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Wykaz skrotow

APC - komorka prezentujaca antygen (ang. antigen presenting cell)
BAP-1 - (ang. BRCA1 Associated Protein 1)

C-index - (ang. Centrality index)

CAR-T - terapia wykorzystujgaca zmodyfikowane (chimeryczne) limfocyty T, (ang. chimeric

antigen receptor (CAR) T- cell therapy)

c¢cRCC - jasnokomorkowy rak nerki (ang. clear cell renal cell carcinoma)

CRP - bialko C-reaktywne (ang. C-reactive protein)

CTLA-4- (ang. cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4)

CD4 CTLs - limfocyty CD4+ cytotoksyczne (ang. cytotoxic subset of lymphocytes CD4)
DAMPs - (ang. damage-associated molecular patterns)

EMT - przejscie nablonkowo-megenchymalne (ang. epithelial-mesenchymal transition)
EPO- erytropoetyna

FDA - Agencja ds. Zywnosci i Lekéw (ang. The Food and Drug Administration)

Foxp3 - (ang. forkhead box P3)

G-CSF - czynnik stymulujacy koloni¢ granulocytow (ang. granulocyte colony-stimulating

factor)

GM-CSF - czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow i makrofagow (ang.

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)
HAR - (ang. HyperAcute Renal )
HIF -1 a- czynnik indukowany hipoksja -1 a (ang. hypoxia inducible factor - 1 )

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



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

ICIs - inhibitory punktéw kontrolnych uklady odpornosciowego (ang. immune checkpoint

inhibitors)

IDO-1 - dioksygenaza 1 2-3 indolaminy (ang. indoleamine 2,3-dioxygenase 1)

IFN - v - interferon gamma (ang. interferon-gamma)

iRAE - dzialania niepozadane zwiazane z ukladem immunologicznym (ang. immune related

adverse effects)

ISUP - International Society of Urological Pathologists

LAG-3 - gen aktywacji limfocytow 3 (ang. lymphocyte-activation gene 3)

LDH - dehydrogenaza mleczanowa (ang. lactate dehydrogenase)

mTOR- (ang. mammalian target of rapamycin)

MAGE-1 - (ang. melanoma - associated antigen 1)

MAPK - kinazy bialkowe aktywowane mitogenami (ang. mitogen-activated protein Kinases)

MDSC - mieloidalne komorki supresorowe (ang. myeloid-derived suppressor cells)

NK - komorki NK- naturalni zabdjcy (ang. natural killer)

NKT - limfocyty NKT (ang. Natural killer T)

NLR - (ang. nod-like receptor: nucleotide oligomerization domain receptor)

NSCLC- rak niedrobnokomorkowy pluca (ang. non-small cell lung cancer)

NSS - zabieg nefrektomii oszcz¢dzajacej (ang. Nephron sparing surgery)

OSMR - receptor dla onkostatyny M (ang. oncostatin M receptor)

PADUA - (ang. Preoperative Aspects and Dimensions Used for an Anatomical )

PAMPs - (ang. pathogen-associated molecular patterns)



PBRM-1 - (ang. protein polybromo-1)

PD-1 — bialko programowanej $Smierci 1 (ang. programmed death protein 1)

PD-L1 - ligand receptora programowanej Smierci 1 ligand 1 (ang. programmed death protein

1 ligand 1)

PDGEF - plytkowy czynnik wzrostu (ang. platelet-derived growth factor)

PI3K-Akt - (ang. protein kinase B (PKB or Akt)

PLT - plytki krwi (ang. platelets)

R.E.N.A.L - (ang. (R)adius, (E)xophytic/endophytic properties of the tumor, (N)earness of
tumor deepest portion to the collecting system or sinus, (A)nterior (a)/posterior (p) descriptor

and the (L)ocation relative to the polar line)

RBC czerwone krwinki (ang. red blood cells)

SDHD- podjednostka kompleksu dehydrogenazy bursztynianowej D (ang. succinate

Dehydrogenase Complex Subunit)

SETD?2 - (ang. SET Domain Containing 2)

TCR - receptor limfocytow T (ang. T-cell receptor)

TGF a - transformujacy czynnik wzrostu alfa (ang. transforming growth factor alpha)

TLR - receptor toll-podobny (ang. toll-like receptor)

TME - mikrosrodowisko guza (ang. tumor microenvironment)

TMPRSS2 - transblonowa proteaza serynowa 2 (ang. transmembrane serine protease 2)

TRAIL - ligand indukujacy apoptoze¢ zwiazany z TNF (ang. TNF-related apoptosis-inducing

ligand)

Treg - limfocyty T regulatorowe (ang. regulatory T-cells)



VEGEF - czynnik wzrostu sSrodblonka naczyniowego (ang. vascular endothelial growth factor)

VHL - Von Hippel - Lindau

VISTA - Supresor aktywacji limfocytow T zawierajacy domene¢ immunoglobuliny typu V

(ang. V-type immunoglobulin domain-containing suppressor of T-cell activation)

WBC - biale krwinki (ang. white blood cells)

WHO - World Health Organization



Streszczenie

Wstep: Jasnokomorkowy rak nerki (ang. clear cell renal cell carcinoma - ccRCC) jest najczestszym
nowotworem zto§liwym tego narzadu. Pomimo postepow w terapii ccRCC jest to nowotwor oporny
na leczenie i cechuje si¢ niepomys$lnym rokowaniem w zaawansowanych stadiach. W zwiazku z
tym, konieczne jest poszukiwanie nowych $ciezek terapeutycznych w oparciu zarowno o analize
zaburzen molekularnych jak i ich korelacj¢ z naciekiem 1 aktywnos$cig uktadu immunologicznego.
ccRCC jest jednym z nowotwordéw charakteryzujacych si¢ wysoka immunogennoscig z obfitym
naciekiem limfocytéw T w mikro§rodowisku guza (ang. tumor infiltraiting lymphocytes - TILs).
Dostepne dane sugeruja, ze nowotwor ten charakteryzuje si¢ wysokim odsetkiem TILs z przewaga
limfocytéw CD4+ nad limfocytami CD8+. Niemniej jednak, limfocyty T obecne w $rodowisku
guza wydaja si¢ by¢ jednak u$pione i nie speiniaja swojej funkcji. Onkostatyna M 1 jej receptor
OSMR sg biatkami zaangazowanymi w patogenez¢ ccRCC 1 w cze$ci nowotwordw mogg dziataé
jako stymulator uktadu odpornosciowego, podczas gdy w pozostatych chorobach nowotworowych
posrednicza w immunosupresji. Przeprowadzone badania wykazaty, ze OSMR moze by¢

zaangazowany w wyczerpanie efektorowych limfocytow T CD4+, podobnie jak biatko TMPRSS2.

Material i metody: Materiat badawczy stanowilo 161 probek ccRCC uzyskanych od pacjentow z
Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie Panstwowego Instytutu
Badawczego - NIO-PIB. Wszystkie probki zostaly scharakteryzowane pod katem typu, stadium
(klasyfikacja TNM) oraz stopnia zlosliwosci histologicznej. Za pomoca analizy

immunohistochemicznej oceniano obecnos¢ OSMR, IDO-1 1 TMPRSS2 w badanym materiale.

Wyniki: Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty, ze ccRCC charakteryzuje si¢ duzg liczba TILs

w mikrosrodowisku guza. Ponadto, biatko OSMR jest obecne nie tylko na powierzchni komorek
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nowotworowych, ale takze na powierzchni TILs. Dodatkowo, poziom OSMR obecnego na TILs
jest wysoki zwlaszcza w zaawansowanej chorobie przerzutowej ccRCC. Ponadto, liczba
limfocytow T z obecnoscig OSMR korelowata z naciekiem TILs. Z kolei, ekspresje IDO1 wykryto
przede wszystkim w cytoplazmie komoérek kanalikow proksymalnych zdrowej nerki, chociaz w
komorkach raka obserwowano ekspresje ektopowa. TMPRSS2 byt obecny w TILs tylko w
niektorych przypadkach i nie korelowat z TILs ani progresja ccRCC.

Whioski: OSMR wystepuje nie tylko w komodrkach nowotworowych, ale przede wszystkim na
powierzchni TILs. Co wigcej, poziom OSMR obecnego na TILs wykazuje silng korelacje ze
stopniem zaawansowania choroby i moze stuzy¢ jako marker wyczerpania limfocytow T CD4+.
Jednakze, jego funkcja prognostyczna w odpowiedzi na immunoterapi¢ bgdzie oceniana w
przysztosci. Dodatkowo, OSMR moze petni¢ takze role receptora bezposrednio zaangazowanego w

inaktywacje limfocytow T CD4+.



Summary

Introduction: Clear cell renal cell carcinoma (ccRCC) represents the most prevalent malignant
tumor affecting the renal organ. Despite therapeutic advancements, ccRCC remains a treatment-
resistant malignancy with a poor prognosis, particularly in advanced stages. Consequently, the
exploration of novel therapeutic avenues becomes imperative, grounded in the analysis of molecular
abnormalities and their correlation with the immune system. ccRCC distinguishes itself among
tumors due to its heightened immunogenicity, featuring a profuse infiltration of T lymphocytes
within the tumor microenvironment, known as tumor-infiltrating lymphocytes (TILs). Current data
indicates a notable abundance of TILs, with a prevalence of CD4+ lymphocytes over CD8+
lymphocytes. Unfortunately, T cells within the tumor milieu appear dormant, failing to fulfill their
intended functions. Oncostatin M and its OSMR receptor are proteins implicated in the
pathogenesis of ccRCC. In certain cancers, they may act as immune system stimulators, while in
others, they mediate immunosuppression. Our conducted research suggests that OSMR may play a

role in the exhaustion of effector CD4+ T cells in ccRCC, akin to the TMPRSS2 protein.

Materials and Methods: The research material comprised 161 ¢ccRCC samples obtained from
patients from the Maria Sklodowska-Curie National Research Institute of Oncology. All samples
were evaluated based on type, stage (TNM classification), and histological grade. The presence of
OSMR, IDO-1 and TMPRSS2 in the examined material was assessed using the

immunohistochemical method.

Results: The findings from the conducted studies reveal that ccRCC is characterized by a
significant presence of TILs within the tumor microenvironment. Additionally, the OSMR protein is

not only evident in the tumor cells but is also present on the surface of TILs, exhibiting elevated
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levels in disseminated ccRCC. Furthermore, the abundance of T lymphocytes exhibiting OSMR
correlates with the infiltration of TILs. IDO-1 expression was mainly identified in the cellular
cytoplasm of normal kidney proximal tubules. However, ectopic expression was observed in cancer
cells. TMPRSS2 was found in TILs only in select cases and did not exhibit correlation with TILs or
ccRCC progression.

Conclusions: OSMR manifests not only within cancer cells but predominantly within TILs. The
OSMR level exhibited by TILs demonstrates a robust correlation with the disease stage and may
potentially serve as a marker for CD4+ T cell exhaustion. However, its prognostic role in response
to immunotherapy will be subject to future assessment. Furthermore, OSMR could emerge as a

novel receptor directly implicated in the inactivation of CD4+ T cells.



I. 1. Wstep

1.1 Nowotwory jako choroby cywilizacyjne

Zapadalno$¢ na nowotwory oraz $§miertelno$¢ przez nie powodowana ulegaja statemu wzrostowi od
wielu lat. Zwigkszona ilo§¢ zachorowan oraz starzenie si¢ spoteczenstwa wymagaja podjecia
krokéow nie tylko zwigzanych z promocja zachowan prewencyjnych, ale przede wszystkim
dotyczacych leczenia chorych na nowotwory ztosliwe. Leczenie chirurgiczne w potaczeniu z
chemioterapig lub radioterapiag moze by¢ skuteczne w guzach o niewielkim zaawansowaniu. W
wielu przypadkach jednak, zwlaszcza w stadium choroby przerzutowej, okazuje si¢, ze dotychczas
stosowane metody leczenia sg nieskuteczne. Jasnokomoérkowy rak nerki jest nowotworem, ktory
mimo cze¢sciowo poznanej etiologii oraz czynnikow ryzyka, wcigz stanowi wyzwanie dla
klinicystow zwtaszcza na etapie choroby przerzutowej. Dane z ostatnich dwoch dekad wskazuja na
wzrost zachorowalno$ci na jasnokomoérkowego raka nerki, srednio o 2 % rocznie zardwno w
Europie jak i na $wiecie [1]. Wobec powyzszego, kluczowe wydaje si¢ poszukiwanie nowych
Sciezek terapeutycznych dla jasnokomodrkowego raka nerki. Tak jak niewielkie ograniczone do
narzagdu guzy nerki wykazuja dobrg dopowiedz na stosowane leczenie, tak przerzuty odlegle
mogace pojawiac si¢ nawet wiele lat po zakonczeniu leczenia stanowig wyzwanie dla wspotczesnej
medycyny. Oporno$¢ na stosowane schematy terapeutyczne wydaje si¢ by¢ skutkiem ciagtej
ewolucji nowotwordéw oraz szeroko pojetej heterogennosci komorek nowotworowych. Tym bardziej
konieczne jest poznanie molekularnych podstaw patogenezy chorob nowotworowych w celu
poszukiwania nowych potencjalnych metod leczenia. Obecnie gtownym przedmiotem badan nad
chorobami nowotworowymi sg nie tylko zaburzenia genetyczne, gdzie mutacja dziata jak czynnik

spustowy dla rozpoczgcia procesu karcynogenezy, ale takze ,relacja” jaka nowotwdr ma z uktadem
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immunologicznym chorego. Wydaje si¢, ze wobec licznych niepowodzen stosowanej chemioterapii
lub radioterapii oraz zwigzanych z nimi powaznymi skutkami ubocznymi, immunoterapia staje si¢
nadzieja, nie tylko systemow opieki zdrowotnej, ale przede wszystkim pacjentow onkologicznych,
na to by uczyni¢ z raka przynajmniej chorob¢ przewlekta. Cho¢ w przypadku jasnokomoérkowego
raka nerki sg juz obecnie stosowane schematy immunoterapeutyczne to jednak ich skuteczno$¢
wcigz jest niezadowalajaca zwlaszcza w stadium choroby przerzutowej [2]. Wobec powyzszego,
wydaje si¢, ze zadaniem priorytetowym nie tylko dla naukowcow czy przedstawicieli opieki
medycznej, ale takze pacjentéw jest zwalczanie chordb nowotworowych na kazdym ich etapie,
wlacznie z profilaktyka obejmujaca zdrowy tryb zycia i okresowe badania lekarskie. Coraz nowsze
metody diagnostyczne wykorzystywane zarowno przez klinicystow jak i naukowcow pozwalajg na
zbadanie zarowno molekularnych aspektéw choréb nowotworowych jak i ich korelacji z uktadem
immunologicznym, co moze przyblizy¢ nas do opracowania skutecznych terapii

przeciwnowotworowych.
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1.2 Jasnokomoérkowy rak nerki

Jasnokomoérkowy rak nerki (ang. clear cell renal cell carcinoma - ccRCC) to najczesciej
wystepujacy nowotwor ztosliwy tego narzadu, ktory stanowi okoto 80-90% przypadkoéw raka nerki.
Jest to tez trzeci co do czgstosci wystepowania nowotwor ztosliwy uktadu moczowego, cechuje si¢
on najwyzsza $Smiertelnos$cia [3]. Najwickszy odsetek zachorowan na jasnokomoérkowego raka nerki
odnotowuje si¢ w Europie Zachodniej oraz w Stanach Zjednoczonych. Krajowy Rejestr
Nowotwordéw nie prowadzi statystyki uwzgledniajacej podtyp histologiczny raka nerki. Zaktadajac
jednak, ze ccRCC stanowi okoto 80% wszystkich zachorowan, dane wyraznie wskazuja na wzrost
zarOwno zachorowalnos$ci jak 1 $miertelnosci z powodu ccRCC w porownaniu do lat poprzednich
[1]. Co wigcej, prognoza zachorowan na kolejne lata rowniez wskazuje tendencje wzrostowa.
Obecnie w Polsce stwierdza si¢ okoto 5000 nowych zachorowan na raka nerki rocznie (me¢zczyzni
— okoto 3000, kobiety — okoto 2000 przypadkéw), a z powodu raka nerki umiera kazdego roku
okoto 2500 chorych (odpowiednio: 1500 i 1000 osob) [1]. Wzrost liczby nowych zachorowan na
jasnokomodrkowego raka nerki moze réwniez po cz¢$ci wynika¢ z wigkszej wykrywalnosci ccRCC
zwigzane] z wigksza dostgpnoscia do badan diagnostycznych takich jak chociazby USG, a takze z
powodu wzrostu ogélnej swiadomosci spoteczenstwa na temat czynnikdéw ryzyka zachorowania na
nowotwory ztosliwe. Histologicznie nowotwor ten wywodzi si¢ z komorek nabtonkowych kanalika
proksymalnego nefronu i lokalizuje si¢ najczesciej jako pojedynczy guz w warstwie korowej nerki
(Rys.1) [4]. Makroskopowo jest to otorebkowany zolty, owalny lub okragly dobrze odgraniczony
guz z bogata siecig naczyn krwiono$nych oraz ogniskami martwicy, wylewoéw krwawych czy zmian
torbielowatych wystepujacych w réznych proporcjach. Swoje zotte zabarwienie ccRCC zawdzigcza
obecnos$ci thuszczy takich jak cholesterol czy fosfolipidy [5]. Cecha charakterystyczng

jasnokomorkowego raka nerki jest jego ekspansywny wzrost czgsto prowadzacy do zajecia
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okolicznych tkanek. Pod wzglednem histologicznym rak ten sktada si¢ z wielu rodzajéw komorek,
w tym przede wszystkim z tak zwanych komorek jasnych. Komorki jasne sa owalnego ksztaltu, z
obfitg iloscig cytoplazmy zawierajacej eozynofilowe ziarnisto$ci, glikogen, estry cholesterolu oraz
fosfolipidy. Co wiecej, 3 do 5 % ccRCC moze wykazywaé cechy sarkomatyczne zwieszajace

ryzyko szerzenia si¢ nowotworu drogg naczyn krwionosnych i tym samym powstawania przerzutow

odlegtych [6].
kora nerki tetnica nerkowa
rdzefi nerkl e 7yta nerkowa
GUZ —l \ moczowéd

Created in BioRender.com bio

Rysunek 1. Schemat prezentujacy prawa nerke z guzem.

Analiza obrazu mikroskopowego jadra komérkowego w komorkach ccRCC stanowita podstawe do
okreslenia stopnia zlosliwosci histologicznej (grading). Stosowany w ostatnich latach system
Fuhrmann’a, oparty na wielko$ci jadra komodrkowego, regularnosci jego ksztattu oraz obecnosci
jaderka [7, Tabela 1], zostat zastapiony skala WHO/ISUP (World Health Organization/International
Society of Urological Pathologists. System WHO, w odrdznieniu od systemu Fuhrmann’a, opisuje

w odniesieniu do jadra komodrkowego jedynie stopien IV, ktéry charakteryzuje si¢ obecnoscig
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duzych, pleomorficznych, wieloptatowych komorek olbrzymich z nieregularnymi brzegami,

uznawanych za najbardziej ztosliwy typ nowotworu [Tabela 1,8].

