,2 ml, 1,5 ml, Profilab

Szkietka mikroskopowe podstawowe SuperFrost® Plus

IT1.3 Odczynniki

Etanol 99%, 96%, 70%, 50%, POCH

Hematoksylina, Mayer’s, DAKO

Ksylen 99%, POCH

PBS (phosphate buffered saline), przygotowany samodzielnie o 1,4 M NaCl; 27 mM
KCI; 100 M Na2HPO4; 18 mM KH2PO4 pH 7,3

Woda dejonizowana 18m€2, otrzymana systemem MiliQ

Woda destylowana, dostgpna w Zakladzie Onkologii Molekularnej i Translacyjnej

Centrum Onkologii
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I11.4 Przeciwciala
e anty-CD-4, (EPR6855), Rabbit mAb, Abcam
e anty-CD-8, (DSA8Y), Rabbit mAb, Cell Signaling Technology
e PD-LI(EIL3N), Cell Signaling Technology
e RRM2 (E7Y9]J), Cell Signaling Technology

I11.5 Zestawy odczynnikow
e odczynniki do immunohistochemii oraz immunocytochemii: EnVision FLEX System,

oparty na Peroksydazie, DAKO Agilent Pathology Solutions

I11.6 Material kliniczny i etyka doswiadczen
Na badanie retrospektywne, nieinterwencyjne uzyskano zgode Komisji Bioetycznej
w Narodowym Instytucie Onkologii im. Marii Sklodowskiej-Curie w Warszawie, nr 20/2020
wydana dnia 21 maja 2020 roku. Zidentyfikowano 161 pacjentow z rakiem jasnokomorkowym
nerki leczonych i obserwowanych w NIO-PIB w Warszawie (w latach 2014-2020) dla ktorych
dostepne sa bloki preparatow histopatologicznych. Liczebno$¢ grup przedstawia si¢
nastgpujaco:
e 60 pacjentéw z chorobg pierwotnie ograniczong do narzadu, u ktérych w co najmniej 5-
letniej obserwacji nie doszto do rozsiewu.
e 49 pacjentéw z chorobg pierwotnie ograniczong do narzadu, u ktérych w co najmniej 5-
letniej obserwacji u ktorych doszto do rozsiewu.

e 52 pacjentdow z chorobg pierwotnie uogélniona.

1.7 Metody

7.1 Krojenie bloczkow parafinowych i odparafinowanie

Badanie immunohistochemiczne zostalo wykonane w Zaktadzie Immunoterapii
Eksperymentalnej NIO-PIB na wycinkach histopatologicznych. Material uzyskany w trakcie
operacji guzow nerki przeszedl proces utrwalenia w buforowanej formalinie 4%, a pdzniej
odwodnieniu tkanki w Zaktadzie Patomorfologii NIO-PIB. Proces odwadniania prowadzony
jest etapami, poprzez umieszczanie tkanki w rozworach etanolu o wzrastajacym stezeniu.
Nastegpnie material umieszczany jest w mieszanine etanol-ksylen i dalej w czystym ksylenie.
Ma to na celu usuniecie alkoholu z preparatu. Kolejnym krokiem jest przygotowanie do

zatopienia w parafinie. Pierwszy etap, zwany przepajaniem, odbywa si¢ w temperaturze 50°C
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1 polega na umieszczeniu tkanki w mieszaninie parafiny z ksylenem, a nastgpnie w cieklej
parafinie, w ktorej przebywa okoto 3 godzin. Tak przygotowany materiat jest nast¢pnie
zatapiany we wnetrzu bloczka parafinowego, ktéry sporzadza si¢, wlewajac porcje parafiny do
metalowej formy i wprowadzajac fragment tkanki ustawiony w odpowiedniej orientacji
przestrzennej. Wycinki histopatologiczne, o grubosci 3,5 pum, zatopione w parafinie zostaty
uzyskane poprzez krojenie bloczkow parafinowych z wykorzystaniem mikrotomu. Preparaty
badanej tkanki zostaly umieszczone na szkietkach podstawowych (SuperFrost®). Skrawki
umieszczone na szkietkach podstawowych zostaty suszone w temperaturze 56°C przez godzine
i poddane procedurze odparafinowania. Odparafinowanie odbylo si¢ poprzez umieszczenie
szkietek w dwoch zmianach ksylenu, a nastgpnie wycinki zostaly uwodnione etanolem o
malejacym stezeniu (z 96% do 50%). Na zakonczenie procedury po etanole skrawki trafiaja do
wody i PBS.

Calg procedure¢ odparafinowania mozna przedstawi¢ w takim schemacie:

( )

Ptukanie 2x10min w ksylenie

Ptukanie 2x5min w 99% alkoholu etylowym

Ptukanie 2x5min w 96% alkoholu etylowym

Ptukanie 3min w 70% alkoholu etylowym

Ptukanie 3min w 50% alkoholu etylowym

Ptukanie 1min w wodzie destylowanej

Ptukanie 2min w PBS
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7.2 Immunohistochemia

W celu odstoni¢cia miejsc antygenowych, materiat byt inkubowany w tazni wodnej, w
buforze Target Retrieval Solution (Dako) przy temperaturze 96-97°C przez 30 min, w
zalezno$ci od uzywanego przeciwciata. Po schtodzeniu, skrawki byly ptukane 3 x 5 min, RT w
PBS, a nastepnie traktowano buforem blokujacym endogenny sygnat peroksydazy 5 min, RT.
Kolejnym etapem byla inkubacja ze specyficznym dla badanego bialka przeciwciatem
pierwszorzedowym, w optymalnym rozcieficzeniu, czasie i temperaturze (informacja podana w
Tabeli 6). Dalsza cz¢é¢ inkubacji prowadzona byta w dotaczonych do zestawu EnVision®
FLEX+ (Dako) buforach — EnVision FLEX Mouse Linker, 15 min w RT i EnVision FLEX
HRP, 20 min w RT. Po kazdej zmianie odczynnika preparaty byly ptukane 3 x 5 min w PBS.
Po ostatnim ptukaniu skrawki inkubowano 1 min w RT z substratem dla peroksydazy
chrzanowej (DAB, 3,3’-diaminobenzydyna), ptukano w wodzie 3 min w RT, a nastgpnie
inkubowano z hematoksyling 15 sekund w RT, w celu wybarwienia jader komdrkowych i znow
ptukano w wodzie 3 min w RT. Po tym czasie inkubowano kolejno w 99% alkoholu etylowym
przez 3 min w RT i ksylenie — 5 min w RT w celu odwodnienia wybarwionych tkanek. Skrawki
utrwalano poprzez zaklejenie odpowiednim szkietkiem nakrywkowym przy uzyciu odczynnika

DPX Mountant for histology. Barwienie komorkowe wizualizowano za pomocg mikroskopu.

Tabela 7 Przeciwciata uzyte do badan i warunki ich wykorzystania.

Przeciwciata Rozcienczenia | Temperatura | Czas inkubacji | Czas i

wykorzystane przeciwciata inkubacji AW temperatura

do badan uzywane  w | przeciwcialom | przeciwciatom | wykorzystana

badaniach dla

odstonienia
antygenu

anty-CD-4 1:500 RT 1h 969, 30”

anty-CD-8 1:200 RT 1h 969, 30”

PD-L1 1:100 40 18h 979, 30”

RRM?2 1:200 RT 1h 969, 30”
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7.3 Dane kliniczne

Poza badaniem immunohistochemicznym, oceniono morfologi¢ krwi obwodowej z
oceng parametrow wskazujacych na funkcje uktadu immunologicznego tj. liczby ptytek i
neutrocytow w mm?® oraz stosunku neutrocytow do limfocytow (NRL). Uwzgledniono takze
czynniki ujete w powszechnie uznanych modelach rokowniczych, takie jak stopien
zaawansowania klinicznego, stopien zto§liwosci guza, obecno$¢ martwicy w obrebie guza,

rozmiar guza, obecno$¢ przerzutdw oraz czynniki konstytucyjne jak wiek i ptec.

7.4 Analizy bioinformatyczne

Analizy bioinformatyczne zostaty przeprowadzone przy uzyciu programoéw Microsoft
Excel 1 oprogramowaniu statystycznemu R oraz GraphPad, z przyjetym poziomem istotno$ci
réwnym p=0,05. Dodatkowo przeanalizowano baz¢ danych TCGA przy pomocy platformy
UALCAN  (https://ualcan.path.uab.edu/index.html), w  ktorej zgromadzono probki
jasnokomodrkowego raka nerki — ccRCC od 533 pacjentdw z guza pierwotnego i 72 tkanki

zdrowej nerki oraz baze Gene Expression Omnibus database.