Tabela 1. Stopnie zlosliwosci histologicznej (grading) ccRCC wg Furhmann’a i WHO.

Stopien Skala Furhmann’a Skala WHO/ISUP

Jadra komorek nowotworowych sa mate | Jaderka komorek nowotworowych nieobecne/
( 10 um), hiperchromatyczne i okragte | niewidoczne przy powiekszeniu 400x
(przypominajace dojrzate limfocyty ),
jaderka nie sg widoczne

Stopien 1 (Grade 1)

Jadra komorek nowotworowych sg Jaderka komodrek nowotworowych eozynofilowe i
s . nieco wicksze ( 15 um) z ziarnista widoczne przy powiekszeniu 400x
sipiat 2 (Gmils 2 chromatyng oraz matymi trudno
widocznymi jaderkami
Jadra komorek nowotworowych sa Jaderka komoérek nowotworowych eozynofilowe i

wigksze ( 20 pm), moga by¢ owalne z wyrazne przy powickszeniu 400x
Stopien 3 (Grade 3) | obecnos$cig skondensowanej ziarnistej
chromatyny, jaderka sg z tatwoscia

widoczne

Jadra komorek nowotworowych sg Jadra komorek nowotworowych sg pleomorficzne,
Stopien 4 (Grade 4) pleomorficzne z obe_cnoscw} luzne;j olbrzymie, rabdoidne, migsakowate

chromatyny oraz pojedynczych lub

licznych makrojadjerek

Jasnokomoérkowy rak nerki wystepuje zazwyczaj w postaci pojedynczego guza. Z kolei, rzadziej
diagnozowane mnogie zmiany w jednej lub obu nerkach najczesciej maja podtoze genetyczne, choé¢
,»odszczepienie si¢” fragmentow tkankowych z pojedynczego guza jest rowniez mozliwe [9].
ccRCC dotyczy przede wszystkim osob w piatej - siodmej dekadzie zycia i zdecydowanie czesciej
wystepuje u mezczyzn. Literatura podaje, ze stosunek ten wynosi okoto 2:1 [M:K] [10]. Sposrod
znanych czynnikow ryzyka wystgpienia tego nowotworu wymieni¢ nalezy przede wszystkim
palenie tytoniu, otytos¢, ale tez ekspozycje na takie czynniki srodowiskowe jak azbest, kadm oraz
weglowodory aromatyczne [11]. Co wigcej, poza czynnikami §rodowiskowymi zwigkszajacymi
ryzyko wystapienia jasnokomorkowego raka nerki, rak ten moze mie¢ rdwniez podloze genetyczne
gdzie wystgpuje w postaci mnogiej o czym wspomniano powyzej. Szacuje si¢, ze odsetek ccRCC

bedacego wynikiem konstytucji zaburzen genetycznych stanowi okoto 4%. Zespoly genetyczne
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zwigzane z wystgpowaniem raka nerki to przede wszystkim zespot von Hippel-Lindau czy BAP-1
Tumor Predisposition Syndrome [12]. W poczatkowym stadium rak nerki moze nie dawa¢ zadnych
dolegliwosci, a charakterystyczna triada objawéw (triada Virchowa): krwiomocz, bol w okolicy
ledzwiowej 1 guz wyczuwalny przez powtoki, wystepuje rzadko (10% przypadkow) [13]. ccRCC
najczesciej rozwija si¢ skrycie 1 czesto bywa wykrywany przypadkowo podczas rutynowo
wykonywanych badan obrazowych. Co wiecej, jasnokomoérkowy rak nerki to nowotwor, ktory
czesto wigze sie z wystegpowaniem wielu proceséw paranowotworowych bedacych niekiedy
pierwszym objawem choroby nowotworowej. Nadci$nienie t¢tnicze, anemia, kacheksja, bole
mig$niowe czy goraczka bedace wynikiem produkowanych przez guz czynnikow prozapalnych,
cytokin czy hormondw, sa symptomami spotykanymi najcz¢sciej [14]. Zespot Stauffer’a, w ktorym
dochodzi do =zapalenia watroby oraz podwyzszenia enzymow watrobowych przy uprzednio
prawidtowej watrobie jest rowniez charakterystyczny dla ccRCC [15]. Co wigcej, objawy zwigzane
z tym zespotem ustepuja po chirurgicznym usunig¢ciu raka nerki. Inng cechg charakterystyczna tego
nowotworu jest tendencja guza do szerzenia si¢ drogg naczyn krwionosnych - przede wszystkim
poprzez zyty nerkowe oraz zyte gtdéwna dolng, wynikiem czego sa przerzuty odlegle (nawet 30%
chorych) i wznowy miejscowe, ktore moga pojawi¢ si¢ nawet kilkanascie lat po zakonczeniu
leczenia [16]. Najczesciej przerzuty odlegte lokalizuja si¢ w ptlucach, ale moga réwniez
wystepowaé w koSciach, watrobie, otrzewnej, mézgu oraz w narzadach w obrgbie glowy 1 szyi. Co
wazne, przerzuty odlegle w ccRCC moga pojawi¢ si¢ niezaleznie od rozmiaru guza pierwotnego
[17]. Z kolei przerzuty szerzace si¢ droga naczyn chlonnych sg rzadsze, wystepuja w ok. 15%
przypadkow 1 zwigkszaja pojawienie si¢ przerzutéw odlegtych nawet o 50 % [18]. Ponadto, szacuje
si¢, ze az ponad 30% chorych z ccRCC ma przerzuty juz w chwili rozpoznania, a u 30% pacjentow
z jasnokomorkowym rakiem nerki ograniczonym do narzadu, przerzuty odlegle powstang po
leczeniu miejscowym [18]. Dane te jasno wskazuja, ze jasnokomoérkowy rak nerki wcigz pozostaje

wyzwaniem zaréwno diagnostycznym jak i terapeutycznym.
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Rysunek 2. Schemat przedstawiajacy najczestsze lokalizacje przerzutow odleglych

jasnokomorkowego raka nerki.

I. 2. Zaburzenia genetyczne jasnokomorkowego raka nerki

Jasnokomoérkowy rak nerki cho¢ znacznie rzadziej, moze by¢ wynikiem zaburzen genetycznych
oraz wystepowaé rodzinnie. Do najczestszych zespotow genetycznych wystepowania ccRCC jak
juz wezesniej wspomniano nalezy zesp6t von Hippel-Lindau, ktory jest wynikiem mutacji genu
supresorowego VHL [19]. To rzadki zespét dziedziczony w sposob autosomalnie dominujacy, ktory
wystepuje z czestoscig ok. 1 na 36.000 osob [20]. Jasnokomorkowy rak nerki rozwija si¢ u 50%
chorych z zespotem von Hippel Lindau. Pojawia si¢ on znacznie wcze$niej niz posta¢ wystepujaca
sporadycznie bo juz w trzeciej - pigtej dekadzie zycia 1 wystgpuje wieloogniskowo i/lub obustronnie

[21]. Bialka kodowane przez gen VHL odpowiadaja za degradacje¢ biatek HIF-1 alfa i beta w
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mechanizmie ubikwitynacji dzigki czemu ich poziom w normalnych warunkach jest niski [22].
Rodzaje zaburzen jakim ulega gen VHL w zespole von Hippel Lindau to przede wszystkim mutacje
o typie delecji, insercji czy mutacje zmiany sensu [23]. Mutacja genu VHL powoduje
nagromadzenie biatek HIF, przede wszystkim HIF-2 alfa co z kolei indukuje wzmozong proliferacje
biatka VEGF - gtownego czynnika odpowiedzialnego za angiogenez¢ naczyniowa w
jasnokomérkowym raku nerki [24]. Inne czynniki, ktére ulegaja wzmozonej ekspresji w
patogenezie ccRCC to TGF alfa, PDGF, EPO, ktére rdwniez wptywaja na karcynogeneze [25].
Wsréd gendw, ktore najczes$ciej ulegaja mutacjom w przypadku sporadycznej formy
jasnokomoérkowego raka nerki nalezy wymieni¢ przede wszystkim PBRMI (bioracego udzial w
remodelingu chromatyny), BAPI oraz SETD2 (kodujacego metyotranhferaz¢ histonowa) [26].
Wszystkie z nich lokalizujg si¢ w obrebie chromosomu 3 1 wystepuja w 90 % sporadycznej postaci
ccRCC [27]. Mutacja genu BAPI ( kodujacego deubikwitynaz¢ histonowg) wystepie w 14 % raka
nerki 1 wigze si¢ z gorszym rokowaniem [28]. Zaburzenia genéw kodujacych biatka bedace
podjednostkami $ciezki PI3K/Akt/mTOR, réwniez wpltywaja na rozwdj ccRCC [29]. Innym
zespolem genetycznym, w ktorym moze wystepowac jasnokomorkowy rak nerki jest zespot
niedoboru dehydrogenazy bursztynianowej - SDHD. W zespole tym podobnie jak w zespole von
Hippel-Lindau ccRCC wystepuje wieloogniskowo, obustronnie i dotyczy chorych w trzeciej-
czwartej dekadzie zycia. Poza rakiem nerki dla tego zespolu charakterystyczne sg tez przyzwojaki
gléwnie w rejonie glowy 1 szyi oraz guzy chromochtonne [31]. Stwardnienie guzowate czy zespot

Birt-Hogg cechujg si¢ rzadkim wystepowaniem raka nerki o typie jasnokomorkowym [32].
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Rysunek 3. Schematyczny rysunek prezentujgcy mutacje genu VHL i jej skutki w

jasnokomoérkowym raku nerki.
I. 3. Biologia i immunologia jasnokomodrkowego raka nerki

Jasnokomodrkowy rak nerki charakteryzuje si¢ gorszym rokowaniem niz inne podtypy
histopatologiczne tego nowotworu [33]. Paradoksalnie jednak, ccRCC wydaje si¢ reagowac lepiej
na terapie oparte na inhibitorach VEGF, immunologicznych punktach kontroli, czy wysokich
stezeniach interleukiny 2 [34]. ccRCC cechuje si¢ ograniczong odpowiedzig na obecnie stosowane
schematy chemioterapeutyczne, co wigze si¢ ze ztym rokowaniem chorych zwtaszcza w stadium
choroby przerzutowej. Poznanie podstaw molekularnych rozwoju 1 progresji jasnokomorkowego
raka nerki pozwolito na poszerzenie wiedzy nie tylko na temat czynnikéw odpowiedzialnych za
brak skutecznosci stosowanej chemioterapii, ale takze przyczynito si¢ do opracowania metod
leczniczych opartych miedzy innymi  na blokadzie VEGF, mTOR czy odpowiedzi uktadu
odpornosciowego na toczacy si¢ proces nowotworowy. Oporno$¢ guza na chemioterapi¢ jest
wynikiem ekspresji gendw kodujacych biatka opornosci wielolekowej dziatajacych jak pompa
odptywowa (efflux pump), ktére pozwalaja komodrce nowotworowej na usunigcie ze swojego

wnetrza hydrofobowych czasteczek o aktywnosci cytotoksycznej [35]. Co wigcej, ograniczona
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odpowiedz ccRCC na dziatanie cisplatyny wydaje si¢ by¢ wynikiem jeszcze innych mechanizmow
niz te, ktore s3 warunkowane przez biatka opornosci wielolekowej [36]. Jak sugeruje dostepna
literatura, jasnokomorkowy rak nerki to nowotwor cechujacy si¢ obfitym naciekiem limfocytarnym
w mikrosrodowisku guza z przewaga limfocytow T CD4+ nad limfocytami cytotoksycznymi CD8+
[37]. W sktad komorek naciekajacych mikrosrodowisko guza wchodzg takze komorki NK, komorki
dendrytyczne czy limfocyty regulatorowe (Treg). Odkrycie to wraz z brakiem oczekiwanych
efektow stosowanego leczenia systemowego sprawilo, ze coraz bardziej zaczeto interesowac si¢
immunobiologia jasnokomodrkowego raka nerki. Limfocyty T CD4+ w mikrosrodowisku guza
petnia rolg limfocytdéw pomocniczych wydzielajac interleuking 1 oraz interleuking 2. Poczatkowe
schematy immunoterapeutyczne w ccRCC oparte byly przede wszystkim na interferonie alfa oraz
wysokich dawkach interleukiny 2, ktoére obecnie ze wzgledu na wysoka toksycznos¢ sa rzadko
stosowane [38]. Cho¢ terapie oparte na IlI-2 1 interferonie wykazuja skuteczno$¢ w leczeniu
zaawansowanej postaci jasnokomorkowego raka nerki to dotyczy ona jedynie 3- 5% chorych z
zaawansowang chorobg przerzutowa [39]. Z kolei spontaniczna regresja guza szacowana jest na
0,3- 1% 1 prawdopodobnie jest wynikiem ,nadzoru” jaki uktad odpornos$ciowy petni nad
komoérkami nowotworowymi [40]. Skuteczno$¢ immunoterapii wcigz jest niezadowalajaca i szacuje
si¢ ja na okolo 15 - 20% [41]. Proby pobierania TILs, namnazania ich ex vivo i ponownego
podawania chorym z rozsianym procesem nowotworym w ccRCC wigzalo si¢ z ograniczong
skutecznoscig. Zjawisko to prawdopodobnie jest wynikiem opornosci 1 zdolnosci komorek
nowotworowych do ucieczki przed dziataniem uktadu odpornosciowego [42]. Dostepna literatura
wskazuje na zaburzenia kontroli jakg petni uktad odpornosciowy nad antygenami specyficznymi dla
komoérek nowotworowych w ccRCC na kazdym etapie ich prezentacji [43]. Czynniki majace wplyw
na brak lub ograniczong odpowiedz uktadu odpornosciowego na komorki jasnokomorkowego raka
nerki byly 1 sa obecnie przedmiotem wielu badan. Gléwna rolg w immunosupresji ccRCC

odgrywaja biatka takie jak CTLA-4 czy PD-1, ktore wystepuja na powierzchni limfocytow T i
18



wpltywaja na ich zmniejszong aktywacje [44]. W prawidlowych warunkach molekuly te sa
odpowiedzialne za regulacje funkcjonowania uktadu odpornosciowego przede wszystkim w
kontekscie rozwoju schorzen autoimmunologicznych. W przypadku karcynogenezy jednak, biatko
PD-L1 obecne na komorkach nowotworowych taczac si¢ ze swoim receptorem na powierzchni
limfocytow T ( PD-1) prowadzi do ograniczonej aktywnosci limfocytéw cytotoksycznych [45]. To z
kolei skutkuje immunosupresjg i powstaniem warunkéw korzystnych dla rozwoju i progresji
procesu nowotworowego [46]. Thomson i wspoOtpracownicy w przeprowadzonym badaniu
wykazali, ze wysoka ekspresja biatka PD-1 w jasnokomorkowym raku nerki wigzata si¢ z bardziej
agresywnym przebiegiem choroby i tym samym gorszym rokowaniem [47]. Obecnie prowadzone
proby kliniczne z uzyciem przeciwcial skierowanych przeciwko PD-1 (np. nivolumab lub
pembrolizumab) lub PD-L1 (atezolizumab) czy CTLA-4 ( ipilimubab) cechuje ograniczona
skutecznos¢ w leczeniu ccRCC w stadium choroby przerzutowej [48]. Do tej pory inhibitory
receptora o aktywnosci kinazy tyrozynowej odgrywaty gléwnag role w leczeniu ccRCC w stadium
rozsiewu. Szacuje si¢, ze stosowanie inhibitorow VEGF wiaze si¢ z 20-47% odpowiedzig na
leczenie [49]. Ws$rdd blokerow VEGF nalezy wymieni¢ migdzy innymi: sunitinib, sorafenib,
pazopnanib, axitinib, bevacizumab [50]. Co wigcej, zwickszenie aktywnos$ci biatka mTOR, ktore w
normalnych warunkach odpowiada za wzrost 1 proliferacje komoérki oraz transkrypcje i synteze
biatek jest charakterystyczne dla wielu rodzajéw nowotworéw w tym roéwniez dla
jasnokomorkowego raka nerki [51]. Mechanizm w jakim dochodzi do zwigkszonej ekspresji mTOR
w przebiegu karcynogenezy nie jest jednak do konca poznany. Badania naukowe dowodza, ze
molekuty blokujace aktywnos¢ mTOR (np. Temsirolimus) mogg wydtuzy¢ czas przezycia chorych
z jasnokomorkowym rakiem nerki w stadium zaawansowanym, u ktorych rokowanie jest
niepomyslne [52]. Jednakze to immunologiczne punkty kontroli stanowig obecnie gldowny kierunek
badan nad schematami leczenia jasnokomodrkowego raka nerki. Obecnie stosowana immunoterapia

opiera si¢ na modulacji komorek uktadu odporno$ciowego w mikrosrodowisku guza oraz

19



hamowaniu immunosupresji komoérek nowotworowych. Obserwacje kliniczne chorych z
jasnokomorkowym rakiem nerki, u ktorych leczenie oparte bylo na schematach
immunoterapeutycznych skutkujacych stabilizacjg choroby czy nawet sporadycznie wystepujaca
regresja potwierdza jedynie fakt, ze ccRCC to nowotwdr o wysokiej immunogennosci. Mimo
przelomowego odkrycia jakim bylo poznanie czasteczek PD-1, PD-L1 czy CTLA-4 wciaz istnieje
konieczno$¢ poznawania molekularnych podstaw ccRCC a takze jego oddziatywania na uktad
immunologiczny. Dane z dostepnej literatury sugeruja, ze heterogennos¢ komodrek
jasnokomorkowego raka nerki oraz niewielka ilo$¢ mutacji sg gltownymi czynnikami
odpowiedzialnymi za ograniczong skuteczno$¢ dotychczas stosowanych schematéw
immunoterapeutycznych [53]. Wydaje si¢, ze oprocz poznanych biatek takich jak PD-1, PD-L1 czy
CTLA-4 istnieja molekutly, ktore moga odgrywaé podobng role w ,,uspieniu” limfocytéw T i braku
odpowiedzi uktadu odpornosciowego na toczacy si¢ proces nowotworowy. Poznanie ich ekspresji
oraz sposobu dzialania moze stanowi¢ potencjalny punkt uchwytu dla nowych schematoéw

immunoterapeutycznych w leczeniu jasnokomoérkowego raka nerki.