7.5 Analiza statystyczna

Analizie statystycznej podlegaty trzy grupy pacjentow z rakiem nerkowokomoérkowym, typ
jasnokomodrkowy, o roznej charakterystyce kliniczne;j:

e pacjenci z chorobg pierwotnie ograniczong do narzadu, u ktérych w czasie co najmniej

5-latniej obserwacji nie doszto do rozsiewu;

e pacjenci z chorobg pierwotnie ograniczong do narzadu, u ktérych w czasie co najmniej

5-letniej obserwacji doszto do rozsiewu;

e pacjenci z chorobg pierwotnie uogoélniong.

W zaleznosci od rozktadu poszczegodlnych czynnikow potencjalnie wptywajacych na
stopien zaawansowania choroby, wymienione grupy zostaly pordwnane metoda ANOVA,
testem Kruskala-Wallisa lub testem chi kwadrat. Normalno$¢ rozktadow zweryfikowano
testem Shapiro-Wilka. W przypadku wykrycia istotnych statystycznie rdéznic, do identyfikacji
r6éznigcych si¢ par grup zastosowano odpowiednie testy statystyczne z poprawka Bonferroniego
na poziom istotnosci.

Krzywe przezywalno$ci Kaplana-Meiera w  poszczegdlnych grupach zostaly
wygenerowane, a nastepnie poréOwnane testem logrank. Obserwacje cenzurowano na dacie

zgonu lub przezycia, ktore zweryfikowano w bazie PESEL, dn. 03.06.2022 r. Zbudowano
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model proporcjonalnego hazardu Coxa w celu identyfikacji czynnikow potencjalnie
wplywajacych na przezycie, uwzgledniajac: (1) pacjentdéw ze wszystkich grup jednoczes$nie,
(2) pacjentéw w kazdej z trzech grup osobno. Ostateczne modele zbudowano, stosujac metode
krokowej selekcji zmiennych w przdéd 1 w tyl na poziomie istotnosci <0,1 na nast¢pujacym
zbiorze zmiennych: poziom limfocytow CD4; poziom limfocytow CDS8; ztosliwo§¢ w skali
Furhman; poziom ptytek krwi; stosunek liczby neutrofili do limfocytow; wiek w czasie
nefrektomii; ekspresja ligandu PD-L1 (blonowa) hscore; ekspresja ligandu PD-L1 (jadrowa)
hscore. Wykonano réwniez odpowiednie analizy jednowymiarowe.

Przeprowadzono wielomianowa analiz¢ regresji logistycznej (ang. multinomial logistic
regression) czynnikow potencjalnie wptywajacych na stopien zaawansowania choroby.
Podobnie jak w przypadku modelu Coxa, model regresyjny zbudowano metoda krokowe;j
selekcji zmiennych na poziomie istotnosci <0,1 wsrdd zmiennych wskazanych powyzej;
zaraportowano analizy jednowymiarowe.

Pacjenci zostali zaklasyfikowani do grupy niskiego, $redniego i wysokiego ryzyka
(wznowy choroby / zgonu w ciaggu 5 lat) za pomocg modelu UISS (ang. ULCA integrated
staging system). Ze wzgledu na brak pacjentow wysokiego ryzyka w grupie osob bez wznowy,
na potrzeby analiz grupy Sredniego i wysokiego ryzyka zostaty polaczone. Przygotowano
model jednowymiarowy okreslajacy wptyw wyniku w skali UISS na stopien zaawansowania
choroby, a nastepnie metoda krokowa dolaczano kolejne zmienne sposrod tych, ktore
zbudowaly wcze$niej model wielomianowej regresji logistycznej. Model ostateczny i
pierwotny zawierajacy wytacznie UISS =zostaly nastgpnie pordwnane testem ilorazu
wiarogodnos$ci w celu weryfikacji, czy uwzglednienie dodatkowych zmiennych wniosto istotng
informacj¢ do modelu.

Dla zmiennych ciaglych zaraportowano — w zalezno$ci od normalnosci rozktadu — §rednie
i odchylenia standardowe lub mediany i rozstgpy migdzykwartylowe; dla zmiennych
jakosciowych — licznos$ci i odsetki. Wszystkie wykonane testy statystyczne byly dwustronne, a

poziom istotnosci <0,05 ustalono jako wskazujacy istotnos¢ statystyczng.
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IV. Wyniki

IV.1 Analiza ekspresji PD-L1, CTLA-4 oraz CD4 i CD8A w danych wielkoskalowych
dostepnych w Gene Expression Omnibus database oraz TCGA.

Z uwagi na to, ze jasnokomorkowy rak nerki jest nowotworem, ktory wywotuje silng
odpowiedz uktadu odpornosciowego, sprawdzono ekspresje gendw warunkujacych ta
odpowiedz — CD274 (Rys. 4) i CTLA4 (Rys. 5), oraz genéw CD4 (Rys. 6) i CDSA (Rys. 7)
specyficznych dla nacieku limfocytow T CD4 i CD8. W tym celu uzyto platformy UALCAN i
bazy danych wielkoskalowych TCGA. W analizie uwzgledniono profil ekspresji genow

pobranych z 72 zdrowych nerek oraz z 533 nowotwordéw pierwotnych nerki — ccRCC.

CD274- PD-L1
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Normal Primary tumor
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Rys. 4 Analiza ekspresji CD274 (PD-L1) w ccRCC w poréwnaniu do tkanki zdrowej nerki, wg
bazy TCGA p<0,001.

CTLA-4
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Rys. 5 Analiza ekspresji CTLA-4 w ccRCC w porownaniu z tkanka zdrowa, wg bazy TCGA
p<0,001.
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Rys. 6 Analiza ekspresji CD4, markera specyficznego dla limfocytow T CD4, wg bazy TCGA
p<0,001.
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Rys. 7 Analiza CD8A, markera charakterystycznego dla limfocytow T CD8 w probkach ccRCC
vs tkanka zdrowa, wg bazy TCGA p<0,001.

Analiza wykazata statystycznie znaczaca nadekspresj¢ zarowno CD4 jak i CD8A, co
$wiadczy o duzym nacieku limfocytéw T w mikro§rodowisku guza oraz nadekspresje CD274,
kodujacego PD-L1 i CTLA4, co $wiadczy o immunosupresyjnym dzialaniu mikrosrodowiska.
Ponadto zaobserwowano, ze wysoki poziom ekspresji CD8A korelowat z gorszym przezyciem
pacjentdw z ccRCC, natomiast ekspresja CD4 w mikrosrodowisku guza nie miata wplywu na

czas przezycia (Rys. 8 1 Rys. 9).
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Rys. 8 Wplyw ekspresji CD8A, jednej z podjednostek receptora CD8 na limfocytach T na czas

przezycia pacjentow z rozpoznanym ccRCC.
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Rys. 9 Wptyw ekspresji CD4 na czas przezycia pacjentow z rozpoznanym ccRCC.
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Efekt ekspresji CTLA-4 na przezycie pacjentdw z ccRCC baza TCGA

Poziom ekspresii
-~ Wysoki(n=134)
~ Niski(n=397)
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Rys. 10 Wplyw ekspresji CTLA-4 na czas przezycia pacjentéw z rozpoznanym ccRCC.
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IV.2 Charakterystyka grup pacjentow

W zwiazku z tym, iz pacjenci, ktorzy brali udziat w badaniu zostali podzieleni na trzy
niezalezne grupy w zalezno$ci od stadium choroby, przeprowadzono doktadng charakterystyke
pacjentow pod katem klinicznym jak rowniez zbadano zalezno$ci pomiedzy grupami. Dane

zostaly zebrane w Tabeli 8.

Tabela 8 Charakterystyka pacjentow oraz zalezno$ci miedzy grupami (* test ch-kwadrat; #

ANOVA; ** test Kruskalla-Wallisa)

Charakterystyka grup pacjentow Poréwnanie wszystkich grup Poréwnania par grup A
(1vs2vs3)
Grupal-pacjencibez  Grupa2-pacjencize Gm?a 3- paf:jenci fcrforoba p-value grivsgr2 grivsgr3 gr2vsgr3
wznowy wznowa pierwotnie uogélniong
‘Wiek, srednia (odchylenie standardowe) 60(10.2) 64 (9.3) 64(9.2) 0.0634%
Plec, n (%)
kobieta 27 (45) 21(42.9) 15(28.8)
meiczyzna 33(55) 28(57.1) 37(71.2) 0.177*
ECOG, n (%)
0 41(68.3) 28(57.1) 14 (26.9)
1 19(31.7) 20(40.8) 28(53.8)
2 0(0) 1(2) 9(17.3)
3 (o) o(o) 1(1.9) <0.001* 0,303 <0.001 0,004
SkalaTNM-T, n (%)
1(1,13,1b) 53(88.3) 22 (44.9) 14 (26.9)
2(2,23,2b) 5(8.3) 7(14.6) 3(5.8)
3(3,33,3b) 2(3.3) 18(37.5) 34 (65.4)
4 0(0) 2(4.2) 1(1.9) <0.001* <0.001 <0.001 0,036
SkalaTNM-N, n (%)
0 4(6.7) 2(a.1) 1(1.9)
1 (o) o(o) 10(19.2)
X 56(93.3) 47(97.9) 41(78.8) <0.001* 0,556 0,001 0,005
Skala TNM-M, n (%)
0 60 (100.0) 49 (100.0) 0(0.0)
1 0(0.0) 0(0.0) 52(100.0) <0.001* . <0.001 <0.001