I. 4. Diagnostyka jasnokomorkowego raka nerki

Chociaz badanie fizykalne chorych z jasnokomoérkowym rakiem nerki ma ograniczone znaczenie w
postawieniu diagnozy, to objawy takie jak obecno$¢ guza wyczuwalnego przez powtoki brzuszne,
obrzeki konczyn dolnych czy zylaki powrdzka nasiennego powinny sktoni¢ klinicyste do
koniecznos$ci poszukiwania guza w obrgbie przestrzeni zaotrzewnowej, w tym przede wszystkim
nowotworu nerki [54]. Podstawowe badania laboratoryjne takie jak poziom hemoglobiny,
kreatyniny, wapnia, WBCs, RBCs, PLT, LDH, CRP powinny by¢ wykonane u kazdego chorego z
podejrzeniem guza nerki [55]. Co wigcej, badania obrazowe takie jak badanie ultrasonograficzne

jamy brzusznej 1 ukladu moczowego moze by¢ pomocne w potwierdzeniu obecnosci procesu
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rozrostowego nerki, jednak nie jest ono w stanie rozstrzygna¢ czy zmiana ma charakter tagodny czy
ztosliwy. Badanie TK z kontrastem obejmujace klatke piersiowa, jam¢ brzuszng i miednice stanowi
podstawe diagnostyki obrazowej w ccRCC [56]. Cho¢ TK moézgu oraz scyntygrafia uktadu
kostnego nie sg konieczne do postawienia diagnozy to s3 to badania zalecane zwlaszcza przy
podejrzeniu choroby w stadium rozsiewu. Do postawienia wilasciwej diagnozy pomocne jest
pobranie wycinka z guza nerki droga biopsji otwartej celem ustalenia rozpoznania
histopatologicznego [57]. Ponadto, badaniem, ktére moze by¢ wykorzystane w diagnostyce ccRCC
jest ptynna biopsja, ktéra polega na analizie wolno-cyrkulujacego DNA nowotworowego
wyizolowanego z krwi obwodowej chorego. Jest to metoda nieinwazyjna, ktéra umozliwia oceng
heterogenno$ci komoérek guza, przeprowadzenie badan genetycznych oraz innych analiz, a takze
pozwala przewidzie¢ ewentualng odpowiedz na stosowane inhibitory immunologicznych punktow

kontroli [58].

I. 5. Leczenie jasnokomorkowego raka nerki

Podstawa leczenia jasnokomodrkowego raka nerki ograniczonego do narzadu jest leczenie
operacyjne. Zabiegi nefrektomii czgSciowej (NSS - nephron sparing surgery) z uzyciem malo
inwazyjnych technik laparoskopowych stanowig obecnie podstawe terapii chorych z ¢cRCC o
niskim 1 §rednim stadium zaawansowania [59]. Dokladna charakterystyka stopni zaawansowania
klinicznego (staging) przedstawiona jest w Tabeli 2 oraz na Rys. 4. PADUA, RENAL, C-index to
najczesciej uzywane skale wykorzystywane przy kwalifikacji chorych do zabiegu operacyjnego
polegajacego na czg¢sciowym usuni¢ciu nerki [60]. W wigkszosci przypadkéw NSS zastgpita
radykalng nefrektomie, ktéra jest metoda bardziej inwazyjng i zwigkszajaca ryzyko wystapienia
przewlektej choroby nerek. Ponadto, co raz czgstsze zastosowanie systemow chirurgii robotycznej

w operacjach nowotworow nerek powoduje, ze skraca si¢ czas hospitalizacji i inwazyjnos¢ zabiegu
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[61]. Podczas, gdy zabiegi chirurgiczne wydaja si¢ by¢ skuteczne w przypadku guzéw o niskim i
Srednim stopniu zaawansowania, leczenie zaawansowanych postaci ccRCC z obecnos$cia
przerzutéw odlegtych wcigz stanowi wyzwanie dla wspotczesnej medycyny. Terapie celowane z
uzyciem inhibitoréw czynnika VEGF oraz immunomodulatoréw takich jak interleukina 2 cechuja
si¢ ograniczong skutecznoscig. Wsrdd blokerow receptoréw o aktywnos$ci kinazy tyrozynowej
takich jak receptor dla VEGF czy PDGF nalezy wymieni¢ migdzy innymi sunitinib, sorafenib,
lenvatinib, axitinib, pazopanib czy cabozantinib [62]. Jednakze, terapia oparta na inhibitorach kinaz
wiaze si¢ z licznymi skutkami ubocznymi o duzej toksycznosci a ich skuteczno$¢ jest ograniczona
[62]. Cho¢ pierwsze terapie z uzyciem blokerow receptorow dla VEGF czy PDGF
zrewolucjonizowaly podejs$cie terapeutyczne w ccRCC, to aktualne dane jasno wskazuja, ze
wiekszos$¢ chorych nabywa opornos$ci na inhibitory kinaz juz w pierwszym roku leczenia, co z kolei
prowadzi zaréwno do nawrotu jak i1 progresji choroby nowotworowej [63]. W zwigzku z tym,
obecnie monoterapia oparta na inhibitorach kinaz stracita na znaczeniu w przypadku postepowania
w zaawansowanych postaciach ccRCC i stanowi pierwszg lini¢ leczenia tylko w przypadku braku
mozliwosci zastosowania immunoterapii [64]. Analiza zaburzen molekularnych w
jasnokomoérkowym raku nerki przyczynita si¢ takze do opracowania terapii opartej na inhibitorach
mTOR (ang. mammalian target of rapamycin). Srodki takie jak temsirolimus czy everolimus to
blokery kinazy mTOR, ktdre stosowane w polaczeniu z inhibitorami receptoréw VEGF, PDGF czy
immunoterapig, stanowig kolejng opcje terapeutyczng w leczeniu zaawansowanych postaci
jasnokomorkowego raka nerki. Niemniej jednak, podobnie jak w przypadku inhibitoréw kinaz
tyrozynowych, terapia oparta na blokerach mTOR wigze si¢ z umiarkowang skutecznos$cig [65].
Dane opublikowane w dostepnej literaturze wskazuja, ze wigkszos$¢ chorych, u ktorych stosowano
inhibitory mTOR rozwija oporno$¢ juz w trakcie terapii, co skutkuje progresja choroby
nowotworowej [65]. Tym samym, ograniczona skuteczno$¢ wyzej wymienionych terapii

prowadzaca do progresji choroby nowotworowej, wymusita konieczno$¢ poszukiwania nowych
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Sciezek terapeutycznych - w tym opartych na immunoterapii. Obecnie stosowane schematy
immnunoterapeutyczne w jasnokomoérkowym raku nerki polegaja przede wszystkim na
wykorzystaniu blokerow biatek PD-1, PD-L1 oraz CTLA-4 (ICI). Blokada tych biatek wigze si¢ z
aktywacja limfocytow T cytotoksycznych 1 wzrostem ich proliferacji (Rys. 5). Zastosowanie
nivolumabu, pembrolizumabu (blokerow PD-1) oraz iplimumabu (inhibitora CTLA-4) u pacjentéw
z chorobg przerzutowa badz zaawansowang lokalnie wigzato si¢ z wydluzeniem przezycia
catkowitego [66]. Obecnie terapia oparta na ICIs stanowi jedng z pierwszych linii leczenia w
przerzutowym jasnokomérkowym raku nerki [67]. Niemniej jednak, jak wskazuja najnowsze dane z
przeprowadzonych badan klinicznych takich jak KEYNOTE-426 czy JAVELIN Renal 101
zastosowanie immunoterapii w polaczeniu z inhibitorami kinaz wigzalo si¢ z wigkszym odsetkiem
obiektywnych odpowiedzi (ang. ORR - objective response rate) 1 dtuzszym przezyciem catkowitym
niz kazda z terapii osobno [68]. Pomimo potwierdzonej skutecznosci immunoterapii opartej na ICIs
w polaczeniu z inhibitorami kinaz, dotyczy ona tylko cze$ci chorych z zaawansowanym
jasnokomoérkowym rakiem nerki [69]. Tym samym, konieczne wydaje si¢ poszukiwanie nowych
terapii, skutecznych w jasnokomoérkowym raku nerki, zwtaszcza w jego postaci przerzutowe;.
Najnowsze dane z dostepnej literatury wskazuja na nowe schematy terapeutyczne dla chorych z
rozsianym ccRCC, ktore uwzgledniaja nowe terapie celowane, immunoterapi¢ HyperAcute Renal
(HAR), a takze nowe leki stosowane w potaczeniu z powszechnie znanymi srodkami skutecznymi
w leczeniu jasnokomorkowego raka nerki [70]. Szczegdlnie interesujaca wydaje si¢ immunoterapia
HAR, gdzie allogeniczne komorki raka nerki uprzednio zmodyfikowane genetycznie do ekspresji o
-1,3 -galaktozylotransferazy (enzymu odpowiedzialnego za wytwarzanie silnego ksenoantygenu na
powierzchni komorki) byly podawane pacjentom z rozsiang chorobg nowotworowa w celu
aktywacji uktadu odpornosciowego [71]. Badanie z wykorzystaniem tej terapii jest obecnie na
wczesnym etapie, gdzie probuje ustali¢ si¢ maksymalng dawke tolerowang. Niemniej jednak,

wstepne wyniki wskazuja na dobra tolerancja leczenia i potwierdzong aktywnos$¢
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przeciwnowotworowa uktadu odpornosciowego [71]. Cho¢ radioterapia stanowi obecnie jeden z
filarow leczenia onkologicznego, to zazwyczaj nie znajduje ona zastosowania w leczeniu
jasnokomoérkowego raka nerki, gdyz komoérki tego nowotworu sg oporne na dziatanie
promieniowania jonizujacego [72]. Metoda ta jest stosowana jako forma paliatywnego leczenia
przerzutéw, wznowy miejscowej 1 choroby w stadium oligometastatycznym [73]. Ponadto, poza
oporno$cig na leczenie radioterapeutyczne, jasnokomoérkowy rak nerki wykazuje rowniez brak
wrazliwosci na chemioterapeutyki co czyni go nowotworem szczeg6lnie trudnym w postgpowaniu
terapeutycznym [74]. Z kolei, zastosowanie terapii genowych w ccRCC na chwilg obecng pozostaje
w fazie badan eksperymentalnych [75]. Powyzsze dane jasno potwierdzaja koniecznos$¢
poszukiwania nowych $ciezek terapeutycznych w leczeniu jasnokomorkowego raka nerki. Co
wiecej, wydaje si¢, ze to przede wszystkim kombinacje terapii opartych na réznych schematach
leczenia stanowig przyszto$¢ postepowania z chorymi z jasnokomoérkowym rakiem nerki, zwlaszcza

w stadium rozsiewu.

Stopien 1| Guz ma srednice mniejsza niz 7 cm Stopien 2 | Guz ma srednice wigksza niz 7
i jest ograniczony do nerki. cmi jest ograniczony do nerki.
Nl H\ b
SR SO
> =5
F ‘
Guz Guz
<7cm z7¢cm
Stopien 3 | Guz nacieka gtéwne naczynia Stopieni 4 | Guz nacieka poza powigz Geroty (w tym
zylne takie jak Zyta gtéwna dolna. naciekanie gruczotu nadnerczowego).
- Nadnercze

@V Zyta glowna dolna
U

PowigZ —
Geroty
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Rysunek 4. Schemat przedstawiajacy staging jasnokomorkowego raka nerki.
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Tabela 2. Klasyfikacja wg. TNM jasnokomorkowego raka neki.

Klasyfikacja T Opis
Tx Brak danych o guzie pierwotnym
TO Brak dowodoéw obecno$ci guza w nerce
- Guz <7 cm w najwigkszym wymiarze,
ograniczony do nerki
Tla Guz <4 cm, ograniczony do nerki
T1b Guz >4 cm ale <7 cm, ograniczony do nerki
T Guz powyzej 7 cm, w najwigkszym wymiarze,
ograniczony do nerki
Guz o najwigkszym wymiarze >7 cm, ale
T2a <10 cm, ograniczony do nerki
Guz o najwickszym wymiarze >10 cm,
T2b ograniczony do nerki
Guz szerzy si¢ w swietle duzych zyt lub
nacieka tkanke thuszczowa okotonerkowa, ale
T3 bez naciekania nadnercza po tej samej stronie
co guz i nie przekracza powigzi Geroty.
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Guz widoczny makroskopowo w §wietle zyly
nerkowej lub jej segmentalnych doptywow
(zawierajacych warstwe mig$§niowg) albo

T3a naciekajacy tkanke ttuszczowa okotonerkowa
i/lub wneki nerki, lecz nieprzekraczajacy
powigzi Geroty.
Guz widoczny makroskopowo w §wietle zyly
T3b gtéwnej dolnej ponizej przepony
Guz widoczny makroskopowo w §wietle zyly
T3e gtownej dolnej powyzej przepony lub
naciekajacy $ciang zyly gldwnej dolne;j
Guz przekracza powiez Geroty (w tym
T4 naciekanie przez ciggto$¢ nadnercza po stronie
guza).
Klasyfikacja N Opis
Nie mozna ocenié¢ przerzutdéw w weztach
Nx
chtonnych
NO Brak przerzutéw do weztéw chtonnych
N1 Przerzuty do pojedynczego regionalnego wezta
chtonnego
Przerzuty do wielu regionalnych weziow
N2
chtonnych
Klasyfikacja M Opis
Mx Nie mozna oceni¢ przerzutow odlegtych
Mo Brak przerzutow odlegtych
M1 Przerzuty odlegte obecne
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II. Immunologia nowotworow

Chociaz pierwsze doniesienia na temat roli jakg uklad odpornosciowy peilni w procesie
karcynogenezy pochodza z ubiegltego wieku, to dopiero w ciggu ostatnich kilkunastu lat
immunologia nowotworow stata si¢ dziedzing o duzym zainteresowaniu naukowcOw oraz
klinicystow. Obecnie immunoonkologia przezywa swdj renesans, prezentujac kluczowe koncepcje
odpornosci adaptacyjnej w nowotworach: nadzoru immunologicznego i edycji immunologiczne;j
[76]. Co wigcej, aktualne doniesienia naukowe potwierdzaja, ze istnieja r6zne komponenty ukladu
odporno$ciowego, ktére w zalezno$ci od etapu choroby, kontroluja lub przyczyniaja si¢ do jej
postepu. Przeprowadzone badania wskazujg, ze zarowno wrodzone jak i adaptacyjne mechanizmy
odpornosciowe wpltywajg bezposrednio oraz posrednio na ewolucj¢ raka, w tym takze na etapie
przednowotworowym [77]. Uktad odpornosciowy posiada liczne mechanizmy dzigki ktorym jest w
stanie zar6wno rozpoznawac jak i niszczy¢ patogeny a takze komorki nowotworowe. Zjawisko to
nosi nazwe¢ nadzoru immunologicznego. Uktad immunologiczny czlowieka rozpoznaje komorki
nowotworowe poprzez zidentyfikowanie antygendw nowotworowych obecnych na ich powierzchni.
Antygeny te moga by¢ czescig biatek, ktoére wystepuja tylko w komorkach nowotworowych - tak
zwane antygeny swoiste, lub sg biatkami, ktore ulegaja odmiennej ekspresji w komodrach zdrowych
1 komorach objetych chorobg nowotworowsa - i sg to antygeny nieswoiste [78]. MAGE-1 — (ang.
melanoma associated antigen - 1) czyli antygen swoisty dla czerniaka, byt jednym z pierwszych
zidentyfikowanych antygenéw nowotworowych. Przeprowadzone badania potwierdzity, ze uktad
immunologiczny jest zdolny nie tylko do rozpoznawania komoérek wykazujacych ekspresje
antygenu MAGE-1, ale takze potrafi je eliminowa¢ [79]. Obecnie wiadomo, ze istniejg takze inne
antygeny, ktoére moga stanowi¢ potencjalny punkt uchwytu dla immunoterapii onkologiczne;.
Jednakze, rozwijajace si¢ nowotwory dzigki wielu procesom molekularnym jakie wyksztalcity na

drodze swojej ewolucji, sa w stanie kontrolowa¢ dziatania uktadu immunologicznego. Jest to tak
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zwana immunoedycja - okreSlajaca stopiefn interakcji komoérek nowotworowych z komorkami
uktadu odpornosciowego, na ktéra skladaja si¢ trzy etapy: etap eliminacji, etap rownowagi oraz
etap ucieczki [80]. W etapie eliminacji swoiste i nieswoiste mechanizmy uktadu odpornosciowego
rozpoznaja antygeny specyficzne dla komorek nowotworowych co umozliwia ich eliminacje.
Podczas tej fazy zazwyczaj nie dochodzi do wystapienia zadnych objawdéw mogacych sugerowac
pojawienie si¢ choroby nowotworowej. Cze$¢ nowopowstalych komorek nowotworowych, ktore
»przeszty” przez etap eliminacji, wchodzi w tak zwany etap rownowagi. Sg to heterogenne komoérki
niewrazliwe na dzialanie uktadu odporno$ciowego, zachowujace zdolnos¢ do podziatu. Na tym
etapie zazwyczaj dochodzi do pojawienia si¢ pierwszych objawow nowotworu. Koncowym etapem
procesu immunoedycji jest ucieczka. Niektore z komoérek nowotworowych rozwinely mechanizmy,
dzigki ktorym nie sg rozpoznawane przez komorki uktadu odpornosciowego przez co w srodowisku
guza dochodzi do wytworzenia immunosupresyjnych warunkow w mikrosrodowisku. Komorki
nowotworowe proliferujg. W tym etapie dochodzi do nasilenia uprzednio wystepujacych
dolegliwos$ci zwigzanych z rozwojem choroby nowotworowej [81]. Komoérka nowotworowa jest w
stanie ,,uciec” przed atakiem uktadu immunologicznego wykorzystujac r6zne mechanizmy m.in.
ostabiong ekspresj¢ antygenow na ich powierzchni, utrate epitopdéw na antygenach, bariere fizyczng
wytwarzang przez guza uniemozliwiajaca penetracj¢ przez komorki uktadu odpornosciowego oraz
ekspresj¢ inhibitorowych bialek sygnatowych [82]. Co wigcej wytworzenie tolerancji przez uklad
immunologiczny, anergia limfocytéw T, zaburzenia dotyczace komorek prezentujacych antygeny -
APC czy wytwarzanie molekut, ktore ograniczajg aktywacje limfocytéw T roéwniez wplywaja na

,ucieczke” komorki nowotworowej przed uktadem odpornosciowym [83].
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Rysunek 5. Schemat obrazujacy interakcje komorki nowotworowej z limfocytem T.

II1. Immunoterapia

Dynamiczny rozw6j immunoterapii w ciggu ostatnich lat sprawil, ze zostala ona uznana obok
chemioterapii, radioterapii, terapii celowanych czy leczenia chirurgicznego za jedng z
podstawowych metod leczenia nowotworéw ztosliwych. Cho¢ przypuszczenia, ze uklad
odpornosciowy ma wplyw na toczacy si¢ proces nowotworowy datuje si¢ juz na XIX wiek, to
dopiero rozw¢j technik biologii molekularnej w ostatnich latach umozliwit zbadanie tych
mechanizmow. Juz pod koniec XIX wieku William B. Coley uwazany za ,,0jca immunoterapii”
zauwazyt, ze intensywna reakcja uktadu odpornosciowego na podawane zywe inaktywowane
szczepy bakterii Streptococcus Pyogenes 1 Serratia Marcescens skutkowata zmniejszeniem
rozmiaréw guza u chorych z nieoperacyjnym nowotworem ztosliwym [84]. Z kolei Paul Ehrlich w
1909 roku wysnut hipoteze, ze uktad odpornosciowy jest w stanie eliminowaé wytwarzane przez
organizm nowotworowe lub zmienione komorki [85]. Hipoteza ta wraz z koncepcja zaproponowang
przez Thomas’a i Macfarlane’a dotyczaca nadzoru immunologicznego stanowig fundament
dzisiejszego rozumienia immunologii nowotworow [86]. Zjawisko nadzoru immunologicznego oraz
edycji immunologicznej wyjasnia, w jaki sposob uklad odpornosciowy z jednej strony broni si¢

przed rozwijajacym si¢ nowotworem a z drugiej, wplywa na immunogenno$¢ guza. Badania

29



odpowiedzi uktadu immunologicznego po wszczepieniu komorek nowotworowych u myszy oraz
doniesienia kliniczne o spontanicznej regresji czerniaka u pacjentow ze wspoétistniejacg chorobg
autoimmunologiczng dostarczyly dodatkowych dowodow potwierdzajacych wptyw ukiadu
odpornosciowego na toczacy si¢ proces nowotworowy. Co wiecej, stworzenie modelu myszy (tzw.
knockout mice) bylo niezbedne do eksperymentalnego wykazania zwigzku mi¢dzy niedoborem
odpornosci a rakiem [87]. Ostatnia dekada w immunologii nowotwordéw to pasmo przetomowych
odkry¢ dotyczacych mechanizméw wykorzystywanych przez nowotwor do ucieczki przed uktadem
odporno$ciowym. Zaawansowane techniki biologii molekularnej oraz biochemii umozliwity
zidentyfikowanie specyficznych reakcji uktadu odpornosciowego na toczacy si¢ proces
nowotworowy. Stalo si¢ jasne, ze komorki uktadu immunologicznego, przede wszystkim limfocyty
T tocza zacigta walke z komoérkami nowotworowymi. Mozna powiedzie¢, ze immunoterapia
zrewolucjonizowata wspolczesng onkologie. Przeprowadzone badania wyraznie wskazuja, ze
zastosowane schematy immunoterapeutyczne znaczaco wplynelty na wydtuzenie zycia niektérych
chorych onkologicznych z do tej pory niepomys$lnym rokowaniem. Dotychczas wykorzystywane
strategie immunoterapeutyczne opieraly si¢ przede wszystkim na stymulowaniu lub uzupetnianiu
komorek efektorowych w mikrosrodowisku guza. Jak wiadomo, uktad odporno$ciowy cztowieka
jest stale atakowany przez egzogenne jak i endogenne antygeny. To powoduje, ze wszystkie
mechanizmy obronne uktadu immunologicznego, zaréwno odpowiedzi swoistej jak 1 nieswoistej,
dziatajg wspolnie celem eliminacji antygendw, ktore sg rozpoznawane jako obce. Z kolei dzieki
zjawisku tolerancji immunologicznej nie dochodzi do uszkodzenia prawidtowych komorek
organizmu podczas walki z obcymi antygenami [88]. Immunologiczne punkty kontroli to biatka
warunkujace tolerancj¢ immunologiczna, ktére zapobiegaja wytwarzaniu przeciwcial przeciwko
wlasnym antygenom. Biatka te sa obecne na blonie komoérkowej komoérek efektorowych uktadu
odpornosciowego, co umozliwia przede wszystkim limfocytom rozpoznawanie komorek jako

wlasne poprzez interakcj¢ z pokrewnymi ligandami [89]. Komorki nowotworowe rozwingty
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zdolno$¢ ekspresji bialek na swojej powierzchni, ktore dzialaja jak ligandy dla receptoréw na
powierzchni limfocytow T tzw. immunologicznych punktéw kontroli, co skutkuje wytworzeniem
immunotolerancji. Odkrycie bialek o charakterze immunologicznych punktéw kontroli bylo
przetomem w rozumieniu immunologii nowotwordOw i stanowi obecnie podstawe stosowanych
schematow immunoterapeutycznych. Zatwierdzenie w 2011 przez FDA iplimumabu jako terapii
czerniaka zrewolucjonizowato podejscie do leczenia choréb nowotworowych [90]. Co wigcej,
opracowane dotychczas terapie oparte na ICIs cechuja si¢ w wigkszosci przypadkéw nie tylko
niewielka toksycznos$cia, ale przede wszystkim wysoka skuteczno$cia w walce z chorobami
nowotworowymi [91]. W warunkach homeostazy, tzw. immunologiczne punkty kontroli
odpowiadajg za utrzymanie réwnowagi pomiedzy czynnikami prozapalnymi oraz tymi, ktére s3
odpowiedzialne za hamowanie reakcji zapalnej [92]. Zaburzenia homeostazy, ktérymi sg nie tylko
infekcje, ale tez choroby nowotworowe wykazujg liczne podobienstwa zwtaszcza w odniesieniu do
reakcji uktadu odpornosciowego na pojawienie si¢ obcego antygenu. Jak wskazuje dostepna
literatura, zar6wno w chorobach nowotworowych jak i infekcjach dochodzi do zmiany ekspresji
wielu biatek bedacych immunologicznymi punktami kontroli takich jak: PD-1/PD-L1, CTLA-4,
LAG-3, VISTA czy inne receptory. Bialka te ulegaja wzmozonej ekspresji nie tylko w przypadku
infekcji, ale tez w wyniku toczacego si¢ procesu nowotworowego [93]. Obecnie prowadzone
badania naukowe dotyczace immunoterapii opieraja si¢ na poszukiwaniu mechanizméw, ktére
wptywaja na aktywacje uktadu immunologicznego przy jednoczesnej ochronie organizmu przed
szkodliwymi skutkami nadmiernej stymulacji. Istnieja doniesienia naukowe, Ze u cz¢sci pacjentow
poddanych terapii ICIs -anty PD-1 oraz anty-CTLA-4 doszio do pojawienia si¢ choréb o podiozu
autoimmunologicznym. Podobnie, w przypadku sepsy stymulacja uktadu odpornosciowego moze
doprowadzi¢ do nasilenia stanu zapalnego oraz uszkodzenia narzadéw u tych pacjentow [95].

Wobec powyzszego wydaje si¢, ze kluczowym aspektem przy opracowaniu i stosowaniu
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schematow immunoterapeutycznych jest nie tylko wlasciwa selekcja chorych, ale takze czas w

jakim nalezy rozpocza¢ leczenie [96].
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Rysunek 6. Schemat przedstawiajacy proces immunoedycji nowotworow.

IV. Limfocyty naciekajgace guz - Tumor infiltrating lymphocytes: TILS

Oprocz komorek nowotworowych w srodowisku guza znajduja si¢ takze tkanka taczna z substancja
pozakomorkowa, fibroblasty, komodrki $rodbtonka naczyn krwionos$nych, a takze liczne komorki
uktadu odpornosciowego w tym limfocyty T [117]. Limfocyty naciekajace srodowisko guza (tumor
infiltrating lymphocytes) sa od kilku lat przedmiotem wielu badan. Sa to komorki uktadu
odpornosciowego, ktore ulegly migracji z krwioobiegu w obreb mikrosrodowiska guza. W ich skiad
wchodza zarowno limfocyty T CD8+, limfocyty T CD4+ jak 1 komorki NK, komorki dendrytyczne
czy limfocyty regulatorowe - Treg [118]. Limfocyty T CD8+ oraz komoérki NK wykazuja dziatanie

antynowotworowe ze wzgledu na zdolno$¢ do rozpoznawania obcych antygendw i niszczenia
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komorek guza, z kolei limfocyty Treg i mieloidalne komorki supresorowe (MDSC) stymuluja
rozw0j nowotworu poprzez indukowanie immunosupresji w §rodowisku guza [119]. [lo$¢ 1 rodzaj
limfocytow T naciekajagcych s$rodowisko guza staly si¢ wskaznikiem spodziewanej oceny
stosowanych schematow immunoterapeutycznych [120]. W zalezno$ci od obfitosci nacieku
limfocytarnego w podscielisku guza nowotwory mozemy podzieli¢ na trzy kategorie: guzy zimne,
guzy posrednie oraz tak zwane guzy ,,w stanie zapalnym” czyli guzy gorace (Rys.7). Guzy zimne
cechujg si¢ skapym naciekiem limfocytarnym. Z kolei guzy posrednie charakteryzuja si¢
wystepowaniem rownowagi migdzy limfocytami T zdolnymi do niszczenia komorek
nowotworowych a komorkami odpowiedzialnymi za immunosupresje w guzie [121].
Jasnokomoérkowy rak nerki to nowotwor o wysokiej immunogennos$ci, cechujacy si¢ obfitym
naciekiem limfocytarnym w swoim mikrosrodowisku z przewaga limfocytow T CD4+ nad
limfocytami T CD8+ [122]. Cz¢$¢ danych z dostepnej literatury wskazuje, ze obfity naciek TILs w
ccRCC wiaze si¢ z lepszym rokowaniem [123]. Niemniej jednak, pomimo bogatego nacieku TILs,
limfocyty te wydaja si¢ by¢ ,,uspione” i nie petnig one swojej funkcji. Gtownym czynnikiem, ktory
uniemozliwia cytotoksycznym limfocytom T CD8+ zwalczenie komdrek nowotworowych jest ich
mata liczba w sSrodowisku guza. Prébe rozwigzania tego problemu podjeto opracowujac adoptywna
terapi¢ komoérkowa z uzyciem TILs, gdzie limfocyty T pobrane z podscieliska usunigtego guza,
namnozone ex vivo w warunkach sprzyjajacych ich aktywacji (z wykorzystaniem interleukiny 2), sa
nastepnie podane pacjentowi [124]. Obecnie trwaja proby kliniczne z wykorzystaniem terapii
oparte] na TILs w leczeniu wielu rodzajéw nowotworow. Przyktadowo, badania wykazuja, ze
zastosowanie adoptywnej terapii komérkowej opartej na TILs wraz z interleuking 2 po uprzedniej
limfodeplecji uzyskanej droga chemioterapii, wigzaly si¢ z catkowita odpowiedzig na leczenie
opornego na inhibitory PD-L1 NSCLC w stadium rozsiewu [125]. Wydaje si¢, ze terapia z uzyciem
TILs moze mie¢ przewage nad terapia CAR-T w leczeniu guzéw litych 1 pochodzenia

nabtonkowego, gdzie zastosowanie terapii CAR-T wigzato si¢ ze znacznie mniejszg skutecznos$cia
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niz w przypadku nowotwordéw uktadu chtonnego [126]. Ograniczona zdolno$¢ namnozonych ex
vivo limfocytow T do migracji w obrgb Srodowiska guza a takze, ich duza niestabilno$¢ poza
ustrojem to glowne wady terapii opartej na TILs [127]. Co wigcej, ostatnie badania wykazaly, ze
proby pobrania, namnazania i ponownego podania TILs pacjentom z ccRCC wigzaty si¢ ze stabsza
reakcja TILs wobec komorek guza, niz w przypadku czerniaka w stadium rozsiewu, gdzie terapia ta
jest juz stosowana z dobrym efektem [128]. Zastosowanie terapii z uzyciem TILs w
jasnokomoérkowym raku nerki wymaga zatem dalszych badan na wigkszej grupie pacjentow.
Modyfikacja etapow terapii, zwlaszcza procesu namnazania limfocytow T ex vivo by¢ moze

pozwoli na uzyskanie lepszych efektow leczenia chorych z ccRCC.
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Rysunek 7. Schemat prezentujacy podzial nowotworéw ze wzgledu na naciek limfocytarny.
V. Onkostatyna M i jej Receptor - OSMR

Onkostatyna M to biatko pochodzace z rodziny interleukiny 6 [129]. OSM produkowana jest
glownie przez aktywne limfocyty T oraz monocyty, ale takze przez komorki nowotworowe. Jest
biatkiem pelnigcym role przekaznika dla uktadu odpornosciowego. Oprécz regulacji wydzielania

interleukiny 6, wptywa takze na sekrecj¢ takich czynnikéw jak C-CSF czy GM-CSF z komorek
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srédblonka [130]. Rola biatka onkostatyny M w karcynogenezie wydaje si¢ nie by¢ do konca
poznana. Dane z dostepnej literatury sugeruja, ze onkostatyna M w wielu nowotworach pelni
funkcj¢ stymulatora uktadu odpornosciowego, niekiedy jednak posredniczy w immunosupresji i
odpowiada za progresj¢ guza [131]. W przeprowadzonych badaniach np. na komorkach glejaka,
wysoka ekspresja OSM wigzata si¢ z progresja choroby 1 niepomys$lnym rokowaniem [132]. To w
jaki sposob OSM dziata w przypadku jasnokomoérkowego raka nerki nie byto dotychczas badane.
OSMR czyli receptor dla biatka onkostatyny M wystgpuje na powierzchni wielu prawidtowych
komorek organizmu i bierze udzial w takich kluczowych procesach komoérkowych jak regulacja
metabolizmu czy kontrola wzrostu 1 proliferacji komoérek [133]. Obecnie wiadomo, ze receptor dla
onkostatyny M wystepuje w dwoch formach. Typ I to receptor dla LIF oraz gp130, z kolei typ II
sktada si¢ z kilku podjednostek (gpl1300/OSMR), gdzie wystepuje specyficzna dla OSM
podjednostka beta OSMR. Po potaczeniu z onkostatyng M OSMR ulega heterodimeryzacji z
glikoproteing 130 co umozliwia przekazywanie sygnatu do wnetrza komorki [134]. Badania
przeprowadzane w ostatnich latach wskazuja, ze OSMR po przytaczeniu swojego ligandu jakim jest
onkostatyna M prowadzi do aktywacji $ciezek sygnatowych takich jak JAK/STAT, MAPK, PI3/
AKT czy lizoform PKC, ktore z kolei odgrywaja kluczowa role w karcynogenezie (Rys.8) [135]. To
w jaki sposob biatko OSMR oddziatuje na komorki jasnokomoérkowego raka nerki wcigz pozostaje
przedmiotem wielu badan. Istniejg trzy ligandy, ktore moga potaczy¢ si¢ z receptorem OSMR-
interleukina 6, LIF 1 onkostatyna M, cho¢ w przypadku OSMR typu II, jednym ligandem jest
onkostatyna M [136]. Co wigcej, wydaje si¢, ze to onkostatyna M jest biatkiem, ktore wykazuje
najwicksze powinowactwo do OSMR. Jak wskazuja przeprowadzone badania, gtownym zrodiem
onkostatyny M w przypadku jasnokomoérkowego raka nerki sg makrofagi wchodzace w sktad jego
mikrosrodowiska [137,138]. Ponadto, ostatnie dane wskazuja, ze wydzielanie OSM przez komorki
takie jak neutrofile, makrofagi czy komodrki dendrytyczne jest stymulowane przez

chemioterapeutyki takie jak cisplatyna [139]. Prawdopodobnie wigc, potencjalne zablokowanie
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polaczenia OSM z OSMR mogloby stanowi¢ wlasciwy punkt uchwytu w chemioterapii
nowotworow do tej pory niewrazliwych na cisplatyng. Wyniki ostatnich badan dowodza, zZe
podwyzszona ekspresja OSMR wystepuje takze w komorkach nowotworowych - na przyktad w
raku nerki, raku piersi czy uprzednio wspomnianym glejaku [140]. Dodatkowo, dotychczas
prowadzone badania sugerujg wystegpowanie OSMR jedynie na powierzchni komoérek
nowotworowych, a nie na komoérkach uktadu odpornosciowego w tym na limfocytach T. Mozliwe,
ze OSM lub jej receptor moga stanowi¢ wlasciwe punkty uchwytu dla opracowania nowych
schematow immunoterapeutycznych w leczeniu ccRCC. Jasnokomorkowy rak nerki podobnie jak
rak jajnika, rak ptuca czy rak jelita grubego to nowotwor gdzie komorki nowotworowe cechuja si¢
wysoka ekspresja biatkka OSMR.  Anjali Geethadevi i wspolpracownicy w swoim badaniu
przeprowadzonym na raku jajnika wykazali, ze przy zablokowaniu OSMR przy uzyciu przeciwciata
dochodzito do zablokowania jego dimeryzacji z [16ST co skutkowato jego degradacjg we wnetrzu
komorki nowotworowej [141]. Ponadto, dane z ostatnich badan wskazujga rowniez, ze wysoka
ekspresja OSMR koreluje z niekorzystnym rokowaniem chorych z jasnokomérkowym rakiem nerki
[142]. Do tej pory jednak doktadna rola biatka OSMR w jasnokomoérkowym raku nerki zwtlaszcza
w odniesieniu do jego interakcji z uktadem odpornosciowym wydaje si¢ nie by¢ do konca poznana.
Dane naukowe z dostgpnej literatury wskazuja, ze jak dotad nie wykryto biatkka OSMR na Zzadnych
komorkach uktadu immunologicznego. To czy 1 jaka rolg receptor OSMR odgrywa na powierzchni
komorek uktadu odpornosciowego wymaga zatem dalszych badan. Wydaje si¢ jednak, ze biatko
OSMR moze stanowi¢ potencjalny punkt uchwytu dla opracowania nowych strategii

immunoterapeutycznych.
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Rysunek 8. Schemat prezentujacy niektore z funkcji onkostatyny M jej receptora -OSMR.