Srednica guza [cm), mediana (rozstep
migdzykwartylowy) 3.35(3.3) 5(4) 8(4.9) <0.001** 0,003 <0.001 <0.001
Zloéliwosé w skali Furhman, n (%)

1 6(10) 8(16.3) 3(5.8)
2 42(70) 22 (44.9) 11(21.2)
3 10(16.7) 13(26.5) 24 (46.2)
a 2(3.3) 6(12.2) 14 (26.9) <0.001* 0,048 <0.001 0,006
Poziom limfocytéow [G/I), mediana
(rozstep migdzykwartylowy) 2.115(1) 1.92(0.8) 1.685(0.7) 0.009** 0,046 0,003 0,4
Poziom neutrofilow [G/I), mediana
(rozstep miedzykwartylowy) 4.11(2.6) 4.58(2.3) 5.085 (2.3) 0.021** 0,083 0,007 0,316
Neutrofilia (>8 G/I), n (%) 6(10.0) 4(8.2) 6(11.5) 0.851*
Poziom plytek krwi [G/I), mediana
(rozstep miedzykwartylowy) 225(76.5) 228(97) 262.5 (115) 0.060**
Nadplytkowosé (=450 G/1), n (%) 2(3.3) 1(2.0) 5(9.6) 0.165*
Stosunek liczby neutrofili do limfocytow,
diana (rozstep mied tylowy) 2.0(1.06) 2.5(1.35) 3.0(1.48) <0.001** 0,007 <0.001 0,078
Odsetek CD4, mediana (rozstep
migdzykwartylowy) 58.6 (30.7) 57(35.4) 46.65 (39.6) 0.138**
Odsetek CD8, mediana (rozstep
miedzykwartylowy) 18.15(22.4) 19.2(17.5) 30.6 (22.1) <0.001** 0,088 <0.001 0,004
H-score PD-L1 blonowa, mediana
(rozstep migdzykwartylowy) o(0) o(o) 0(0) 0.773**
H-score PD-L1 jadrowa mediana (rozstep
miedzykwartylowy) 0(17.3) 0(0) 25 (66.5) <0.001** <0.001 <0.001 <0.001

Zaobserwowano, ze najwigksze roznice pomig¢dzy grupami wystgpowaly pod wzgledem
parametrow: klasyfikacji TNM, wielkos$ci guza, skali zto§liwos$ci guza wg. Fuhrman, stosunku
limfocytéw do neutrofili w krwi obwodowej oraz odsetka naciekajacych guz limfocytow T

CDS8 i obecnosci biatka PD-L1 w jadrze komdérkowym w komorkach ccRCC.
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IV.3 Okreslenie nacieku limfocytow T w mikrosrodowisku guza w materiale pobranym
od pacjentow z rozpoznanym rakiem nerkowokomorkowym ccRCC.

W celu doktadnej analizy ilosci i rodzaju limfocytow T naciekajacych mikrosrodowisko
guza (TILs) przeprowadzono analiz¢ immunohistochemiczng przy uzyciu przeciwciat
specyficznie rozpoznajacych antygen CD4 i CD8 na limfocytach T. W materiale klinicznym
zaobserwowano naciek zaréwno limfocytow T CDS8 jak i CD4 (rysunek 11), natomiast
zdecydowanie wigkszy odsetek limfocytow T CD4 naciekal mikrosrodowisko ccRCC
niezaleznie od grupy pacjentéw (bez wznowy, wznowa i choroba pierwotnie rozsiana) (rysunek
12). Nie zaobserwowano roznic migdzy iloScig TILs CD4 naciekajacych ccRCC pomiedzy
badanymi grupami, natomiast wraz ze wzrostem agresywnosci nowotworu zwigkszata si¢ ilos¢
TILs CD8. Najwigcej limfocytow T CDS8 naciekajacych guza zaobserwowano w grupie

pacjentéw z chorobg rozsiang (rysunek 13).
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bez podziatu na podgrupy; p<0,0001.
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Rys. 13 Analiza statystyczna % nacieku limfocytow T CD4 i CD8 w mikrosrodowisku guza
ccRCC z uwzglednieniem podziatu na grupy: pacjenci bez wznowy, ze wznowg oraz z choroba

pierwotnie rozsiang. p<0,0001.

IV.4 Analiza ekspresji genow zwiazanych z naciekiem limfocytow T u pacjentow z
c¢cRCC w zaleznosci od mutacji w genie PBRM 1

Naukowcy zaobserwowali zalezno$¢ reakcji ukladu odpornosciowego od rodzaju
mutacji wystepujacych w ccRCC. W zwiazku z tym, z dostepnej bazy danych Gene Omnibus
Database o numerze GSE38695, gdzie przeprowadzono analiz¢ transkryptomiczng 21 tkanek
zdrowej nerki 1 29 probek ccRCC w zalezno$ci od statusu mutacji w genie PBRMI,
przeanalizowalem ekspresj¢ CD4, markera powierzchniowego dla limfocytow T CD4+, PD-L1
(CD274), CTLA-4 oraz CD8A, markera dla limfocytow T cytotoksycznych CD8+. PD-L1 i
CTLA-4 sa biatkami powierzchniowymi nalezacymi do tzw. biatek immunologicznego punktu

kontroli.
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Rys. 14 Analiza ekspresji CD4 w probkach ccRCC w zalezno$ci od statusu mutacji w genie
PBRMI w poréwnaniu z tkanka zdrowa. * p value<0,05, ** p value<0,001, *** p value
<0,0001.

Przeprowadzona analiza wykazata, ze w probkach ccRCC wzrastala ekspresja CD4, co
$wiadczylo o zwigkszeniu nacieku limfocytow T CD4 w mikrosrodowisku guza w porownaniu

z tkankg zdrowa. Wzrost ten byt niezalezny od mutacji w genie PBRM 1.
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Rys. 15 Analiza ekspresji genu CD8A w probkach ccRCC w zaleznosci od statusu mutacji w
genie PBRM 1 w poréwnaniu z tkankg zdrowa. * p value<0,05, ** p value<0,001, *** p value
<0,0001.

Analiza jednoznacznie wykazata wzrost ekspresji genu CD8SA, ktory koduje podjednostke alfa
biatka CD8 na limfocytach T w probkach ccRCC, jednak wzrost byl znaczaco wigkszy w
ccRCC z brakiem mutacji w genie PBRMI. Swiadczy to o tym, ze w mikrosrodowisku guzow
z mutacja w PBRM 1 najprawdopodobniej bedzie znacznie mniej cytotoksycznych limfocytéw

T CD8.
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Rys. 16 Analiza ekspresji PD-L1 (CD274) w probkach ccRCC w zaleznosci od statusu mutacji
w genie PBRM 1 w poréwnaniu z tkankg zdrowa. * p value<0,05, ** p value<0,001, *** p value

<0,0001.

Wykonana analiza wykazata, ze ekspresja genu kodujacego biatko PD-L1 wzrastala w
probkach ccRCC w poréwnaniu do tkanki zdrowej 1 wzrost ten byta niezalezny od mutacji w
genie PBRM1. Natomiast ekspresja CTLA-4 byla istotnie wyzsza w probkach ccRCC bez
mutacji w genie PBRMI. W ccRCC z mutacja w PBRMI ekspresja CTLA-4 byla na

poréwnywalnym poziomie jak w tkance zdrowe;.
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Rys. 17 Analiza ekspresji CTLA-4 w probkach ccRCC w zalezno$ci od statusu mutacji w genie
PBRMI w poréwnaniu z tkanka zdrowa. * p value<0,05, ** p value<0,001, *** p value
<0,0001.
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IV.5 Badanie zaleznosci ekspresji RRM2 od nacieku limfocytarnego

Niekontrolowana proliferacja komoérek nowotworowych jest jedna z cech
charakteryzujacych nowotwor, co zostato zdefiniowane przez Hannahana i Weinberga w 2000
roku [86]. Aby komorki nowotworowe mogly si¢ dzieli¢ niezbgdne jest dostarczenie
materialdéw budulcowych. Jednym z nich sg deoksynukleotydy niezbedne do procesu replikacji
oraz naprawy DNA. Glownym enzymem, ktory jest zaangazowany w ten proces jest reduktaza
rybonukleotydow, a jej najwazniejsza podjednostka jest biatko RRM2. W trakcie badan
prowadzonych w Zakladzie Immunoterapii Eksperymentalnej Narodowego Instytutu
Onkologii im. Marii Sklodowskiej-Curie zaobserwowano wzrost ekspresji RRM2 w
komoérkach ¢ccRCC. W zwigzku z tym, sprawdzilem czy ekspresja biatka RRM2 moze

korelowa¢ z naciekiem limfocytow T.
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Rys. 18 Ekspresja RRM2 w komoérkach zdrowej nerki i ccRCC, gwiazdka oznaczono
przyktadowe skupiska komodrek guza, ktore barwia si¢ pozytywnie przeciwcialami anty-RRM2.

Analiza IHC. (Powiekszenie 200x, 400x) (Dane opublikowane w pracy Szarkowska i wsp. 2021
[81]).
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TILs

A

Rys. 19 W miejscach wysokiej ekspresji RRM2 w ccRCC obserwowano obfity naciek
limfocytow T — TILs. (Powigkszenie x630) (Dane opublikowane w pracy Szarkowska i wsp.
2021 [81]).

Przeprowadzona analiza wykazata, ze w miejscach w nowotworze, gdzie obserwowana byla
obecno$¢ RRM2, otaczajace mikrosrodowisko bogate byto w naciek limfocytéw T.
Nastepnie przeprowadzitem korelacje ekspresji RRM2 z ekspresja markerow limfocytéw T

CD4 oraz CD8A. Wykazalem pozytywng korelacje tylko dla markera CDA4.
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ekspresja RRM2

Rys. 20 Korelacja pomiedzy ekspresja RRM2 i CD4 w probkach klinicznych ccRCC. (Dane
opublikowane w pracy Szarkowska i wsp. 2021 [81]).
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Wynik ten moze §wiadczy¢ o tym, ze w obszarach w guzie o wysokiej ekspresji RRM?2
wystepuje naciek limfocytow T CD4. Dane te zostaly opublikowane w naszej pracy

Szarkowska i wsp. 2021 [81].

IV.6 Analiza zaleznosci nacieku limfocytow T na ilos¢ i lokalizacje¢ przerzutow u
pacjentow z rozpoznanym ccRCC.

Uktad odpornosciowy ma zdolnosci do zwalczania komérek nowotworowych, jednak
w pewnym momencie rozwoju guza funkcja cytotoksyczna limfocytow T zostaje zahamowana.
W zwigzku z tym sprawdzitem, czy ilo$¢ naciekajacych mikrosrodowisko guza limfocytow T,
zarowno CD4 jak i CDS8, moze determinowac ilos¢ i lokalizacje przerzutow u pacjentéw z

zaawansowanym ccRCC.
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Rys. 21 Analiza ilo$ci przerzutow odlegtych w zalezno$ci od ilo$ci naciekajacych limfocytow

T CD8 w mikrosrodowisku guza.

Nie zaobserwowano réznic w iloSci przerzutdéw w zaleznosci od nacieku limfocytow T

cytotoksycznych CDS.
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Rys. 22 Analiza ilo$ci przerzutéw odleglych w zaleznosci od ilosci naciekajacych limfocytéw

T CD4 w mikrosrodowisku guza.

Podobnie jak w przypadku limfocytow T CD8, nie zaobserwowano roéznic w ilo$ci przerzutéw

w zaleznosci od nacieku limfocytéw T cytotoksycznych CDS.
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Rys. 23 Analiza lokalizacji wystgpowania przerzutow w zaleznosci od stosunku ilo$ci
limfocytow T CD4 do CD8 naciekajacych mikrosrodowisko guza u pacjentow z

zaawansowanym ccRCC.

Stosunek ilosci limfocytow T CD4/CD8 w mikro$rodowisku guza nie determinowat miejsca

pojawienia si¢ przerzutow odlegtych u pacjentéw z zaawansowanym ccRCC.
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IV.7 Badanie ilosci bialka PD-L1 w tkankach pobranych od pacjentow z rozpoznanym
rakiem nerkowokomorkowym ccRCC.

W zwiazku z tym, ze ekspresja genu kodujacego PD-L1- CD274 w ccRCC znaczaco
wzrasta w porownaniu z tkanka zdrowej nerki, sprawdzitem ilos¢ i lokalizacj¢ biatka PD-L1 w

probkach klinicznych ccRCC (Rysunek 24).

PD-LI

’ B3R

Pl

Rys. 24 Analiza ilosci PD-L1 w probkach od pacjentéw z ccRCC. Barwienie wykonano metoda
IHC z uzyciem specyficznych przeciwciata anty-PD-L1. P- pacjent. (Powigkszenie 400x).

Przeprowadzona analiza wykazata, ze w wickszosci przypadkdw nie zaobserwowano
nadekspresji PD-L1 w komoérkach nowotworowych. Co ciekawe, gtownie w grupie pacjentow
z pierwotnie rozsiang choroba, zaobserwowano jadrowa lokalizacje PD-L1 w komdrkach

ccRCC (Rysunek 25).
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Rys. 25 Jadrowa lokalizacja PD-L1 w probkach od pacjentéw z pierwotnie rozsianym ccRCC.

Strzatki wskazuja przyktadowe barwienie jadrowe PD-L1. (Powigkszenie 400x).

Wynik ten wskazuje, ze PD-L1 moze petni¢ inng funkcj¢ niz immunosupresyjna, w zaleznosci
od stadium zaawansowania nowotworu. Natomiast ilo§¢ PD-L1 nie korelowala z iloscia

przerzutéw wystepujacych u tych pacjentow (Rysunek 26).
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Rys. 26 Analiza ilosci PD-L1 w grupie pacjentow z pierwotnie rozsianym ccRCC wg ilosci

wystepowania przerzutow.

IV.8 Analiza czynnikow ryzyka potencjalnie wyplywajacych na czas przezycia

pacjentow.
Analiza czynnikdéw ryzyka, ktore potencjalnie wptywaja na czas przezycia pacjentow

wg modelu proporcjonalnego hazardu Coxa (Tabela 8 1 9).
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Tabela 9 Model proporcjonalnego hazardu

wplywajacych na przezycie pacjentow dla wszystkich grup tacznie.

Coxa czynnikdbw ryzyka potencjalnie

Czynniki potencjalnie wptywajace

Modele jednowymiarowe

Model wielowymiarowy

na przezycie pacjentéw (wszystkie
grupy tacznie) Hazard ratio 95% Cl p-valye | azard ratio 95% Cl p-value
(HR) (HR)
Wiek w czasie operacji 1,02 1,00 1,05 0,077 1,03 1,00 1,06 0,057
Ptytki krwi (wzrost o 50 tys) 1,21 1,10 1,34 <.001 1,18 1,06 1,32 0,002
Stosunek liczby neutrofili do 1,09 1,02 1,15| 0,007 1,10 1,02 1,19 0,017
limfocytéw
Ztosliwos¢ w skali Furhman
1 1,00 1,00
2 2,46 0,58 10,45 0,223 3,31 0,76 14,38 0,110
3 7,54 1,80 31,54 0,006 6,57 1,55 27,82 0,010
4 12,14 2,78 52,96 0,001 9,65 2,12 43,98 0,003
PD-L1 jgdrowa (hscore) 1,01 1,01 1,02 <.001 1,01 1,00 1,02 0,021
PD-L1 btonowa (hscore) 1,01 1,00 1,02 0,048 . . . .
CD4 (%) 0,99 0,98 1,00 0,178 0,99 0,98 1,00 0,009
CD8 (%) 1,03 1,01 1,04 <.001 1,03 1,01 1,04 0,001

Niezaleznie od zastosowanego modelu, ilos¢ limfocytow T CD4, CDS, ztosliwos¢ w skali

Furhman, ilo$¢ plytek krwi we krwi obwodowej, stosunek liczby neutrofili do limfocytow T,

wiek w czasie operacji oraz jadrowa lokalizacja PD-L1 (model wielowymiarowy) maja

znaczenie rokownicze i wptyw na czas przezycia pacjentow z rozpoznanym ccRCC.

Tabela 10 Model proporcjonalnego hazardu Coxa czynnikdw ryzyka potencjalnie

wplywajacych na przezycie pacjentdéw z podziatem na poszczegodlne grupy w zaleznosci od

stanu zaawansowania choroby.