VI. IDO-1

Tryptofan to aminokwas, ktory jest niezbedny dla funkcjonowania efektorowych limfocytow T.
Jego degradacja to jeden z kluczowych mechanizmoéw za pomoca, ktérego komorki nowotworowe
,bronig si¢” przed atakiem ukladu odpornosciowego [143]. Dioksygenaza indolaminy 2,3- 1
(IDO-1) jest jednym z trzech enzymow biorgcych udziat w rozktadzie tryptofanu na drodze szlaku
kynureninowego. Efektem tego procesu jest zmniejszenie ilosci tryptofanu oraz akumulacja
produktéw jego metabolizmu [Rys.9., 144]. Niektore z nich takie jak kwas 3-hydroksyantranilowy i
kwas chinolowy sg toksyczne dla komoérek i moga prowadzi¢ do apoptozy limfocytow T [145]. Inne
za$, moga mie¢ wplyw na réznicowanie si¢ limfocytow T w limfocyty regulatorowe, przyczyniajac
si¢ do indukowania immunosupresji w obrebie mikrosrodowiska nowotworu [146]. IDO-1 jest
enzymem o budowie monomeru, produkowanym miedzy innymi przez komoérki grasicy, btony
Sluzowej jelit, komorg przednig oka czy tozysko [147]. Wystepowanie tego enzymu w rdznych

tkankach organizmu pozwala na kontrole ukladu odpornosciowego i stworzenie warunkow
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immunosupresyjnych, w miejscach gdzie kontrola immunologiczna jest szczegélnie wazna.
Przyktadem moga by¢ komorki tozyska, gdzie niedobdr tryptofanu wigze si¢ z dezaktywacja
limfocytow T i tym samym ochrong komorek zarodka przed reakcjag matczynych limfocytow T
[148]. Jednakze, nie tylko komorki prawidtowo funkcjonujacego organizmu, ale tez komorki
nowotworowe cechujg si¢ ekspresja IDO-1. Mimo, ze enzym ten obecny jest wylacznie w
cytoplazmie komorek, a jego produkcja stymulowana jest gtownie przez IFN gamma, to zaro6wno
tryptofan jak i produkty jego przemiany sa w stanie migrowa¢ do wnetrza komoérki  umozliwiajac
aktywacje IDO-1 [149]. Efektem dziatania IDO-1 jest powstanie mikrosrodowiska
immunosuperesyjnego, gdzie limfocyty T pozbawione tryptofanu sa ,u$pione” a ich cykl
komoérkowy zostaje zahamowany w fazie Gl. Co wigcej, niedobdr tryptofanu moze takze
ograniczy¢ proliferacje limfocytow T na drodze zablokowania $ciezki mTOR [150]. W ostatnich
latach liczne badania prowadzone nad IDO-1 wykazaty, ze jego zablokowanie wigze si¢ z
aktywacja limfocytow T majacych dziatanie anty-nowotworowe. Inhibitory IDO-1 w potaczeniu z
chemioterapiag lub bez s3 obecnie w trakcie badan klinicznych dotyczacych niektorych typow
nowotworow [151]. W zalezno$ci od nowotworu, IDO-1 ulega ekspresji w sposob ciagly lub
dopiero pod wplywem dziatania IFN-gamma. Ekspresja IDO-1 jest widoczna zaro6wno na poziomie
mRNA jak i na poziomie bialka [152]. Ostatnie badania wskazuja, ze wysokie st¢zenie IDO-1 w
komoérkach nowotworowych wigze si¢ z agresywnym przebiegiem choroby, niepomyS$lnym
rokowaniem oraz zwickszong iloscig regulatorowych limfocytow T w mikrosrodowisku guza
[153]. Rak nerki podobnie jak rak ptuca, rak endometrium czy rak szyjki macicy cechuje si¢
wysokg ekspresjg IDO-1 [154]. Dostegpna literatura podaje, ze IDO-1 produkowana jest nie tylko
przez komorki nowotworowe same w sobie, ale takze przez komorki srédmiagzszowe w podscielisku
guza z obfitym naciekiem limfocytarnym, gdzie wydzielany przez limfocyty T interferon gamma
stymuluje ekspresje IDO-1. Przykladem moze by¢ rak szyjki macicy, gdzie komorki nowotworowe

z wysoka ekspresja IDO-1 wystepuja glownie na obwodzie guza, w bliskim sgsiedztwie TILs [155].
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Podobnie w przypadku czerniaka, duza ilo$¢ limfocytow T korelowala z podwyzszong ilo$ciag
IDO-1 [156]. Wymienione nowotwory z bogatym naciekiem limfocytarnym w swoim
mikrosrodowisku to tak zwane guzy gorace, gdzie zastosowanie immunoterapii oparte] na
blokadzie IDO-1 teoretycznie powinno wigza¢ si¢ z lepsza odpowiedzig na zastosowane leczenie.
Jasnokomoérkowy rak nerki to jeden z nowotworéw cechujacy si¢ wysoka immunogennos$cia i
obfitym naciekiem limfocytarnym w swoim podscielisku. Wydaje si¢ wiec, ze zastosowanie
inhibitorow IDO-1 w przypadku ccRCC moze wigza¢ si¢ z aktywacja limfocytow T i1 stanowic
potencjalny immunologiczny punkt uchwytu. Jednakze, w jasnokomodrkowym raku nerki w
odrdznieniu od innych nowotwordw, ekspresja IDO-1 odbywa si¢ przede wszystkim na poziomie
komorek $rédbtonkowych guza a nie w komorkach stanowigcych jego podscielisko [157]. Zjawisko
to nie zostalo dotychczas wyjasnione 1 wymaga dalszych badan na wigkszej grupie pacjentow.
Niemniej jednak, wysoka ekspresja IDO-1 w nowotworach ztosliwych powodujaca obnizenie ilosci
tryptofanu, aminokwasu wykorzystywanego takze przez komorki raka, po cze$ci wplywa na
obnizenie jego proliferacji, co moze mie¢ zrodlo w zjawisku polegajacym na przeprogramowaniu
szlakow metabolicznych. Dostepna literatura sugeruje, ze przeprogramowanie szlakow
metabolizmu aminokwaséw jest cechg charakterystyczng wielu nowotworow w tym takze
jasnokomodrkowego raka nerki [158]. Przeprowadzone badania, ktorych wyniki opublikowano w
dostepnej literaturze naukowej, wyraznie wskazuja, ze wysoka ekspresja IDO-1 w ccRCC koreluje
z niskim stosunkiem CD4/CDS i lepsza odpowiedzig na immunoterapi¢ z uzyciem inhibitoréw

PD-1 takich jak nivolumab [159].
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Rysunek 9. Schemat przedstawiajacy mechanizm dzialania IDO-1.

VIL.TMPRSS2

Innym biatkiem, ktore badatem w swojej pracy doktorskiej byt receptor o aktywnosci proteazy
serynowej TMPRSS2 [160]. Jest to biatko, ktére w prawidtowych warunkach bierze udziat w wielu
procesach fizjologicznych takich jak trawienie, przebudowa tkanek, krzepnigcie krwi, ptodnos¢ czy
reakcje zapalne [161]. TMPRSS2 to blonowe biatko o masie 70 KDa, ktore sktada si¢ z kilku
domen: domeny transbtonowej, domeny cytoplazmatycznej, domeny bogatej w cysteing oraz
domeny o aktywnos$ci proteazy. Ta czg$¢ receptora, ktora peini funkcje domeny o aktywnosci
proteazy serynowej ulega auto-proteolizie po czym dostaje si¢ do Srodowiska
zewnatrzkomorkowego [162]. W prawidtowych warunkach receptor ten wystepuje na powierzchni
komorek nabtonkowych takich tkanek jak prostata, przewod pokarmowy, gruczoty sutkowe, ptuca,
siatkdbwka oka czy gruczotly $linowe [163]. Jego rola zostata doktadnie zbadana w przypadku raka
prostaty, gdzie wysoki poziom TMPRSS2 stymuluje inwazje¢ komoérek i wzrost guza, co prowadzi

do wystapienia przerzutow odleglych i progresji choroby. Co wigcej, ekspresja TMPRSS2 podlega
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Scistej regulacji przez hormony androgenowe co réwniez ma ptyw na rozwdj i progresje raka
gruczotu krokowego [164]. Cho¢ dostepna literatura sugeruje, ze biatko TMPRSS2 wystepuje w
podwyzszonej ilo$ci rowniez w innych nowotworach, to jego rola w ich powstawaniu i progresji nie
zostala doktadnie poznana. Ostatnie badania sugeruja, ze wysoki poziom TMPRSS2 wystepuje w
takich nowotworach jak rak przetyku, rak brodawkowaty nerki, gruczolakorak ptuca czy
gruczolakorak jelita grubego [165]. Z kolei guzy takie jak rak piersi, rak watrobowokomdrkowy czy
rak zotadka cechuja si¢ niska ekspresja TMPRSS2 w poréwnaniu z tkanka zdrowag [166]. Na
podstawie dostepnych danych, wydaje si¢ wiec, ze zaburzenia ekspresji TMPRSS2 moga by¢
istotne w wielu typach nowotworéw. Ponadto, wykazano, ze ekspresja TMPRRS2 w raku ptuca i
raku piersi korelowata z ilo$cig limfocytow T naciekajacych mikrosrodowisko guza, w tym z
iloscig limfocytow T CD4+, limfocytow T CD8+, neutrofili i komodrek dendrytycznych.
Przeprowadzona analiza statystyczna wykazatla, ze niekorzystne rokowanie chorych z rakiem ptuca
1 rakiem piersi wigzto si¢ nie tylko z wysoka ekspresja TMPRSS2, ale takze z niskim naciekiem
przede wszystkim limfocytow T CD4 + w mikrosrodowisku raka [167]. Dane te wskazuja wigc, ze
rodzaj i ilo$¢ TILs w mikrosrodowisku nowotworu ma wptyw na ekspresje biatka TMPRSS2 [167].
Jednoczesnie, TMPRSS2 wystepuje w obnizonej ilosci w nowotworach z rejonu glowy i szyi. Jak
wskazuja dane z ostatnich lat, jest to receptor niezbedny dla wniknigcia wirusa COVID-19 do
komorki ludzkiego organizmu. Jego niska ekspresja zatem, wiaze si¢ z odporno$cig na zakazenie
COVID-19 u pacjentéw z nowotworami w obrgbie glowy 1 szyi [168]. To czy i jaka role receptor
TMPRSS2 pelni w patogenezie jasnokomdrkowego raka nerki pozostaje obecnie przedmiotem

badan.
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VIII. Cele pracy

Obecnie w dostepnej literaturze oraz wytycznych dotyczacych leczenia ccRCC nie uwzglednia sie¢
danych na temat analizy nacieku limfocytarnego, czyli ilosci oraz fenotypu limfocytow T (CD4+
oraz CD8+) w mikrosrodowisku guza. Ponadto, rowniez ekspresja takich bialek jak OSMR, IDOI1,
PD-L1 czy TMPRSS2 w mikro$rodowisku guza nie jest rutynowo oceniana w ccRCC. Brak duzej
skuteczno$ci zastosowanego leczenia oraz duza ilo$¢ naciekajacych limfocytow T w
mikrosrodowisku ccRCC staty si¢ podstawa do badania wzajemnych interakcji pomiedzy
komorkmi nowotworowymi a limfocytami T.  Opracowana w niniejszym projekcie badawczym
analiza wybranych biatek oraz korelacja uzyskanych wynikow z naciekiem limfocytarnym moze
przyczyni¢ si¢ do zaktualizowania nie tylko schematow rokowniczych chorych z ccRCC, ale
pozwoli takze na ewentualne znalezienie nowych inhibitorow immunologicznych punktéw kontroli,

ktoére moga cechowac si¢ wigkszg czutoscia i lepsza odpowiedzig na zastosowane leczenie.

Gtowne cele pracy:

1. Analiza ilosci biatek OSMR, IDO-1 oraz TMPRSS2, w limfocytach naciekajacych
nowotwor w guzie pierwotnym ccRCC w trzech grupach: pacjenci bez wznowy, pacjenci u

ktorych nastgpita wznowa oraz pacjenci z chorobg pierwotnie rozsiang

2. Analiza ilo$ci bialek OSMR, IDO-1 oraz TMPRSS2, w guzie pierwotnym ccRCC, w trzech
grupach: pacjenci bez wznowy, pacjenci u ktorych nastgpita wznowa oraz pacjenci z

chorobg pierwotnie rozsiang.

3. Ocena zalezno$ci pomigdzy uzyskanymi wynikami ekspresji biateck OSMR, IDO-1 oraz

TMPRSS?2, oraz danymi kliniko-patologicznymi chorych z okresu obserwacji.
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Niniejsza praca po raz pierwszy skupia si¢ na ocenie ekspresji wyzej wymienionych biatek oraz ich
analizie w limfocytach T naciekajacych mikrosrodowisko guza w jasnokomorkowym raku nerki.
Uzyskana analiza pozwoli na poglebienie wiedzy na temat molekularnych zaburzen wystepujacych
w ccRCC 1 ich znaczenia nie tylko w patogenezie procesu nowotworowego, ale przede wszystkim

ich korelacji z uktadem immunologicznym.
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IX. Materialy

Materiatem badanym byty bloczki parafinowe pobrane od 161 pacjentdow z jasnokomérkowym
rakiem nerki leczonych 1 obserwowanych w NIO-PIB w Warszawie (w latach 2014-2020). Na
badanie retrospektywne, nieinterwencyjne uzyskano zgod¢ Komisji Bioetycznej w Narodowym
Instytucie Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie w Warszawie, nr 20/2020, ktéra zostata wydana
dnia 21 maja 2020 roku.

Uzyskany materiat byt podzielony na trzy grupy wedtlug ponizszego schematu:

* 60 pacjentoéw z chorobg pierwotnie ograniczong do narzadu, u ktérych w co najmniej 5-
letniej obserwacji nie doszto do rozsiewu.

49 pacjentéw z chorobg pierwotnie ograniczong do narzadu, u ktérych w co najmniej 5-

letniej obserwacji doszto do rozsiewu.

52 pacjentéw z chorobg pierwotnie przerzutowa.

Tabela 3. Materialy wykorzystane w procesie odparafinowania i mmmunohistochemii.

MATERIALY
Aparatura
Nazwa Firma
Dygestorium Ductless Fume Cupboard
Model 4850 Labcaire
Autoklaw: Prestige Medical Standard Bionovo
Laznia wodna UltraTherm BWT-U Biosan
}.aZnia wodna Leica
Suszarka 1 komora temperaturowa WTC Binder
Mikroskop $wietlny, DM2000LED Leica
Mikrotom RM2245 Leica
Ultrawiréwka: miniSpin Eppendorf
Lodoéwko-zamrazarka Indesit
Pipety Eppendorf
Zamrazarka -200C Bosch
Odczynniki
Etanol 99%, 96%, 70%, 50% POCH
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Ksylen POCH
Zamykacz dla preparatow Dako
Mounting medium
Woda dejonizowana 18mgQ, otrzymana MiLiQ
systemem MiliQ
Hematoksylina, Mayer’s Dako
Eosin Dako
Woda destylowana Dostepna w NIO-PIB

Przeciwciala

OSMR (AN-V2) mouse mAb

Invitrogen

IDO (D5J4E) rabbit mAb

Cell Signaling Technology

TMPRSS2(EPR3862) rabbit mAb

Abcam

Zestawy odczynnikow

Odczynniki do immunohistochemii
EnVision FLEX System

DAKO Agilent Pathology Solutions

Materialy zuzywalne

Szkietka mikroskopowe podstawowe Bionova
SuperFrost® Plus
Probowki laboratoryjne (typu Profilab
Eppendorf): 0,2 ml, 1,5 ml
Szkietka nakrywkowe 24x24, 20x40 Bionova
Koncoéwki do pipet: 10 ul, 200 ul, 1000 Citoplast
ul
Zyletki do mikrotomu Leica
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X. Metody

X. 1. Krojenie bloczkéw parafinowych i odparafinowanie

Analiza immunohistochemiczna zostata wykonana w Zakladzie Immunoterapii Eksperymentalne;j
NIO-PIB na preparatach histopatologicznych. Materiat uzyskany w trakcie zabiegdw operacyjnych
guzow nerki zostat poddany procesowi utrwalenia w buforowanej formalinie 4%, a pdzniej
odwodnieniu w Zakladzie Patomorfologii NIO-PIB. Proces odwadniania prowadzony jest etapami,
poprzez umieszczanie tkanki w roztworach etanolu o wzrastajagcym stezeniu. Nastepnie material
umieszczany jest w mieszaninie etanolu i ksylenu, a na koncu w czystym ksylenie. Ma to na celu
usunigcie alkoholu z preparatu. Kolejnym krokiem jest przygotowanie materiatu tkankowego do
zatopienia w parafinie. Pierwszy etap, zwany przepajaniem, odbywa si¢ w temperaturze 50°C

1 polega na umieszczeniu tkanki w mieszaninie parafiny z ksylenem, a nast¢pnie w ciektej parafinie,
w ktorej przebywa okoto 3 godzin. Tak przygotowany materiat jest nastepnie zatapiany we wnetrzu
bloczka parafinowego, ktéry sporzadza si¢ wlewajac porcje parafiny do metalowej formy i
wprowadzajac fragment tkanki ustawiony w odpowiedniej orientacji przestrzennej. Preparaty
histopatologiczne, zatopione w parafinie zostaly uzyskane poprzez krojenie bloczkéw parafinowych
z wykorzystaniem mikrotomu. Preparaty badanej tkanki zostaly nast¢pnie umieszczone na
szkietkach podstawowych (SuperFrost®). Tak przygotowane preparaty zostaty poddane suszeniu w
temperaturze 560C przez godzing aby w kolejnym kroku moéc przeprowadzi¢ procedure
odparafinowania. Odparafinowanie odbyto si¢ poprzez umieszczenie szkielek w dwoch roztworach
ksylenu, po czym wycinki zostaly uwodnione etanolem o malejacym stezeniu (z 96% do 50%). Na
zakonczenie procedury z uzyciem etanolu, skrawki trafitly do wody oraz PBS. Calg procedurg

odparafinowania mozna przedstawi¢ w nast¢pujacym schemacie:
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[ Plukanie 2x10min w ksylenie J

( )
Plukanie 2x5min w 99% alkoholu etylowym

N\ J

( )

Plukanie 2x5min w 96% alkoholu etylowym

Ptukanie 3 min w 70% alkoholu etylowym

Plukanie 1min w wodzie destylowanej

Phukanie 2 min w PBS

[ Ptukanie 3 min w 50% alkoholu etylowym ]

Rysunek 10. Schemat prezentujacy proces odparafinowania.

X. 2. Analiza immunohistochemiczna

W celu odstonigcia miejsc antygenowych, material byt inkubowany w tazni wodnej, w buforze
Target Retrieval Solution (Dako) w temperaturze 96-97°C przez 30 min, w zalezno$ci od
uzywanego przeciwciata. Po schlodzeniu, preparaty byly plukane 3 x 5 min, RT w PBS, a nastepnie
traktowane buforem blokujacym endogenny sygnat peroksydazy przez 5 min w RT. Kolejnym
etapem byla inkubacja ze specyficznym dla badanego biatka przeciwciatem pierwszorzgdowym, w
optymalnym rozcienczeniu, czasie i temperaturze (informacja podana w Tabeli 4). Dalsza czgs¢

inkubacji prowadzona byla w dotaczonych do zestawu EnVision® FLEX+ (Dako) buforach —
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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 3 min w RT z substratem dla peroksydazy chrzanowej (DAB, 3,3’-diaminobenzydyna),

po czym preparaty ptukano w wodzie 3 min w RT, a nastepnie inkubowano z hematoksyling 15
sekund w RT, w celu wybarwienia jader komorkowych i znow plukano w wodzie 3 min w RT. Po
tym czasie, skrawki inkubowano kolejno w 99% alkoholu etylowym przez 3 min w RT 1 w ksylenie
— 5 min w RT w celu odwodnienia wybarwionych tkanek. Skrawki nastepnie utrwalano z
wykorzystaniem odpowiedniego szkietka nakrywkowego przy uzyciu odczynnika DPX Mountant

for histology. Barwienie komdrkowe wizualizowano za pomoca mikroskopu.

Tabela 4. Przeciwciala uzyte do badai i warunki ich wykorzystania.