Czynniki potencjalnie wptywajace Modele jednowymiarowe Modele jednowymiarowe
. entéw (dI
" p:)zsezzc\;:e(:ral cjcehn (:L‘IN ; ) Hazard ratio 95% ClI value Hazard ratio 95% ClI value
] gélnych grup (HR) 6 P (HR) 6 P
Grupa 1
Plytki krwi (wzrost o 50 tys) 1,33 0,92 1,92 0,135 1,33 0,92 1,92 0,135
PD-L1 jadrowa (hscore) 1,02 1,00 1,04 0,038 1,02 1,00 1,04 0,038
Grupa 2
Stosunek liczby neutrofili do 1,08 0,99 1,18 0,094 1,08 0,99 18| 0,094
limfocytow
Ztosliwos$¢ w skali Furhman
1 1,00 1,00
2 1,19 0,25 5,77 0,825 1,19 0,25 5,77 0,825
3 4,07 0,90 18,44 0,068 4,07 0,90 18,44 0,068
4 2,38 0,40 14,29 0,343 2,38 0,40 14,29 0,343
Grupa 3
CD8 (%) 1,02 1,00 1,04 0,027 1,02 1,00 1,04 0,027
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W przypadku zastosowania modelu Coxa w poszczegdlnych grupach, tylko jadrowa lokalizacja
PD-L1 u pacjentéw z brakiem wznowy do 5-u lat po resekcji guza pierwotnego moze miec
wplyw na czas przezycia pacjentdéw, co zostalo potwierdzone w analizie jedno i
wielowymiarowej. Natomiast dla grupy 3, czyli u pacjentéw z pierwotnie rozsianym ccRCC,

znaczenie rokownicze ma ilo§¢ limfocytow T CDS8 naciekajacych guza pierwotnego.

IV.9 Analiza potencjalnych czynnikow wplywajacych na stopien zaawansowania
choroby

Analiza czynnikoéw, ktore potencjalnie mogltyby wplywac na stopien zaawansowania
choroby, pomiedzy poszczegdlnymi grupami zostata przeprowadzona za pomoca

wielomiarowej regresji logistycznej (multinomial logistic regression) (Tabela 10).

Tabela 11 Analiza potencjalnych czynnikow mogacych mie¢ wplyw na zaawansowanie

choroby.

Potencjalne czynniki wptywajace na Modele jednowymiarowe Model wielowymiarowy

stopien zaawansowania choroby w | Relative risk Relative risk

poszczegdlnych grupach ratio (RRR) 95%Cl p-value | tio (RRR) 95% i p-value

Grupa 2 vs grupa 1
Wiek w czasie operacji 1,04 1,00 1,08 0,068 1,05 1,00 1,10 0,029
CD4 (%) 0,99 0,98 1,01 0,463 0,99 0,97 1,01 0,280
CD8 (%) 1,03 1,00 1,05 0,059 1,04 1,01 1,07 0,018
Ptytki krwi (wzrost o 50 tys) 1,12 0,89 1,40 0,339 1,19 0,92 1,54 0,192
Stosunek liczby neutrofili do
limfocytéw 1,22 0,98 1,52 0,069
PD-L1 jadrowa (hscore) 0,92 0,87 0,98 0,007 0,92 0,87 0,98 0,006
Grupa3vsgrupal
Wiek w czasie operacji 1,04 1,00 1,09 0,037 1,06 1,01 1,12 0,027
CD4 (%) 0,98 0,97 1,00 0,044 0,96 0,94 0,99 0,002
CD8 (%) 1,06 1,03 1,09 <0.001 1,07 1,04 1,11 <0.001
Ptytki krwi (wzrost o 50 tys) 1,32 1,07 1,63 0,010 1,50 1,14 1,96 0,003
Stosunek liczby neutrofili do
limfocytow 1,24 1,00 1,53 0,051
PD-L1 jadrowa (hscore) 1,03 1,01 1,04| <0.001 1,03 1,01 1,05 0,002

Czynnikami, ktére potencjalnie majg znaczenie na zaawansowanie choroby to ilo§¢ limfocytow
T, gléwnie CDS, jadrowa lokalizacja PD-L1 oraz wzrost ilosci ptytek krwi w krwi obwodowe;j

pacjenta.
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V. Dyskusja

W leczeniu raka nerkowokomorkowego obowigzuje paradygmat, Ze szanse na trwate
wyleczenie maja chorzy, u ktérych leczeniem operacyjnym udato si¢ uzyskac petng resekcje
zmian nowotworowych. Dane dotyczace proporcji chorych do$wiadczajacych uogolnienia
procesu nowotworowego mowia, ze okolo 20% pacjentéw z nowotworem
nerkowokomérkowym ma rozpoznawang chorobe juz na etapie przerzutowym, a 30%
pacjentow doswiadcza wtdrnego uogdlnienia procesu nowotworowego [89], co dramatycznie
pogarsza rokowanie pacjenta z nowotworem nerkowokomoérkowym.

Jasnokomodrkowy rak nerki jest nowotworem zaleznym od stanu immunologicznego
pacjenta, co przeklada si¢ na sposoby terapii, w ktorych znaczaca role odgrywa modyfikacja
odpowiedzi immunologicznej za pomocg inhibitordw immunologicznego punktu kontroli [34,
36]. Interesujace jest takze zastosowanie takich lekow w terapii uzupekniajacej po leczeniu
radykalnym u pacjentéw z gorszym rokowaniem. Aby immunoterapia blokujaca o§ PD-1/PD-
L1 byta skuteczna, w mikrosrodowisku guza musza by¢ obecne limfocyty T naciekajace
nowotwor (TIL). Aktywne, naciekajace limfocyty T, poprzez kontakt z komorkami
nowotworowymi, staja si¢ niereaktywne i ,wyczerpane”, a zastosowanie immunoterapii
odblokowuje limfocyty, ktore eliminujg komoérki nowotworowe [90]. Wydawaloby sie, ze aby
immunoterapia skierowana na o§ PD-1/PD-L1 byta skuteczna musi by¢ obecny ligand PD-L1
na komoérkach nowotworowych, jednak nie potwierdzono, by negatywne barwienie tkanki guza
na obecnos$¢ PD-L1 oznaczato brak efektywnos$ci nowoczesnej immunoterapii w uogolnionym
raku nerkowokomorkowym [91, 92].

Obecnie prowadzone badania naukowe skupiaja si¢ gtdéwnie na aktywnosci populacji
limfocytow T CD8 [93]. Limfocyty te maja gtownie funkcje cytotoksyczng. Jednak w pracy
zespotu dr Matzinger wykazano, ze limfocyty T CD4 sg znacznie bardziej efektywne w
eliminacji komoérek nowotworowych niz limfocyty T CD8 [94]. W modelach rokowniczych
zaleconych do powszechnego stosowania u pacjentow z rakiem nerkowokomodrkowym po
leczeniu radykalnym w Zaden sposob nie uwzglednia si¢ informacji o zmianach w uktadzie
immunologicznym pacjenta oraz o nacieku TIL. Takie informacje, cho¢ w bardzo
ograniczonym zakresie, sg stosowane w klasyfikacji rokowniczej pacjentéw z choroba
uogo6lnionag [21, 24].

Z uwagi na powyzsze, postanowitem zbada¢ ekspresj¢ ligandu PD-L1 oraz naciek
limfocytarny w zalezno$ci od stopnia zaawansowania raka jasnokomorkowego nerki, a
uzyskane wyniki podda¢ korelacji z danymi kliniczno-patologicznymi. Na wstegpie

przeanalizowalem dane transkryptomiczne pochodzace od pacjentdow z rozpoznanym ccRCC
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dostgpne w bazie Gene Omnibus Database i TCGA. Wykazano, ze w nowotworze wystepuje
nadekspresja genow CD8A i CD4, co $wiadczy o nacieku mikrosrodowiska guza przez
limfocyty T, zarowno CD4 jak i CD8. Ponadto w guzie, w poréwnaniu z tkanka zdrowa,
zaobserwowano nadekspresje PD-L1 i CTLA-4. Wysoka ekspresja CTLA-4 wigzala si¢ z
gorszym rokowaniem i krotszym czasem przezycia. Inaczej przedstawiala si¢ istotnosé
ekspresji PD-L1 (CD274) - wysoka byta dobrym czynnikiem rokowniczym. Ekspresja CD4,
czyli naciek limfocytow T CD4 w mikrosrodowisku guza, nie miat wplywu na czas przezycia
pacjentéw z ccRCC, natomiast wydaje si¢, ze nadekspresja CD8A, czyli duza infiltracja
limfocytow T CDS, wigzala si¢ z gorszym rokowaniem i krotszym czasem przezycia. W celu
weryfikacji uzyskanych wynikéw transkryptomicznych przeprowadzono barwienie
immunohistochemiczne przeciwko ligandowi PD-L1 oraz biatkkom CD4 1 CDS§,
charakteryzujacych limfocyty T CD4 i CDS. W kolejnym etapie przeprowadzono ocen¢
mikroskopowa wybarwionych preparatow. Badania te wykazaty zdecydowanie wigkszy udziat
limfocytow T CD4 niz CD8 w nacieku tkanki nowotworowej we wszystkich badanych grupach.
Co ciekawe, ilo$¢ limfocytoéw T CD4 w mikrosrodowisku guza byla podobna we wszystkich
badanych grupach, niezaleznie od tego, czy choroba byla ograniczona do narzadu czy
uogodlniona. Natomiast ilo$¢ limfocytéw T CD8 byla najmniejsza w mikrosrodowisku guza w
grupie pacjentdw, u ktoérych nie nastgpita wznowa (do 5-u lat) po resekcji guza. Ilo$¢
naciekajacych limfocytow T CD8 wzrastala u pacjentéw, u ktorych obserwowano wznowe, a
u pacjentéw z chorobg uogolniong byta prawie réwna iloéci limfocytow T CD4.