. . . Czas
Przeciwciala Rozcienczenia Temperatura .
.. . .. | 1temperatura
przeciwciala . . Czas inkubacji
wykorzystane . inkubacji z : wykorzystana
uzywane w z przeciwcialem | g, oqstonienia
A . rzeciwcialem
do badan badaniach p antygenu
OSMR 1:200 40 18h 990, 30”
IDO 1:200 RT lh 969, 30”
TMPRSS2 1:1000 RT lh 1000, 10”

X. 3. Analiza statystyczna

Analiza statystyczna byta wykonana przy pomocy oprogramowania statystycznego R, wersja, 4.2.1,
z przyjetym poziomem istotnosci rownym p < 0,05. Dane przedstawiono w formie tabel oraz
wykresoOw stupkowych w przypadku informacji charakteryzujacych grupe badang. Zmienne
ilosciowe o rozktadzie normalnym przedstawiono jako $rednig z odchyleniem standardowym. Dane

o rozkladzie istotnie r6znym od rozkladu normalnego przedstawiono jako mediang z pierwszym i
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trzecim kwartylem. Normalno$¢ oceniono przy pomocy testu Shapiro Wilka oraz pomocniczo
histogramow 1 wykresow kwantyl-kwantyl. Do poréwnan migdzygrupowych zmiennych
jakosciowych zastosowano test Chi2-Pearsona. Dla zmiennych ilosciowych zastosowano test

Kruskal-Wallis’a- do cech normalnego przypadku rozktadu innego od rozktadu normalnego oraz

jednoczynnikowg analize wariancji (ANOVA) dla cech ilosciowych o rozktadzie normalnym. Do

oceny korelacji migdzy zmiennymi postuzono si¢ wspotczynnikiem Kendalla.

X. 4. Opracowanie graficzne
Rysunki przedstawione w niniejszej pracy doktorskiej zostaty utworzone przy pomocy

oprogramowania Biorender (RRID:SCR _018361).

XI. Analiza Danych TCGA
Analize danych transkryptomicznych dostgpnych w bazie TCGA przeprowadzona za

pomoca platformy UALCA dostepnej na stronie https://ualcan.path.uab.edu/. Wykresy wykonano za

pomocg programu GraphPad Prism10 dostepnego w Zaktadzie Immunoterapii Eksperymentalne;.
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XII. Wyniki

Charakterystyka pacjentow.

Badaniem objeto 161 pacjentdow, ktorych podzielono na trzy grupy: pacjenci z chorobg ograniczong
do narzadu (37,3%), pacjenci z chorobg pierwotnie przerzutowa (32,3%) oraz pacjenci ze wznowg
nowotworowa (30,4%). Srednia wiecku w grupie badanej wynosita 69,7 lat. Dokladna

charakterystyka grupy badanej zostata przedstawiona w Tabeli 5.

Tabela 5. Charakterystyka grupy badanej

Grupa n Y%
Choroba ograniczona do narzadu 60 37,3
Choroba pierwotnie przerzutowa 52 32,3
Wznowa 49 30,4
Ple¢

K 63 39,1
M 98 60,9
Grade

Gl 16 10,3
G2 74 47,4
G3 46 29,5
G4 20 12,8
T

Tl 88 54,7
T2 15 9,3
T3 54 33,5
T4 3 1,9
Tx 1 0,6
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Najwiecej chorych (37,3%) bylo w grupie z choroba ograniczona do narzadu, podczas gdy
najmniejszy udzial procentowy stanowili pacjenci ze wznowa (30,4%). Chorzy z choroba

pierwotnie przerzutowa odpowiadali za 32,3% wszystkich przypadkow (Rysunek 11).

Grupy badane
3 8,0% 37,30%
32,30%
30,40%

28,5%
19,0%

9,5%

0,0%

Choroba ograniczona do narzagdu Choroba pierwotnie przerzutowa Wznowa

Rysunek 11. Podzial pacjentow na grupy.

W grupie badanej mezczyzni stanowili wigkszosé, tj. 60,9%, za$ kobiety 39,1% (Rysunek 12).
Wyniki te potwierdzajg dane z literatury, gdzie mezczyzni czeéciej chorujg na ccRCC. Stosunek

mezczyzn do kobiet z ccRCC wynosi ok. 2:1.
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Pleé

70,0% 60.9%

52,5%

39,1%

35,0%

17,5%

0,0%
Kobiety Mezczyzni

Rysunek 12. Udzial plci w grupie badane;j.

Analizie poddano réwniez stopien zlosliwosci histologicznej. W grupie badanej najwigcej
pacjentdow mialo nowotwor na poziomie ztosliwosci histologicznej G2, co stanowito 47,40%.
Drugim najczgstszym stwierdzanym stopniem zlosliwosci byl stopien G3, ktéry odpowiadat za

29,50% przypadkéw. Stopien G4 z kolei stwierdzono u 12,80% pacjentéow, za§ G1 u 10,30%

(Rysunek 13).
Stopien zlosliwosci histologicznej
50,0% 47,4%
37,5%
29,50%
25,0%
12,80%
12,5% 10,3%
0,0% -
Gl G2 G3 G4

Rysunek 13. Udzial stopni zlosliwosci histologicznej (Grade) w grupie badanej.
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Kolejna analiza dotyczyla stadium TNM. U wigkszos$ci pacjentow stwierdzono obecnosé

nowotworu w stadium 1, co stanowito 54,7 %. Drugim najczgsciej stwierdzanym stopniem

zaawansowania bylo stadium 3, stanowiace 33,5 %. Z kolei, stadium 2 i 4 stwierdzono u (kolejno)

9,3 % 11,9 % pacjentow. Tx stwierdzono u 0,6 % (n=1) (Rysunek 14).

CechaT
60,0% 54,7%
45,0%
33,5%
30,0%
1 5,0% 9’3%
0’0% I
T2 T4

Rysunek 14. Udzial poszczegolnych stopni cechy T u pacjentow.

0,6%
Tx

Szczegotowa charakterystyka grupy badanej z uwzglednieniem podziatu na grupy jest

przedstawiona w ponizszej tabeli (Tabela 6).
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Tabela 6. Charakterystyka grupy badanej z podzialem na grupy.

Choroba
Bez pierwotnie
wznowy  przerzutowa Wznowa

n (%) n(%) n(%) p-value
n max 60 52 49
Grupa
Choroba ograniczona do narzadu 60 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) <0,001
Choroba pierwotnie przerzutowa 0(0,0) 52 (100,0) 0(0,0)
Wznowa 0 (0,0) 0(0,0) 49 (100,0)
Ple¢
K 27 (45) 15 (28,8) 21 (42,9) 0,177
M 33 (55,00 37(71,2) 28 (57,1)
Grade
Gl 6 (10,3) 3(6,0) 7 (14,6) <0,001
G2 41(70,7)  11(22,0) 22 (45,8)
G3 10 (17,2) 23 (46,0) 13 (27,1)
G4 1(1,7) 13 (26,0) 6 (12,5)
T
T1 53(88,3) 14(26,9) 21 (42,9) <0,001
T2 5(8,3) 3(5,8) 7(14,3)
T3 2(3,3) 34 (65,4) 18 (36,7)
T4 0 (0,0) 1(1,9) 2(4,1)
Tx 0 (0,0) 0(0,0) 1(2,0)

Sposrod pacjentéw z chorobg ograniczong do narzadu byto 55% mezczyzn oraz 45% kobiet, co
stanowi stosunek 1,2:1. Dominujacym stopniem zlosliwosci histologicznej w tej grupie byt stopien

G2, ktory stanowit 70,7%. Drugim najczegsciej stwierdzanym stopniem ztosliwosci histologiczne;j
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byt stopien G3 stanowiagcy 17,2%. Z kolei stopnie G1 i G4 stwierdzono kolejno u 10,3% 1 1,7%
pacjentow. Wiekszos¢ chorych w tej grupie byto w stadium zaawansowania T1, co stanowito
88,3%. Stadium T2 1 T3 natomiast, stwierdzono u kolejno 8,3% 1 3,3%. Co wigcej, w tej grupie nie
stwierdzono stadiow T4 ani Tx. Wsérod pacjentow, u ktérych stwierdzono chorobg pierwotnie
przerzutowa byto 71,2% mezczyzn 1 28,8% kobiet, co stanowito stosunek 2,5:1. Dominujgcym
stopniem ztosliwosci histologicznej w tej grupie byt stopien G3 odpowiadajacy za 46% chorych w
tej grupie. Pacjenci ze stopniem ztosliwosci G4 1 G2 stanowili odpowiednio 26% 1 22%. Z kolei,
stopien G1 stwierdzono u 6% pacjentow. Wiekszos¢ pacjentéw z chorobg pierwotnie przerzutowa
byto w stadium T3, stanowigc 65,4%. Drugim najcze¢sciej stwierdzanym stadium zaawansowania
byto stadium T1 stanowigce 26,9%. W stadium T2 i T4 byto odpowiednio 5,8% 1 1,9% pacjentdw.
W tej grupie chorych nie bylo pacjentow w stadium Tx. W przypadku chorych, u ktérych
stwierdzono wznowe¢ nowotworowg bylo 57,1% mezczyzn 1 42,9% kobiet, co stanowito stosunek
1,3:1. Dominujagcym stopniem ztosliwosci histologicznej w tej grupie byl stopien G2, ktory
stanowil 45,8%. Stopien G3 z kolei, stwierdzono u 27,1% pacjentéw, a G1 i G4 odpowiednio u
14,6% 1 12,5% chorych. Dwa najczgsciej wystepujace stadia zaawansowania klinicznego w tej
grupie chorych stanowily stadium T1 (42,9%) oraz T3 (36,7%). Stadium T2 stwierdzono natomiast
u 14,3% pacjentow, T4 u 4,1%, a Tx u 2% pacjentow. Rdznice w stopniach ztosliwosci
histologicznej oraz stadium zaawansowania klinicznego na podstawie cechy T byly istotne
statystycznie (p<0,001). Co ciekawe, najwigkszy stosunek me¢zczyzn do kobiet obserwowano w

grupie chorych pierwotnie rozsianych (Rys. 15).
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3 kobiety
B mezczyzni

3 Kkobiety

3 kobiety B mezczyzni

E mezczyzni

Total=60 Total=52 Total=49

Bez wznowy Choroba pierwotnie przerzutowa Wznowa

Rysunek 15. Wykresy kolowe przedstawiajace ilos¢ kobiet i mezczyzn chorych na ccRCC w

poszczegolnych grupach.

Srednia wieku w grupie pacjentéw, z choroba ograniczona do narzadu wynosita 68,6 lat. W grupie
pacjentow z chorobg pierwotnie przerzutowa Srednia wieku wynosita 70,2 lat, za§ u pacjentow ze
stwierdzong wznowg - 70,7 lat. R6znice pomigdzy badanymi grupami nie byly istotne statystycznie

(p>0,05) (Tabela 7).

Tabela 7. Sredni wiek w badanych grupach.

Grupa Zmienna Srednia SD p-value
Brak wznowy 68,6 10,2

Choroba pierwotnie przerzutowa Wiek 70,2 8,85

Wznowa 70,7 9,57 0,496

Ekspresja genu OSMR i ilos¢ biatka OSMR w probkach ccRCC

Reanaliza danych transkryptomicznych dostgpnych w bazie TCGA (KIRC) wykazata silng
nadekspresje genu OSMR w komorkach pierwotnego ¢ccRCC w poréwnaniu z tkankg zdrowa (Rys.
16A). Nadekspresja ta byta niezalezna od stopnia ztosliwosci histologicznej i1 stopnia
zaawansowania (Fig.16B i 16C). Dodatkowo nie wykazano rdéznic istotnie statystycznych w

ekspresji OSMR w guzie pierwotnym ccRCC w zaleznosci od ptci (Fig.16D).
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Rysunek 16. Ekspresja genu OSMR w probkach pierwotnego ccRCC w poréwnaniu z tkanka
zdrowa (A), w zaleznoSci od stopnia zlosliwosci G (B), w zaleznosSci od stadium

zaawansowania (C) oraz w zaleznosci od plci (D).

Wynik ten moze wskazywac na to, ze nadekspresja genu OSMR wystepuje od poczatku powstania

nowotworu 1 moze by¢ zwigzana z jego progresja.

W celu okreslenia ilosci biatka OSMR w komorkach c¢cRCC przeprowadzono analize
immunohistochemiczng w trzech grupach pacjentéw: pacjenci, ktorzy do 5 lat od resekcji guza nie

mieli wznowy, pacjenci, ktorzy mieli wznowe do 5 lat i pacjenci z pierwotnie rozsianym ccRCC.
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Przeprowadzona analiza wykazata, ze biatko OSMR wystepuje w tkance zdrowej nerki, w jej
kanalikach proksymalnych, jak rowniez w komorkach jasnokomorkowego raka nerki. (Rys.17A).
Przeprowadzona analiza wykazata, ze w komorkach ccRCC 1ilo$¢ biatka OSMR jest znacznie
wyzsza W grupie pacjentow z chorobg pierwotnie przerzutowa w pordéwnaniu z grupami bez
wznowy i z wznowg (Rys.17B). W grupie pacjentdw z chorobg pierwotnie rozsiang 46% pacjentow
bylo w stadium G3 lub G4, jednak analiza transkryptomiczna nie wykazata r6znic w ilosci mRNA
OSMR u pacjentéw z G3 1 G4 (Rys.17B). Wydaje si¢ wigc, ze ilo$¢ transkryptu OSMR nie koreluje
bezposrednio z ilo$cig biatka OSMR. Dodatkowo, znaczaco wicksza ilos¢ OSMR w guzie
pierwotnym u pacjentoéw z choroba pierwotnie rozsiang moze $wiadczy¢ o tym, ze biatko to moze

petni¢ wazng funkcje w progresji i inwazji nowotworu.

Zdrowa Bez wznowy Pierwotnie przerzutowa

% TER

B llo$¢ biatka OSMR

* % %

* KK
o
o
o
o
60 —
40 —
20 -
0 -
ez

B Pierwotnie
Wznowa
wznowy przerzutowa

100 -

80

% wybarwionych komorek guza
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Rysunek 17. Analiza ilosci bialka OSMR w probkach klinicznych pierwotnego ¢ccRCC w
zaleznosci od podzialu na grupy: pacjenci, ktorzy do 5 lat od resekcji guza nie mieli wznowy,
pacjenci, ktorzy mieli wznowe do 5 lat i pacjenci z pierwotnie rozsianym ccRCC. Analiza
ilosci bialek metoda IHC w grupach w poréwnaniu z tkanka zdrowa (A), powiekszenie x 40,
analiza statystyczna ilosci bialkka OSMR w komorkach ccRCC we wszystkich grupach

badanych (B).

OSMR w limfocytach T naciekajacych nowotwor.

Z prac zespotu Zaktadu Immunoterapii Eksperymentalnej wynika, ze w wyczerpanych limfocytach
T CD4 wystepuje duza nadekspresja genu OSMR (Jancewicz et.,al. 2021 suplement). Z uwagi na
to, ze jasnokomorkowy rak nerki jest jednym z najbardziej immunogennych nowotworow i
wystepuje w nim duza infiltracja limfocytow T, sprawdzitem ilos¢ biatkka OSMR w limfocytach
naciekajacych guz w w/w grupach pacjentéw. Przeprowadzona analiza wykazala, ze niezaleznie od
badanej grupy, guz ccRCC infiltrowala podobna ilos¢ limfocytow T (Rys. 18A). Biatko OSMR
obserwowano w podobnej ilosci limfocytéw T naciekajacych guz, jednak zdecydowanie wigksza
intensywno$¢ barwienia, czyli wigcej biatka OSMR byta widoczna w komoérkach ccRCC w grupie

pacjentdw z chorobg pierwotnie przerzutowa (Rys.18B).
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Rysunek 18. Analiza ilosci limfocytéow T naciekajacych guza w grupach pacjentow: pacjenci,
ktorzy do 5 lat od resekcji guza nie mieli wznowy, pacjenci , ktérzy mieli wznowe do 5 lat i
pacjenci z pierwotnie rozsianym ccRCC (A). Ilos¢ bialka OSMR w limfocytach naciekajacych

nowotwor w tych grupach (B).

Limfocyty T naciekajace guz z duza iloscig biatkka OSMR wystepowaly gléwnie w skupiskach w

roznych czes$ciach guza, nie tylko na obrzezach ale takze w cze$ci centralnej guza (Rys.19).
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Rysunek 19. Analiza ilosci bialka OSMR w limfocytach T (powi¢kszenie 40x, 63x). Strzalki

wskazuja skupiska limfocytow T z pozytywnym barwieniem dla OSMR.

Z uwagi na to, ze w aktywnych limfocytach T CD4 nie wystepuje biatko OSMR a jego
nadekspresje obserwuje si¢ w limfocytach wyczerpanych, obecno$¢ limfocytow T CD4 z
pozytywnym barwieniem OSMR we wszystkich grupach badanych moze $wiadczy¢ o tym, ze
wyczerpanie limfocytow T nastgpuje juz na wezesnych etapach rozwoju nowotworu. Dodatkowo, w

grupie pacjentow z chorobg pierwotnie rozsiang ilos¢ OSMR na limfocytach T CD4 wzrasta.

Ekspresja genu IDOL1 i ilo$¢ bialka IDO1 w préobkach ccRCC

Dioksygenaza 2,3 indoloaminy 1 — IDO1 jest jednym z enzymdéw odpowiadajacych za metabolizm
tryptofanu. Jej wysoka ekspresja obserwowana jest w wielu typach nowotworéw i $wiadczy o
immunosupresyjnym mikrosrodowisku guza. W probkach c¢ccRCC obserwujemy istotng

nadekspresje IDO1 (Rys. 20A), co cickawe najwyzszg ilo$¢ transkryptu IDO1 obserwuje si¢ w
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ccRCC o najnizszym stopniu ztosliwosci, co moze §wiadczy¢ o silnej immunosupresji i ucieczce

nowotworu spod kontroli uktadu odpornosciowego (Rys. 20B). Z kolei nadekspresja IDO1 byta

niezalezna od stadium zaawansowania choroby i od ptci (Rys. 20C i D).
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Rys.20. Ekspresja genu IDO1 w prébkach pierwotnego ccRCC w poréwnaniu z tkankg

zdrowa (A), w zaleznoSci od stopnia zloSliwosci G (B), w zalezno$ci od stadium

zaawansowania (C) oraz w zaleznosci od plci (D).

Nadekspresja IDO1 na poziomie mRNA nie korelowala z iloscig enzymu IDO1 komoérkach ccRCC.

Tylko w pojedynczych komoérkach nowotworu obserwowano pozytywne barwienie dla IDOI,
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jednakze co ciekawe znacznie wyzsza ilos¢ IDO1 obserwowano w tkance zdrowej nerki w jej
kanalikach proksymalnych (Rys. 21). Moze to $wiadczy¢ o tym, ze enzym ten albo jest wydzielany

do mikro$rodowiska guza albo podlega $cistej kontroli potranslacyjne;.

20x 40x

Rysunek 21. Przykladowe barwienie IHC z uzyciem przeciwcial anty-IDO1 w zdrowej tkance

nerki i w komérkach nowotworowych ccRCC.

Interesujacym wydaje si¢ fakt, ze w guzie duza ilo$¢ IDOI1 jest widoczna w komorkach endotelium
naczyn krwionosnych (Rys. 22A). Ilos¢ tych IDO1 pozytywnych przestrzeni/naczyn byla
najmniejsza u pacjentdw z chorobg pierwotnie przerzutowa (Rys. 22B), co moze §wiadczy¢ o tym,

ze w duzym guzie dochodzi do hipoksji powodujacej ogniska martwicy.
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Rysunek 22. Ilos¢ IDO1 w pierwotnym guzie ccRCC w endotelium w probce od pacjenta, u
ktorego nie nastgpila wznowa (P1) oraz od pacjenta z choroba pierwotnie przerzutowg (P2)
(A), ilos¢ wybarwionych przestrzeni/naczyn w guzie ccRCC w grupach pacjentéw: pacjenci,
ktorzy do 5 lat od resekcji guza nie mieli wznowy, pacjenci , ktérzy mieli wznowe do 5 lat i

pacjenci z pierwotnie rozsianym ccRCC (B).

Wynik ten, rdwniez moze $§wiadczy¢é o tym, ze limfocyty T sa hamowane i wylaczane juz w

naczyniach krwiono$nych wewnatrz guza.
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Ekspresja IDO1w limfocytach T naciekajacych nowotwor

Z danych wielkoskalowych transkryptomicznych przeprowadzonych na wyczerpanych limfocytach
T CD4 wynika, ze charakteryzuja si¢ one wysoka ekspresjag IDO. Przeprowadzona analiza
immunohistochemiczna z uzyciem przeciwcial przeciwko IDO1 wykazata, niewielkie barwienie w
limfocytach T naciekajacych nowotwor (Rys.23), znacznie nizsze niz w komodrkach endotelialnych

naczyn krwiono$nych.

ccRCC TILs

Rysunek 23. Analiza ilosci bialka IDO1 w limfocytach T naciekajgcych nowotwor w tkance

nowotworowej pacjentow z rozpoznanym ccRCC.

Wynik ten wskazuje na to, ze nie tylko w komoérkach nowotworowych i endotelium naczyn
krwiono$nych wystepuje IDO1 ale rowniez w samych limfocytach T, co zwigksza jeszcze

immunosupresyjne mikrosrodowisko guza.

Ekspresja genu TMPRSS?2 i ilos¢ biatka TMPRSS2 w probkach ccRCC
Funkcja proteazy TMPRSS2 zostala dokladnie zbadana w raku prostaty, natomiast w przypadku
ccRCC pozostaje obiektem badan. Dane literaturowe wskazuja, ze na ccRCC choruje dwukrotnie

wiecej mezczyzn niz kobiet, co sugeruje potencjalny zwigzek z androgenami. W zwigzku z tym
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przeprowadziliSmy analiz¢ ekspresji TMPRSS2 w probkach ccRCC. Zaobserwowano istotne
obnizenie ekspresji TMPRSS2 w ccRCC w poréwnaniu z tkankg zdrowa (Rys.24A). Co ciekawe,
nie zaobserwowano réznic w ekspresji TMPRSS2 w ¢ccRCC w zaleznosci od stopnia zlosliwosci

histologicznej, stadium zaawansowania choroby czy w zaleznosci od ptci (Rys.24 B, C, D).
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Rysunek 24. Ekspresja genu TMPRSS2 w probkach pierwotnego ¢ccRCC w poréwnaniu z
tkanka zdrowa (A), w zaleznoSci od stopnia zlosliwosci G (B), w zaleznosci od stadium

zaawansowania (C) oraz w zaleznoSci od plci (D).

Znaczne zmniejszenie transkryptow TMPRSS2 w guzie ccRCC, w poréwnaniu z kanapka zdrowa

byto zaskoczeniem, zwlaszcza, ze analiza immunohistochemiczna przeprowadzona na probkach
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ccRCC wykazata, ze w komorkach nowotworowych ilo§¢ TMPRSS2 byla podobna lub nieco
zmniejszona w porownaniu z tkanka zdrowa (Rys. 25A). Dodatkowo, analiza statystyczna
wykazata brak réznic w ilosci wybarwionych komoérek nowotworowych pomigdzy badanymi

grupami pacjentow (Rys. 25B).
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Rysunek 25. Ilo§¢ TMPRSS2 w pierwotnym guzie ccRCC w grupach pacjentow: pacjenci,
ktorzy do S lat od resekcji guza nie mieli wznowy, pacjenci, ktorzy mieli wznowe do 5 lat i
pacjenci z pierwotnie rozsianym ccRCC - przykladowe barwienie (A), analiza statystyczna

ilosci wybarwionych komorek (B).

Ekspresja TMPRSS2 w limfocytach T naciekajacych nowotwor
Z danych transkryptomicznych przeprowadzonych w Zaktadzie Immunoterapii Eksperymentalne;j
NIO-PIB, na wyczerpanych limfocytach T CD4 wynika, ze charakteryzuja si¢ one wysoka

ekspresja TMPRSS2. Przeprowadzona analiza immunohistochemiczna z uzyciem przeciwciat
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przeciwko TMPRSS2 wykazata, silne barwienie w limfocytach T naciekajacych nowotwor
(Rys.26A), co ciekawe ilo§¢ wybarwionych komoérek byta najwieksza w grupie pacjentow z
pierwotnie rozsianym ccRCC (Rys.26B). Wynik ten moze wskazywaé¢ na udziat proteazy

TMPRSS2 w wyczerpaniu limfocytow T naciekajacych nowotwor.
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Rysunek 26. Ilo§¢ TMPRSS2 w limfocytach T naciekajacych nowotwor ccRCC w grupach
pacjentow: pacjenci, ktorzy do 5 lat od resekcji guza nie mieli wznowy, pacjenci, ktorzy mieli
wznowe do 5 lat i pacjenci z pierwotnie rozsianym ccRCC, przykladowe barwienie, strzalki
wskazuja wybarwione pozytywnie limfocyty T (A), analiza statystyczna iloSci wybarwionych

komoérek (B).
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Odniesienie uzyskanych danych molekularnych do parametréw klinicznych.

W przeprowadzonej analizie ocenie poddano nastgpuje parametry: biatko OSMR (w komérkach
nowotworowych i na limfocytach T), IDO-1 oraz bialko TMPRSS2 w komérkach
nowotworowych, ( Tabela 8 ).

Tabela 8. Zestawienie ekspresji badanych bialek u pacjentéow z ccRCC.

Ekspresja bialka N %
OSMR
Obecna 86 53.4
Nieobecna 75 46,6
OSMR na limfocytach T
Obecna 128 79,5
Nieobecna 33 20,5
TMPRSS2
Obecna 73 45,3
Nieobecna 88 54,7
IDO-1
Obecna 8 5
Nieobecna 153 95

Zaobserwowano istotne statystycznie réznice w procentowym udziale ekspresji OSMR miedzy
badanymi grupami. Mediany procentowego udzialu OSMR w grupie pacjentow, z chorobg
ograniczong do narzadu oraz w grupie, w ktorej stwierdzono wznowg nowotworowg wynosity 0 co
wskazuje na dominacj¢ braku ekspresji tego biatka w tych grupach. Z kolei mediana procentowego
udziatlu OSMR w grupie pacjentow z chorobg pierwotnie przerzutowa wynosita 31,8 (p<0,001).

Ponadto, odnotowano takze istotne statystycznie rdznice w ekspresji OSMR w HScore mi¢dzy
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badanymi grupami. Mediany udziatu OSMR HScore w grupie pacjentdw, z chorobg ograniczong do
narzadu oraz w grupie, w ktorej stwierdzono wznowe nowotworowa wynosity 0 co wskazuje na
dominacj¢ braku ekspresji tej zmiennej. Natomiast mediana udziatu OSMR HScore w grupie

pacjentow z chorobg pierwotnie przerzutowg wynosita 33,5 (p<0,001) (Tabela 9).

Tabela 9. Udzial ilosci bialka OSMR w komérkach c¢cRCC kazdej z badanych grup
pacjentow.

Grupa Zmienna Mediana Q1 Q3 p-value
Choroba ograniczona do narzadu 0 0 40

Choroba pierwotnie przerzutowsa OSMR % 31,8 15 88,1

Wznowa 0 0 29,8  <0,001

Choroba ograniczona do narzadu 0 0 56

Choroba pierwotnie przerzutowa OSMR HScore 33,5 17,5 119

Wznowa 0 0 39,8  <0,001

Mediana dla choroby pierwotnie przerzutowej byla najwigksza i wynosita 26, natomiast dla grupy z
chorobg ograniczong do narzadu byla najmniejsza i wynosita 17. Nie zaobserwowano jednak
istotnie statystycznych roznic w ekspresji OSMR na limfocytach T pomi¢dzy badanymi grupami

(p>0,05) (Tabela 10).

Tabela 10. Udzial ekspresji OSMR na limfocytach T w kazdej z badanych grup.

Grupa Zmienna Mediana Q1 Q3 p-value
Choroba ograniczona do narzadu 17 3 47

Choroba pierwotnie przerzutowa OSMR limfocyty 26 15,5 44,7

Wznowa 19 1 49 0,210

Mediana udzialu procentowego ilosci biatka TMPRSS2 w grupach pacjentdow z chorobg

ograniczong do narzadu oraz z obecng wznowa nowotworowa wynosita 0, za§ w grupie pacjentow z
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chorobg pierwotnie przerzutowa mediana ta byta o 18 wyzsza. Rdznice te nie byly jednak istotne
statystycznie (p>0,05). Mediana ekspresji TMPRSS2 HScore w grupach pacjentdow z brakiem
wznowy 1 z obecng wznowa nowotworowg wynosita 0, za§ w grupie pacjentow z chorobag
pierwotnie przerzutowg mediana ta byla o 19 wyzsza. Rdznice te nie byly jednak istotne

statystycznie (p>0,05) (Tabela 11).

Tabela 11. Udzial ilo$ci proteazy TMPRSS2 w kazdej z badanych grup.

Grupa Zmienna Mediana Q1 Q3 p-value
Choroba ograniczona do narzadu 0 0 41,1
Choroba pierwotnie przerzutowa TMPRSS2 % 18 0 62,2
Wznowa 0 0 53,5 0,393
Guz pierwotny 0 0 55

TMPRSS2
Choroba pierwotnie przerzutowa 19 0 62,2

Hscore

Wznowa 0 0 53,5 0,47

Przeprowadzona analiza wykazala, ze mediana udzialu procentowego ekspresji IDO-1 w trzech
badanych grupach wynosita 0. Rdéznice te nie byly istotne statystycznie (p>0,05). Podobnie,
mediana ekspresji IDO1 HScore w trzech badanych grupach rowniez wynosita 0. Réznice te nie
byly istotne statystycznie (p>0,05) (Tabela 12).

Tabela 12. Udzial ilosci bialka IDO-1 w komdrkach nowotworowych ccRCC w kazdej z

badanych grup.

Grupa Zmienna median Q1 Q3 p-value

Choroba ograniczona do

narzadu 0 0 0
. . IDO-1 %
Choroba pierwotnie przerzutowa 0 0 0,075
Wznowa 0 0 0 0,241
Choroba ograniczona do
narzadu 0 0 0
. . IDO-1 HScore
Choroba pierownieprzerzutowa 0 0 0 71

Wznowa 0 0 0 0,361




Mediany procentowego udziatu ekspresji OSMR w stopniu ztosliwosci G1 1 G2 wynosity 0
wskazujac na dominacje braku ekspresji tego biatka. Z kolei w stopniu G4 mediana byta wyzsza i
wynosita 12,5. Natomiast w stopniu G3 mediana byla najwyzsza i wynosita 21,6. Mediany HScore
OSMR cytoplazmatycznego w stopniu ztosliwosci G1 1 G2 wynosity 0 wskazujac na dominacje
braku ekspresji tej zmiennej. Z kolei w stopniu G4 byta wyzsza 1 wynosita 19,5. Z kolei, w stopniu

G3 mediana byla najwyzsza i wynosila 25,6 (Tabela 13).

Tabela 13. Udzial ilosci bialka OSMR w komodrkach c¢cRCC w zaleznosci od stopnia
zhosliwosci histologicznej w grupie pacjentow z wznowa nowotworowsg.

Grade Zmienna Mediana Q1 Q3
Gl 0 0 33,6
G2 0 0 16,5
OSMR %
G3 21,6 0 36,3
G4 12,5 2,5 18
Gl 0 0 43
G2 0 0 16,5
OSMR HScore
G3 25,6 0 39,8
G4 19,5 4,75 27,5

Mediana procentowego udzialu ekspresji OSMR na limfocytach T w stopniu zto§liwosci G4 byta
najwigksza 1 wynosita 38,5. Mediany w stopniach G2 i1 G3 wynosity odpowiednio: 25,4 oraz 16.

Dla stopnia G1 byta ona najmniejsza i wynosita 7 (Tabela 14).
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Tabela 14. Udzial ilosci bialka OSMR na limfocytach T w zaleznos$ci od stopnia zloSliwosci
histologicznej w grupie pacjentow z wznowa nowotworow3.

Grade Zmienna Mediana Q1 Q3

Gl 7 0 31

G2 25,4 0,75 59,4
OSMR limfocyty T

G3 16 5 29

G4 38,5 5 76,5

Mediany procentowego udziatu ekspresji TMPRSS2 w stopniach G1, G2 i G4 wynosity 0
wskazujac na dominacje braku ekspresji tego biatka. Natomiast w stopniu G3 mediana byta
najwyzsza 1 wynosita 27,5. Z kolei analiza H-score dla TMPRSS2 wykazata, ze mediana w
stopniach G1, G2 1 G4 wynosity 0 wskazujgc na dominacje¢ braku ekspresji tej zmiennej w tych
stopniach zlosliwosci. Natomiast w stopniu G3 mediana bylta najwyzsza 1 wynosita 27,5 (Tabela
15).

Tabela 15. Udzial ilosci proteazy TMPRSS2 w komorkach nowotworowych ccRCC w
zaleznoSci od stopnia zlosliwosci histologicznej w grupie pacjentow z wznowa nowotworow3.

Grade Zmienna Mediana Q1 Q3
Gl 0 0 63,5
G2 0 0 43
TMPRSS2 %
G3 27,5 0 75,2
G4 0 0 0
Gl 0 0 63,5
G2 0 0 43
TMPRSS2 HScore

G3 27,5 0 77,5
G4 0 0 0 73




Mediany procentowego udzialu i H-score ekspresji IDO1 w kazdym stopniu zto§liwosci Grade

wynosity 0 wskazujgc na dominacje braku ekspresji tego biatka (Tabela 16).

Tabela 16. Udzial ekspresji IDO-1 w zaleznosci od stopnia zlosliwosci histologicznej w grupie
pacjentow Zz wznowa nowotworows.

Grade Zmienna Mediana Q1 Q3
G2 0 0 0
G3 IDO-1 % 0 0 0
G4 0 0 0
G2 0 0 0
G3 IDO-1HScore 0 0 0
G4 0 0 0

Nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic miedzy ekspresja w/w czynnikow a stopniem
ztosliwosci histologicznej Grade (p>0,05) w grupie pacjentdéw z wznowa nowotworowa (Tabela
17).

Tabela 17. Korelacja Kendalla dla zmiennych w zaleznoSci od stopnia zloSliwosSci
histologicznej w grupie pacjentow z wznowa nowotworow3.

Korelacja Kendall’a

Grade Zmienna Cor p-value
OSMR % 0,140 0,268
OSMR HScore 0,140 0,254
OSMR (limfocyty T) % 0,089 0,447
TMPRS2 % -0,005 0,965
TMPRSS2 HScore 0,019 0,877

G2-G4 IDO-1 % - 1
IDO-1 HScore - 1
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Mediany procentowego udziatu ekspresji OSMR cytoplazmatycznego w stadiach T1, T2 i Tx
wynosity 0 wskazujac na dominacje braku ekspresji tego czynnika w tych stadiach. W stadium T3
mediana wynosita 7,5, a w stadium T4 byta najwyzsza i wynosita 17,5, czyli o 10 jednostek wiecej
niz w stadium T3. Mediany HScore OSMR cytoplazmatycznego w stadiach T1, T2 1 Tx wynosity 0
wskazujac na dominacj¢ braku ekspresji tego czynnika w tych stadiach. W stadium T3 mediana

wynosita 9,5, za§ w stadium T4 byta o 12,5 jednostek wyzsza wynoszac 22 (Tabela 18).

Tabela 18. Udzial ilosci bialkka OSMR w komorkach ¢¢cRCC w zaleznosci od cechy T w skali

TNM w grupie pacjentow ze wznowa nowotworowa.

T Zmienna Mediana Q1 Q3
T1 0 0 26,8
T2 0 0 19
T3 OSMR % 7,5 0 32,6
T4 17,5 8,75 26,2
Tx 0 0 0
T1 0 0 41,5
T2 0 0 24
T3 OSMR HScore 9,5 0 37,3
T4 22 11 33
Tx 0 0 0

75



Mediana procentowego udziatu ekspresji OSMR na limfocytach T w stadium T4 byta najwyzsza i
wynosita ona 77, natomiast dla stadium T3 wynosita 16. W stadium T1 oraz T2 mediany wynosity

odpowiednio 19 oraz 26 (Tabela 19).

Tabela 19. Udzial ilosci bialkka OSMR na limfocytach T w zaleznosci od cechy T skali TNM w
grupie pacjentow z wZznowa nowotworowa.

T Zmienna Mediana Q1 Q3

T1 19 5 49

T2 26 2,5 28
OSMR (limfocyty T) %

T3 16 0 57,6

T4 77 74,5 79,5

Mediany procentowego udziatu ekspresji TMPRSS2 z H-score byly tozsame. Mediany
procentowego udziatu i HScore ekspresji TMPRSS2 w stadium T2 i1 T3 wynosita 0 wskazujac na
dominacj¢ braku ekspresji tego czynnika w tych stadiach. W stadium T1 mediana wynosita 18,5, a
w stadium Tx byta o 23,5 jednostek wyzsza wynoszac 42. W stadium T4 mediana ekspres;ji

TMPRSS?2 byta najwyzsza 1 wynosita 50 (Tabela 20).
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Tabela 20. Udzial ilosci proteazy TMPRS2 w komorkach ccRCC w zaleznoSci od cechy T skali
TNM w grupie pacjentow Z wZznowa nowotworows.

T Zmienna Mediana Q1 Q3
T1 18,5 0 70,2
T2 0 0 0
T3 TMPRSS2 % 0 0 25
T4 50 25 75
Tx 42 42 42
T1 18,5 0 70,2
T2 0 0 0
T3 TMPRSS2 HScore 0 0 25
T4 50 25 75
Tx 42 42 42

Mediany procentowego udzialu ekspresji IDO1 i HScore w kazdym stadium opisywanym cechg T

skali TNM wynosily 0 wskazujac na dominacje¢ braku ekspresji tego czynnika (Tabela 21).

Tabela 21. Udzial ilosci bialka IDO-1 w zalezno$ci od cechy T w skali TNM w grupie
pacjentow ze wznowa nowotworowa.

T Zmienna Mediana Q1 Q3
T1 0 0 0
T3 IDO-1 % 0 0 0
T4 0 0 0
T1 0 0 0
T3 IDO-1 HScore 0 0 0
T4 0 0 0
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Nie zaobserwowano istotnych statystycznie roznic migdzy w/w zmiennymi a cechg T skali TNM w

grupie pacjentow z wznowa nowotworowg (p>0,05) (Tabela 22).

Tabela 22. Korelacja Kendalla dla zmiennych w zaleznoS$ci od cechy T skali TNM w grupie
pacjentow Zz wZznowa nowotworowsg.