Wydaje si¢ zatem, ze duza ilo§¢ limfocytow T CD8 w guzie jest negatywnym
czynnikiem rokowniczym. Im mniejszy stosunek limfocytow T CD4/CD8 w mikrosrodowisku
guza, tym gorsze rokowanie dla pacjenta. Potwierdza to analiza transkryptomiczna, gdzie
zwigkszona ekspresja CD8A korelowala z gorszym rokowaniem, jak réwniez model
wielowymiarowy proporcjonalnego hazardu Coxa, gdzie ilo$¢ limfocytow T CD8 jest istotna
jako czynnik wptywajacy na przezycie pacjentow. Ponadto duza ilo§¢ limfocytow T CD8 jest

réwniez jednym z czynnikdw wptywajacych na stopien zaawansowania choroby.
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Rys. 27 Schemat pokazujacy naciek limfocytow T CD4 i CD8 w mikrosrodowisku

jasnokomodrkowego raka nerki. Rysunek zrobiono przy pomocy programu Biorender.

Ekspresja CD8A, podjednostki alfa CDS8, w calym guzie, tacznie z mikrosrodowiskiem,
korelowata z wystepowaniem mutacji w genie PBRM . Mutacja w tym genie wystepuje w ok
40% ccRCC. U pacjentow z brakiem mutacji obserwowano statystycznie znaczaca wysoka
ekspresje CD8A, co $wiadczy o wigkszym nacieku limfocytow T CD8 w mikrosrodowisku
guza. W przypadku ekspresji CD4 nie obserwowano takiej zaleznosci. Dodatkowo, podobny
profil ekspresji jak w przypadku CD8A zaobserwowano dla CTLA-4. Wysoka ekspresja
CTLA-4 wystgpowala w guzach z brakiem mutacji w genie PBRM 1. CTLA-4 jest czasteczka,
ktora wystepuje w duzej ilosci na powierzchni limfocytow T CDS, ktére sg niereaktywne 1 w
stanie wyczerpania. Jest to jeden z markerow wyczerpania limfocytow T, gtownie CDS. Wyniki
te moga thumaczy¢, dlaczego mutacja w PBRM1 (skutkujaca utratg badz ekspresja skroconej
formy biatka BAF180, kodowanego przez PBRM]I) jest zasocjowana z mniejszg ilo$cia
komorek uktadu odpornosciowego infiltrujacych mikrosrodowisko guza. Inni autorzy
zauwazyli, ze wystgpowanie mutacji w genie PBRMI wiagze si¢ z gorsza odpowiedzig
pacjentdw na immunoterapie z uzyciem inhibitoréw immunologicznego punktu kontroli [80].
Jednak w wielu pracach wykazano, ze mutacje w PBRM1 s3 zwigzane z lepszymi wynikami
klinicznymi i odpowiedzig na blokade immunologicznego punktu kontroli u pacjentow z
przerzutowym ccRCC [28, 99]. W wielu badaniach obserwowano korelacj¢ migdzy mutacjami
powodujacymi utrate funkcji PBRM1 a odpowiedzig na immunoterapi¢ w drugiej linii (ccRCC
oporny na leczenie inhibitorami kinaz tyrozynowych) [ 100]. Inne prace, w ktorych analizowano

leczenie immunoterapig w pierwszej linii, nie potwierdzilty tego zwiazku. Niewatpliwie mutacje

67



w genie PBRM1 wiaza si¢ z odpowiedzig na immunoterapi¢ w ccRCC [99]. Dlatego lepsze
zrozumienie mechanizméw molekularnych lezacych u podstaw zwiazku miedzy
wystepowaniem mutacji w genie PBRM1 a odpowiedzig na immunoterapi¢ inhibitorami
immunologicznego punktu kontroli moze pozwoli¢ na rozszyfrowanie tych pozornie

sprzecznych wynikow [81].

* wyczerpanie limfocytow T CD8
o wiekszy naciek limfocytéw T CD8

. « krotszy czas przezycia

PBRM1 mutacja -
40% ccRCC

Created in BioRender.com bio

Rys. 28 Schemat przedstawia naciek limfocytow T w mikrosrodowisku jasnokomoérkowego
raka nerki w zaleznosci od mutacji w genie PBRM 1. Rysunek zrobiono przy pomocy programu

Biorender.

Innym waznym czynnikiem prognostycznym w jasnokomorkowym raku nerki jest
ekspresja mniejszej podjednostki reduktazy rybonukleotydow RRM2 [82], a jej zahamowanie
indukuje apoptoz¢ i eliminacje komoérek nowotworowych. Dodatkowo, ekspresja RRM2 w
komorkach ccRCC jest zalezna od kompleksu SWI/SNF z podjednostka BAF180 (PBRM1)
[83]. W przedstawionej pracy nadekspresja RRM2 wystepowata w pojedynczych komoérkach
ccRCC lub skupiskach komorek, a nie w catym guzie. Zaobserwowano, ze woko6t komorek raka
nerki z duza iloscia RRM2 wystgpowatl obfity naciek limfocytow T. Ekspresja RRM2
korelowata z ekspresja CD4, co moze $wiadczy¢, ze wokot komoérek ccRCC z nadekspresja
RRM2 wystepujg limfocyty T CD4, a nie CD8. Limfocyty T CD4 s3 gldéwnymi limfocytami
infiltrujagcymi mikrosrodowisko ccRCC i niewatpliwie, poprzez wydzielanie wielu cytokin 1
innych czasteczek, wywieraja wptyw na komoérki nowotworowe, ktore wiaczaja mechanizmy

obronne przed atakiem uktadu odporno$ciowego i wraz z rozwojem guza zwickszaja swoj
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potencjatl do tworzenia przerzutéw odlegtych. W przeprowadzonych w tej pracy badaniach
wykazano, ze ilo§¢ naciekajacych limfocytow T (CD4 i CD8) w mikrosrodowisku ccRCC u
pacjentéw z chorobg pierwotnie rozsiang nie miata wpltywu na ilo$¢ przerzutéw. Podobnie
stosunek limfocytow T CD4/CDS8 nie determinowal miejsca wystgpowania przerzutdw
odleglych.

Poczatkowo, kiedy wdrazano immunoterapi¢ anty PD-1/PD-L1 wydawalo sig, ze ilo$¢
PD-L1 na komoérkach nowotworowych bedzie dobrym czynnikiem predykcyjnym dla tego
leczenia. Z czasem okazato si¢ jednak, ze ilo§¢ PD-L1 na komorkach nowotworowych nie jest
dobrym markerem [91, 92]. Przeprowadzone badanie ilo$ci PD-L1 na powierzchni komorek
nowotworowych u pacjentéw z ccRCC nie wykazata wyraznej nadekspresji tego markera w
komorkach raka. Dodatkowo pragne zaznaczy¢, ze tylko w pojedynczych przypadkach
obserwowalem ekspresje PD-L1 na komoérkach ccRCC i nie korelowato to z zadng z badanych
grup pacjentéw. Ilos¢ PD-L1 byta rézna i wydaje si¢, ze wynikata z uwarunkowan osobniczych
u poszczegolnych pacjentow. Co ciekawe, w komorkach ccRCC u pacjentéw z chorobg
pierwotnie rozsiang, PD-L1 miat wyrazng lokalizacj¢ jadrowa. To, jaka funkcj¢ moze petnié¢
PD-L1 w jadrze komoérkowym w komérkach ccRCC weigz nie jest zbadane. Srodowisko
naukowe jest podzielone uwazajac, ze jadrowa lokalizacja PD-L1 moze by¢ artefaktem
wynikajacym z barwienia, niespecyficznosci przeciwcial itp.. Jednak coraz wigcej prac
potwierdza, ze PD-L1 pelni pewna funkcj¢ w jadrze komorkowym, a nawet moze bra¢ udziat
w ,,odwréconej sygnalizacji”, gdzie PD-L1 dziata jako receptor - co opisano w chloniaku
Hodgkina [84]. Ponadto wykazano, ze acetylacja PD-L1 powoduje jego translokacje¢ do jadra
komoérkowego [85]. Natomiast w czerniaku oka odkryto, ze jadrowy PD-L1 indukuje
angiogenez¢ 1 zwigksza potencjal inwazyjny komorek nowotworowych [86].

Terapia neoadjuwantowa jest obecnie przedmiotem badan i dostgpna jest w programach
klinicznych. Jesli za§ chodzi o terapi¢ adjuwantowa, ta wcigz stanowi ona przedmiot do
dyskusji, zwlaszcza wobec sprzecznych wynikéw badan klinicznych z zastosowaniem
modyfikacji odpowiedzi immunologicznej. Aktualna wiedza oparta jest na czterech badaniach
klinicznych: Keynote-564, IMmotion010, CheckMate 914 oraz PROSPER.

Badanie Keynote-564 jest pierwszym i jedynym badaniem przedstawiajacym korzys¢ z
leczenia uzupetniajacego u pacjentdw z posrednim stopniem ryzyka wznowy (pT2, stopien 4
lub cechy migsakowate, NO, M0 oraz pT3, kazdy stopien, NO, M0) i wysokim stopniem ryzyka
wznowy (pT4, kazdy stopien ztosliwosci guza, NO, MO lub kazde pT, kazdy stopien ztosliwosci
guza, N+, MO lub M1 z brakiem objawow choroby po resekcji ognisk skapoprzerzutowych < 1

rok od nefrektomii). Do leczenia stosowano pembrolizumab, czyli humanizowane przeciwciato
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monoklonalne, ktorego celem jest receptor biatka programowanej $mierci komorkowej 1 (PD-
1) w limfocytach. W badaniu wykazano dtuzszy czas przezycia wolny od choroby (DFS) u
pacjentdow leczonych pembrolizumabem. Catkowite przezycie (OS) wykazalo nieistotng
statystycznie korzys$¢ ze stosowania pembrolizumabu (97% w poréwnaniu do 94% w grupie
placebo), jednak okres obserwacji byt stosunkowo krotki (2 lata). Korzys$ci odniesli chorzy w
kazdej grupie badanej, w tym pacjenci z chorobg M1 po radykalnej resekcji [95]. Nalezy w tym
miejscu zaznaczy¢, ze taka terapia jest w Polsce od niedawna refundowana w ramach programu
lekowego.

Nie mozna jednak poming¢ w dyskusji badan negatywnych. W badaniu III fazy,
IMmotion010, chronologicznie pierwszym z omawianych tutaj, oceniono leczenie
adjuwantowe z wykorzystaniem inhibitora PD-L1 - atezolizumabu. W badaniu zastosowano
kryteria wlaczenia analogiczne jak w badaniu Keynote-564, czyli terapii poddano pacjentow z
posrednim i wysokim ryzykiem wznowy, oraz pacjentow z chorobg M1 po radykalnej resekcji.
Gltowny punkt koncowy, tj. poprawa okresu przezycia wolnego od choroby (DFS), nie zostat
osiggnigty dla grupy badanej. Mediana DFS wyniosta 57,2 miesigca dla atezolizumabu oraz
49,5 miesigca dla placebo. Zadna z podgrup badawczych nie sugerowata korzysci w zakresie
DFS w przypadku atezolizumabu, nawet podgrupa z chorobag M1, z cechami migsakowatymi
(wyrazne korzysci wykazano w badaniu Keynote-564) oraz u pacjentow, u ktorych ekspresja
PD-L1 wynosita powyzej 1%. Nie wykazano rowniez roznic w catkowitym przezyciu [96].

W badaniu CheckMate 914 oceniono skojarzenie humanizowanych przeciwciat
monoklonalnych, ktore blokuja PD-1 1 CTLA-4, to jest niwolumabu i ipilumumabu, w leczeniu
uzupehiajagcym w raku nerkowokomorkowym. Pacjenci wiaczeni do badania nalezeli do grupy
posredniego 1 wysokiego ryzyka, jednak bez chorych w stadium oligometastatycznym. Okres
obserwacji wynosit 37 miesiecy. Gtéwny punkt koncowy, jakim bylo przezycie wolne od
choroby (DFS), nie zostat osiggniety. Co ciekawe, u pacjentow z komponentg sarkomatoidalng
i chorych z ekspresja PD-L1 >1% ryzyko wzgledne (HR) bylo nizsze w terapii skojarzonej [97],
co dato sygnat, iz dla czgsci pacjentdéw immunoterapia moze zmienia¢ przebieg choroby.

Ostatnie badanie, PROSPER, to leczenie okolooperacyjne skladajace si¢ z jednego
cyklu niwolumabu, po ktérym wykonywana jest radykalna lub cze$ciowa nefrektomia, a
nastgpnie prowadzone jest leczenie niwolumabem, juz o zatozeniu adjuwantowym. Grupa
kontrolng byli pacjenci bez leczenia systemowego. Do badania wiaczano pacjentéw z
podejrzeniem raka nerkowokomorkowego w stadium klinicznym >= c¢T2 lub kazde cT, cN+
lub pacjentéw z wybrang chorobg oligometostatyczng, jesli w ciggu 12 tygodni po operacji nie

wystepowaty u nich cechy wznowy miejscowej lub uogoélnienia choroby. Przed wdrozeniem
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do badania konieczne bylo wykonanie biopsji nerki. Gtowny punkt koncowy, jakim bylo
przezycie wolne od nawrotu nowotworu (RFS) byl podobny w obu grupach badawczych.
Catkowite przezycie (OS) réwniez nie wykazywalo réznicy statystycznej [98].

We wszystkich wymienionych badaniach kryteriami do wlaczenia jest stopien
zaawansowania choroby w klasyfikacji TNM. Pomimo wysokiej immunogenno$ci ccRCC,
status immunologiczny nie jest brany pod uwage w kryterium wiaczenia do badania. W
ograniczonym stopniu uwzglednia si¢ zmiany immunologiczne, w postaci ekspresji PD-L1 w
guzie >1% - dotyczyto to badan IMmotion010 oraz CheckMate 914.

Wedle zalecen Europejskiego Towarzystwa Urologicznego, jedyna zalecang forma
leczeniem adjuwantowego u pacjentdw posredniego i wysokiego ryzyka wznowy oraz u
pacjentéw z chorobg oligometastatyczng po radykalnej resekcji jest terapia pembrolizumabem.
Stopien zalecen jest slaby, a panel ekspercki zaznacza, iz duzy odsetek pacjentdw otrzymuje
niepotrzebne i potencjalnie szkodliwe leczenie. Nalezy bowiem pami¢ta¢ o mozliwosci
wystapienia groznych, czasem fatalnych nastgpstwach immunoterapii — co z kolei jest
doskonale udokumentowane w omawianych powyzej badaniach klinicznych. Ponadto warto
zaznaczy¢, iz w chwili obecnej nie ma biomarkeréw pozwalajacych przewidzie¢ wynik
leczenia. Na podstawie przeprowadzonych analiz, naciek limfocytow CD4 i CDS8 oraz ich
wzajemny stosunek moze by¢ potencjalnie jednym z czynnikdw prognostycznych,
utatwiajacych kwalifikacje do leczenia pacjentéw szczeg6lnie narazonych na nawrot.

Na podstawie wszystkich uzyskanych w tej pracy wynikow oraz danych klinicznych
przeprowadzono analiz¢ czynnikow ryzyka potencjalnie wyplywajacych na czas przezycia
pacjentdow za pomocg modelu proporcjonalnego hazardu Coxa. W analizie jedno, jak i
wielowymiarowe] wytypowano, iz ilo§¢ limfocytow T CD4 i CDS8 naciekajacych guz, stopien
ztosliwosci, 1los¢ plytek krwi we krwi obwodowej, stosunek liczby neutrofili do limfocytow T,
wiek w czasie operacji oraz jadrowa lokalizacja PD-L1 (model wielowymiarowy) maja
znaczenie rokownicze i wptyw na czas przezycia pacjentéw z rozpoznanym ccRCC. W analizie
modelu proporcjonalnego hazardu Coxa, z podziatem na poszczegdlne grupy pacjentow, tylko
jadrowa lokalizacja PD-L1 u pacjentéw z brakiem wznowy do 5-u lat po resekcji guza
pierwotnego moze mie¢ wplyw na czas przezycia pacjentow. Nalezy zaznaczy¢, ze u pacjentow
z pierwotnie rozsianym ccRCC znaczenie rokownicze ma ilo$¢ limfocytow T CD8
naciekajacych guz pierwotny. Analiza potencjalnych czynnikow wptywajacych na stopien
zaawansowania choroby przeprowadzonej za pomocg wielomiarowej regresji logistycznej
wykazala, ze czynnikami, ktére moga mie¢ znaczenie dla stopnia zaawansowania choroby sa:

ilos¢ limfocytow T (gléwnie CDS), wyzsza ilo$¢ ptytek krwi w krwi obwodowej oraz jadrowa
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lokalizacja PD-L1. W wielu pracach wykazano, ze ptytki krwi, czgsto pomijany sktadnik
uktadu odpornosciowego, sprzyjaja wzrostowi nowotworu. W raku jasnokomoérkowym nerki
wykazano, ze krazace komorki nowotworowe s3 powigzane z ptytkami krwi i komoérkami
zapalnymi uktadu odporno$ciowego [85]. Sugeruje si¢, ze plytki krwi chronig przerzutujace
komorki przed uszkodzeniem i zniszczeniem przez komorki uktadu odpornosciowego.
Wydaje sie, ze badanie komorek uktadu odpornosciowego, a gléwnie limfocytéow T
naciekajacych nowotwoér, wcigz jest niedocenionym czynnikiem, ktéry moze okazaé si¢
pomocny w planowaniu leczenia i obserwacji pacjenta. Jednak wiaczenie przedstawionych

obserwacji do praktyki klinicznej wymaga dalszych intensywnych badan.
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VI1. Whnioski:

1.

Jadrowa lokalizacja PD-L1 w komodrkach nowotworowych przewazata u pacjentéw z
pierwotnie rozsianym ccRCC.

Blonowa ekspresja PD-L1 na komorkach c¢ccRCC wystepowata w pojedynczych
przypadkach i nie stwierdzono korelacji jej wystgpowania z zadna z grup pacjentow.
Limfocyty T CD4 wystepuja w wigkszej ilosci niz limfocyty T CD8 w mikrosrodowisku
jasnokomoérkowego raka nerki.

Wraz ze wzrostem zaawansowania choroby zwigksza si¢ naciek limfocytow T CD8 i
maleje stosunek limfocytéw T CD4 do CDS.

Stosunek CD4/CD8 moze by¢ w przysztosci dobrym markerem predykcyjnym u
pacjentdw z ccRCC jednak wymaga to walidacji na wiekszej grupie pacjentow.
Mutacja w genie PBRM1 w ccRCC powoduje znaczace zmniejszenie infiltracji
limfocytéw T CDS, ale nie CDA4.

[lo$¢ plytek krwi we krwi obwodowej oraz stosunek liczby neutrofili do limfocytow T
maja znaczenie rokownicze i wpltywaja na czas przezycia pacjentOw z rozpoznanym

ccRCC.
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Spis rysunkow

Rys.1. Najwazniejsze odkrycia naukowe, ktoére mialy znaczenie w poznaniu przyczyny
powstawania i rozwoju jasnokomoérkowego raka nerki.

Rys. 2. Zmiany molekularne odpowiedzialne za powstawanie i rozwdj jasnokomorkowego raka
nerki.

Rys.3. Funkcja biatka VHL w warunkach normoks;ji i hipoksji oraz w przypadku mutacji w
genie VHL.

Rys. 4 Analiza ekspresji CD274 (PD-L1) w ccRCC w poréwnaniu do tkanki zdrowej nerki, wg
bazy TCGA p<0,001.

Rys. 5 Analiza ekspresji CTLA-4 w ccRCC w porownaniu z tkanka zdrowa, wg bazy TCGA
p<0,001.

Rys. 6 Analiza ekspresji CD4, markera specyficznego dla limfocytoéw T CD4, wg bazy TCGA
p<0,001.

Rys. 7 Analiza CD8A, markera charakterystycznego dla limfocytow T CD8 w probkach ccRCC
vs tkanka zdrowa, wg bazy TCGA p<0,001.

Rys. 8 Wplyw ekspresji CD8A, jednej z podjednostek receptora CD8 na limfocytach T na czas
przezycia pacjentow z rozpoznanym ccRCC.

Rys. 9 Wptyw ekspresji CD4 na czas przezycia pacjentdw z rozpoznanym ccRCC.

Rys. 10 Wplyw ekspresji CTLA-4 na czas przezycia pacjentow z rozpoznanym ccRCC.

Rys. 11 Analiza immunohistochemiczna probek ccRCC z uzyciem przeciwcial anty-CDS i1
anty-CD4. W mikro$rodowisku guza ccRCC obserwowany jest wyrazny naciek limfocytow T
CD8 1 CDA4.

Rys. 12 Analiza ilo$ci naciekajacych limfocytéw T CD4 1 CD8 w mikrosrodowisku guz ccRCC
bez podziatu na podgrupy; p<0,0001.

Rys. 13 Analiza statystyczna % nacieku limfocytow T CD4 i CD8 w mikrosrodowisku guza
ccRCC z uwzglednieniem podziatu na grupy: pacjenci bez wznowy, ze wznowg oraz z choroba
pierwotnie rozsiang. p<0,0001.

Rys. 14 Analiza ekspresji CD4 w probkach ccRCC w zaleznos$ci od statusu mutacji w genie
PBRMI w poréwnaniu z tkanka zdrowa. * p value<0,05, ** p value<0,001, *** p value
<0,0001.

Rys. 15 Analiza ekspresji genu CD8A w probkach ccRCC w zaleznosci od statusu mutacji w
genie PBRM 1 w poréwnaniu z tkankg zdrowa. * p value<0,05, ** p value<0,001, *** p value
<0,0001.
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Rys. 16 Analiza ekspresji PD-L1 (CD274) w probkach ccRCC w zaleznosci od statusu mutacji
w genie PBRM1 w poroéwnaniu z tkankg zdrowa. * p value<0,05, ** p value<0,001, *** p value
<0,0001.

Rys. 17 Analiza ekspresji CTLA-4 w probkach ccRCC w zalezno$ci od statusu mutacji w genie
PBRMI w poréwnaniu z tkanka zdrowa. * p value<0,05, ** p value<0,001, *** p value
<0,0001.

Rys. 18 Ekspresja RRM2 w komoérkach zdrowej nerki i ccRCC, gwiazdka oznaczono
przyktadowe skupiska komorek guza, ktére barwia si¢ pozytywnie przeciwciatami anty-RRM?2.
Analiza THC.

Rys. 19 W miejscach wysokiej ekspresji RRM2 w c¢ccRCC obserwowano obfity naciek
limfocytéw T — TILs.

Rys. 20 Korelacja pomigdzy ekspresja RRM2 i CD4 w probkach klinicznych ccRCC.

Rys. 21 Analiza ilo$ci przerzutéw odleglych w zaleznosci od ilo$ci naciekajacych limfocytow
T CD8 w mikrosrodowisku guza.

Rys. 22 Analiza ilo$ci przerzutéw odleglych w zaleznosci od ilo$ci naciekajacych limfocytow
T CD4 w mikrosrodowisu guza.

Rys. 23 Analiza lokalizacji wystgpowania przerzutow w zaleznosci od stosunku ilo$ci
limfocytow T CD4 do CD8 naciekajacych mikrosrodowisko guza u pacjentow z
zaawansowanym ccRCC.

Rys. 24 Analiza ilo$ci PD-L1 w probkach od pacjentéw z ccRCC. Barwienie wykonano metoda
IHC z uzyciem specyficznych przeciwciata anty-PD-L1. P- pacjent.

Rys. 25 Jadrowa lokalizacja PD-L1 w probkach od pacjentéw z pierwotnie rozsianym ccRCC.
Strzatki wskazuja przyktadowe barwienie jadrowe PD-L1.

Rys. 26 Analiza ilosci PD-L1 w grupie pacjentdw z pierwotnie rozsianym ccRCC wg ilo$ci
wystepowania przerzutow.

Rys. 27 Schemat pokazujacy naciek limfocytow T CD4 i CD8 w mikrosrodowisku
jasnokomodrkowego raka nerki. Rysunek zrobiono przy pomocy programu Biorender.

Rys. 28 Schemat przedstawia naciek limfocytow T w mikrosrodowisku jasnokomodrkowego

raka nerki w zalezno$ci od mutacji w genie PBRM 1.
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Spis tabel

Tabela 1 Klasyfikacja guzow nerek wg WHO

Tabela 2 Klasyfikacja nowotworéw nerki TNM 2017r.

Tabela 3 Najwazniejsze zespoly dziedziczne zwigzane z wystgpowaniem rakow nerki

Tabela 4 Modele rokownicze UISS oraz SSIGN dla pacjentow po leczeniu radykalnym
Tabela 5 Model rokowniczy IMDC dla pacjentow z uogo6lnionym rakiem nerki

Tabela 6 Leczenie pierwszego rzutu u pacjentOw z metastatycznym rakiem
nerkowokomoérkowym podtyp jasnkomorkowy

Tabela 7 Przeciwciata uzyte do badan i warunki ich wykorzystania.

Tabela 8 Charakterystyka pacjentow oraz zaleznosci miedzy grupami (* test ch-kwadrat; #
ANOVA; ** test Kruskalla-Wallisa)

Tabela 9 Model proporcjonalnego hazardu Coxa czynnikdw ryzyka potencjalnie
wplywajacych na przezycie pacjentow dla wszystkich grup tacznie.

Tabela 10 Model proporcjonalnego hazardu Coxa czynnikéw ryzyka potencjalnie
wplywajacych na przezycie pacjentow z podzialem na poszczeg6élne grupy w zalezno$ci od
stanu zaawansowania choroby.

Tabela 11 Analiza potencjalnych czynnikdw mogacych mie¢ wplyw na zaawansowanie

choroby.
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