Korelacja Kendall’a

T Zmienna Cor p-value
OSMR % 0,270 0,019
OSMR HScore 0,270 0,015

T1-Tx OSMR (limfocyty T) % -0,043 0,694
TMPRSS2 % -0,087 0,457
TMPRSS2 HScore -0,082 0,479
IDO-1% 0,060 0,728
IDO-1 HScore 0,075 0,667

Mediana procentowego udziatu ekspresji OSMR byla najwyzsza w stopniu G4 wynoszac 80. W
stopniu G3 mediana wynosita 28,2, w stopniu G2- 19,6, za§ w stopniu G1- 15. Mediana ekspresji
OSMR w HScore byta najwyzsza w stopniu G4 wynoszac 113. W stopniu G3 1 G1 mediany byly

podobne 1 wynosity odpowiednio 30,2 1 30. W stopniu G2 mediana wynosita 28,6 (Tabela 23).
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Tabela 23. Udzial ilosci bialka OSMR w komodrkach ccRCCw zaleznosci od stopnia zlosliwosci
histologicznej w grupie pacjentow z chorobg pierwotnie przerzutows.

Grade Zmienna Mediana Q1 Q3

Gl 15 7,5 57,5

G2 19,6 0 73,7
OSMR %

G3 28,2 16,2 39,2

G4 80 32 100

Gl 30 15 109

G2 28,6 0 87,7
OSMR HScore

G3 30,2 16,2 63

G4 113 33,5 200

Mediana procentowej ilosci OSMR na limfocytach T byta najwyzsza w stopniu G2 i wynosita 37.

Najnizsza mediang obserwowano w stopniu G1 i wynosita ona 20. Mediany w stopniu G3 oraz G4

wynosily odpowiednio 23,5 oraz 22 (Tabela 24).

Tabela 24. Udzial ilosci bialka OSMR na limfocytach T w zaleznoS$ci od stopnia zloSliwosci
histologicznej w grupie pacjentow z chorobg pierwotnie przerzutows.

Grade Zmienna Mediana Q1 Q3

Gl 20 12 27,5

G2 37 244 53,8
OSMR (limfocyty T) %

G3 23,5 11 41,6

G4 22 17,8 36

Mediany procentowego udziatu ekspresji TMPRS2 oraz HScore w stopniach G2 1 G4 wynosity 0
wskazujac na dominacje braku ekspresji tego czynnika w stopniach G2 1 G4. Mediana
procentowego udziatu ekspresji TMPRS2 oraz HScore w stopniu G3 byta najwyzsza wynoszac 28,

za$ w stopniu 22 byta o 6 jednostek nizsza i wynosita 22 (Tabela 25).
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Tabela 25. Udzial ilosci proteazy TMPRSS2 w komorkach nowotworowych ccRCC w
zaleznoS$ci od stopnia zlosliwosci histologicznej w grupie pacjentéow z chorobg pierwotnie
przerzutowa.

Grade Zmienna Mediana Q1 Q3

Gl 22 11 35,5

G2 0 0 65,2
TMPRSS2 %

G3 28 9 80

G4 0 0 20

Gl 22 11 40,5

G2 0 0 68,2
TMPRSS2 HScore

G3 28 13 82,5

G4 0 0 20

Mediany procentowego udziatu ekspresji IDO1 oraz HScore w kazdym stopniu ztosliwosci
histologicznej Grade wynosity 0 wskazujgc na dominacj¢ braku ekspresji tego czynnika (Tabela

26).

Tabela 26. Udzial ekspresji IDO-1 w zaleznosci od stopnia zlosliwosci histologicznej w grupie
pacjentow z chorobg pierwotnie przerzutows.

Grade Zmienna Mediana Q1 Q3

Gl 0 0 0

G2 0 0 0
IDO-1 %

G3 0 0 1,38

G4 0 0 0,075

Gl 0 0 0

G2 0 0 0
IDO-1 HScore

G3 0 0 0,625

G4 0 0 0,075
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Zaobserwowano istotne statystycznie réznice w procentowym udziale ekspresji limfocytow CD8 w
zaleznos$ci od stopnia ztosliwosci histologicznej (p= 0,006). Ponadto, odnotowano takze istotne
statystycznie rdéznice w procentowym udziale ekspresji OSMR jadrowego w zaleznos$ci od stopnia
ztosliwosci histologicznej (p=0,049). Dodatkowo, istotne statystycznie rdéznice byly takze widoczne
w procentowym udziale ekspresji OSMR cytoplazmatycznego w zaleznos$ci od stopnia ztosliwosci
histologicznej (p=0,019). Istotne statystycznie byly rowniez réznice w HScore OSMR
cytoplazmatycznym w zalezno$ci od stopnia Grade (p=0,015) (Tabela 27).

Tabela 27. Korelacja Kendalla zmiennych w zaleznos$ci od stopnia ztosliwosci histologicznej w
skali Grade w grupie pacjentow z choroba przerzutowa.

Korelacja Kendall’a
Grade Zmienna cor p-value
CD4 % 0,140 0,211
CD8 % 0,300 0,006
OSMR jadrowy % -0,250 0,049
OSMR jadrowy HScore -0,250 0,053
OSMR cytoplazmatyczny % 0,270 0,019
G1-G4
OSMR cytoplazmatyczny HScore 0,270 0,015
TMPRS2 % -0,087 0,457
TMPRS2 HScore -0,082 0,479
IDO1 % 0,060 0,728
IDO1 HScore 0,075 0,667

Mediana procentowego udziatu ekspresji OSMR cytoplazmatycznego byta najwyzsza w stadium T2
1 wynosita 100. W stadium T3 mediana wynosita 32. W stadium T1 obserwowano median¢ na

poziomie 25, a niewiele nizsza byla w stadium T4, gdzie wynosita 23,3. Mediana HScore ekspresji
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OSMR cytoplazmatycznego byla najwyzsza w stadium T2, gdzie wynosita 200. W stadium T3
wynosita 60. Najnizsze mediany obserwowano w stadium T4 1 T1, wynoszace odpowiednio 30,3

i 29 (Tabela 28).

Tabela 28. Udzial ekspresji OSMR cytoplazmatycznego w zaleznosSci od cechy T skali TNM w
grupie pacjentow z choroba pierwotnie przerzutowa.

T Zmienna Mediana Q1 Q3

T1 25 5 41,1

T2 100 61,8 100
OSMR %

T3 32 15 90,5

T4 233 233 23,3

T1 29 5 42.6

T2 200 117 207
OSMR HScore

T3 60 20 139

T4 30,3 30,3 30,3

Mediana procentowego udziatu ekspresji OSMR na limfocytach byta najwigksza w stadium T1
1 wynosita 46. Najnizszg mediang obserwowano w stadium T3 1 wynosita ona 21. Dla stadium T2

oraz T4 mediany wyniosty odpowiednio 22 oraz 37 (Tabela 29).

Tabela 29. Udzial ekspresji OSMR na limfocytach T w zaleznoS$ci od cechy T skali TNM w
grupie pacjentow z choroba pierwotnie przerzutowa.

T Zmienna Mediana Q1 Q3

T1 46 22 60,5

T2 22 12,5 29,6
OSMR (limfocyty T) %

T3 21 14,5 354

T4 37 37 37

Mediana procentowego udziatu ekspresji TMPRSS2 byla najwyzsza w stadium T2, gdzie wynosita

89. Na drugim miejscu byta mediana w stadium T4, gdzie wynosita 28. Najnizsze mediany
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obserwowano w stadiach T1 i1 T3, wynoszace odpowiednio 8 i 5. Mediana HScore ekspresji

TMPRSS2 byla najwyzsza w stadium T2, gdzie wynosita 94. Na drugim miejscu byta mediana w

stadium T4, gdzie wynosita 28. Najnizsze mediany obserwowano w stadiach T3 i T1 wynoszace

odpowiednio 9 1 § (Tabela 30).

Tabela 30. Udzial ekspresji TMPRSS2 w zaleznosci od cechy T skali TNM w grupie pacjentéw

z choroba pierwotnie przerzutowa.

T Zmienna Mediana Q1 Q3

T1 8 0 44

T2 89 54,5 94,5
TMPRSS2 %

T3 5 0 58,8

T4 28 28 28

TI 8 0 44

T2 94 57 97
TMPRSS2 HScore

T3 9 0 61,2

T4 28 28 28

Mediany procentowego udziatu ekspresji IDO1 1 HScore w stadiach T1, T2 i T3 wynosity 0

wskazujgc na dominacj¢ braku ekspresji danego czynnika w tych stadiach (Tabela 31).

Tabela 31. Udzial ekspresji IDO-1 w zaleznos$ci od cechy T skali TNM w grupie pacjentow z

chorobg pierwotnie przerzutowa.

T Zmienna Mediana Q1 Q3
T1 0 0 0
T2 IDO-1 % 0 0 0
T3 0 0 2,12
T1 0 0 0
T2 IDO-1 HScore 0 0 0
T3 0 0 1,95
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Zaobserwowano istotne statystycznie réznice w procentowym udziale ekspresji IDO-1 w zalezno$ci
od stadium T1, T2 i T3 skali TNM w grupie pacjentdw z choroba pierwotnie przerzutowa
(p=0,031). Rdéznice HScore IDO-1 w zalezno$ci od stadium T1, T2 i T3 s3 na granicy istotno$ci
statystycznej (p=0,05). Innych roznic istotnie statystycznych w tej grupie nie zaobserwowano

(Tabela 32).

Tabela 32. Korelacja Kendalla dla zmiennych w zaleznos$ci od cechy T skali TNM w grupie
pacjentow z chorobg pierwotnie przerzutowa.

Korelacja Kendalla

T Zmienna cor p-value

T1-T4 OSMR % 0,098 0,397
OSMR HScore 0,130 0,253
OSMR (limfocyty t) % -0,190 0,098
TMPRSS2 % -0,002 0,985
TMPRSS2 HScore -0,018 0,878
IDO-1 % 0,380 0,031

T1-T3
IDO-1 HScore 0,350 0,050

Mediany procentowego udziatu ekspresji OSMR cytoplazmatycznego i HScore w stopniach G1, G2
1 G4 wynosity 0 wskazujac na dominacje braku ekspresji tego czynnika w tych stopniach
ztosliwosci. Mediana procentowego udziatu ekspresji OSMR cytoplazmatycznego i HScore w

stopniu G3 wynosity kolejno 14,1 oraz 18,2 (Tabela 33).
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Tabela 33. Udzial ilosci bialkka OSMR w zaleznoS$ci od stopnia zlosliwosci histologicznej w
grupie pacjentow z choroba ograniczonga do narzadu.

Grade Zmienna Mediana Q1 Q3

Gl 0 0 18,8

G2 0 0 49,5
OSMR %

G3 14,1 0 40

G4 0 0 0

Gl 0 0 18,8

G2 0 0 68
OSMR HScore

G3 18,2 0 40

G4 0 0 0

Mediana procentowego udziatu OSMR na limfocytach byla najwigksza dla stopnia G3 i wynosita
26. Najnizsza mediana byta obserwowana dla stopnia G4 i wynosita ona 2. Mediany dla stopnia G1

oraz G2 wynosity odpowiednio 14,5 oraz 18 (Tabela 34).

Tabela 34. Udzial ilosci bialka OSMR na limfocytach T w zaleznos$ci od stopnia zloSliwosci
histologicznej w grupie pacjentow z chorobg ograniczong do narzadu.

Grade Zmienna Mediana Q1 Q3

Gl 14,5 5,5 23,5

G2 18 4 47,5
OSMR (limfocyty T) %

G3 26 0 48

G4 2 2 2

Mediany procentowego udziatu ekspresji TMPRSS2 1 HScore we wszystkich stopniach zto§liwosci

Grade wynosity 0 wskazujac na dominacj¢ braku ekspresji tego czynnika (Tabela 35).
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Tabela 35. Udzial ekspresji TMPRSS2 w zalezno$ci od stopnia zlosliwosci histologicznej w
grupie pacjentow z chorobg ograniczona do narzadu.

Grade Zmienna Mediana Q1 Q3

Gl 0 0 18,8

G2 0 0 58,5
TMPRSS2 %

G3 0 0 36,3

G4 0 0 0

Gl 0 0 18,8

G2 0 0 62
TMPRSS2 HScore

G3 0 0 51,2

G4 0 0 0

Mediany procentowego udzialu poziomu ekspresji IDO1 1 HScore w stopniu G2 1 G3 wynosity 0
wskazujac na dominacje braku ekspresji tego czynnika w tych stopniach. Mediany procentowego

udziatu poziomu ekspresji IDO-1 1 HScore w stopniu G4 wynosity odpowiednio 11 3 (Tabela 36).

Tabela 36. Udzial ekspresji IDO1 w zaleznoS$ci od stopnia zlosliwosci histologicznej w grupie
pacjentow z chorobg ograniczona do narzadu.

Grade Zmienna Mediana Q1 Q3
G2 0 0 0
G3 IDO-1 % 0 0 0
G4 1 1 1
QG2 0 0 0
G3 IDO-1 HScore 0 0 0
G4 3 3 3

Nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic w ekspresji w/w czynnikow w zaleznosci od
stopnia zlosliwosci histologicznej w grupie pacjentdw z chorobg ograniczong do narzadu (Tabela

37).
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Tabela 37. Korelacja Kendalla dla zmiennych w zalezno$Sci od stopnia zloSliwosci
histologicznej w grupie chorych z choroba ograniczona do narzadu.

Kendall correlation

Grade Zmienna cor p-value

G1-G4 OSMR % 0,073 0,541
OSMR HScore 0,095 0,420
OSMR (limfocyty T) % 0,01 0,210
TMPRSS2 % 0,010 0,929
TMPRSS2 HScore 0,008 0,945
IDO-1 % 0,270 0,246

G2-G4
IDO-1 HScore 0,270 0,246

Mediany udziatu procentowego ekspresji OSMR w stadium T3 byta najwyzsza i wynosita 53. W

stadium T2 mediana wynosita 14,1, zas w T1 wynosita 0. Mediany HScore OSMR w stadium T3

byla najwyzsza 1 wynosita 68. W stadium T2 wynosita 18,2, za§ w T1 wynosita 0 (Tabela 38).

Tabela 38. Udzial ekspresji OSMR w zaleznos$ci od cechy T skali TNM w grupie pacjentow z

chorobg ograniczong do narzadu.

T Zmienna Mediana Q1 Q3
T1 0 0 35,2
T2 OSMR % 14,1 0 68,5
T3 53 41,5 64,5
T1 0 0 39
T2 OSMR HScore 18,2 15 68,5
T3 68 64 72

Mediana procentowego udziatu ekspresji OSMR na limfocytach byta wyzsza w stadium T2

i wynosita 48. Dla stadium T1 mediana wyniosta 14 (Tabela 39).
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Tabela 39. Udzial ekspresji OSMR na limfocytach w zalezno$ci od cechy T skali TNM w
grupie pacjentow z chorobg ograniczong do narzadu.

T Zmienna Mediana Q1 Q3

T1 14 2,25 33,2
OSMR (limfocyty T) %

T2 48 10 49

Mediana udziatu procentowego ekspresji TMPRSS2 w stadium T2 byla najwyzsza i wynosita 35.
W stadium T3 wynosita 19, za§ w stadium T1 wynosita 0. Tozsame wyniki prezentuje HScore
TMPRS2 (Tabela 40).

Tabela 40. Udzial ekspresji TMPRSS2 w zaleznosci od cechy T skali TNM w grupie pacjentow
z chorobg ograniczong do narzadu.

T Zmienna Mediana Q1 Q3

T1 0 0 47,8
T2 TMPRSS2 % 35 0 42,1
T3 19 17,5 20,5
T1 0 0 58,6
T2 TMPRSS2 HScore 35 0 51,2
T3 19 17,5 20,5

Mediany procentowego udziatu ekspresji IDO-1 1 HScore w stadiach T1, T2 i T3 wynosity 0

wskazujac na dominacj¢ braku ekspresji tego czynnika w tych stadiach (Tabela 41).
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Tabela 41. Udzial ekspresji IDO-1 w zaleznosci od cechy T skali TNM w grupie pacjentow z
choroba ograniczona do narzadu.

T Zmienna Mediana Q1 Q3
T1 0 0 0
T2 IDO-1 % 0 0 0
T3 0 0 0
T1 0 0 0
T2 IDO-1 HScore 0 0 0
T3 0 0 0

Nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic miedzy w/w czynnikami w zalezno$ci od
stadium zlosliwosci T1-T3 skali TNM w grupie pacjentéw bez wznowy nowotworowej (Tabela
42).

Tabela 42. Korelacja Kendalla dla zmiennych w zaleznos$ci od cechy T skali TNM w grupie
pacjentow z chorobg ograniczona do narzadu.

Korelacja Kendall’a

T Zmienna cor p-value
OSMR % 0,180 0,140
OSMR HScore 0,230 0,052
TMPRSS2 % 0,100 0,401
TMPRSS2 HScore 0,110 0,344
IDO- 1 % -0,150 0,517
IDO -1 HScore -0,150 0,517

T1-T2 OSMR (limfocyty T) % 0,010 0,927
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XIII. Dyskusja
Pomimo faktu, Zze jasnokomorkowy rak nerki to nowotwdr o czgsciowo poznanych
zaburzeniach molekularnych, ktére odgrywaja istotng role w jego patogenezie, szczegdtowa
charakterystyka molekularna tego nowotworu wcigz wymaga dalszych badan. Nieustajacy postep w
biologii molekularnej oraz narzgdziach diagnostycznych pozwolil na lepsze zrozumienie podstaw
patogenezy ccRCC 1 opracowaniu terapii celowanych, ktore u czesci chorych, zwlaszcza w stadium
choroby przerzutowej, moga wptywac na poprawe rokowania. Niemniej jednak, pomimo rozwoju,
zarbwno na poziomie nauk podstawowych jak 1 klinicznych, rodzaj zmian molekularnych
wptywajacych na wystapienie jasnokomorkowego raka nerki wcigz wymaga glebszej analizy.
Ograniczona odpowiedZ na radioterapi¢ oraz chemioterapi¢, a takze niewielka skutecznos¢
stosowanej obecnie immunoterapii sktaniaja zaréwno naukowcéw jak 1 klinicystow do
nieustajacego zglebiania wiedzy dotyczacej ccRCC. Niezbedne podkreslenia wydaje sie by¢, ze
obecnie stosowana immunoterapia w zaawansowanej chorobie przerzutowe] daje chorym
niewielkie nadzieje. Tym samym, koniecznos$¢ analizy zaburzen molekularnych w ¢ccRCC oraz ich
korelacji z uktadem immunologicznym celem opracowania nowych schematéw
immunoterapeutycznych o wyzszej skuteczno$ci, byla gldownym motywem niniejszej pracy
doktorskiej. Co wiecej, identyfikacja zaburzen molekularnych w jasnokomorkowym raku nerki
moze by¢ przydatna nie tylko w planowaniu leczenia celowanego, ale takze w indywidualizacji
oceny rokowania czy markeréw nowotworowych w codziennej praktyce kliniczne;.
Jasnokomoérkowy rak nerki to nowotwor o wysokiej immunogennosci z obfitym naciekiem
limfocytarnym w swoim mikrosrodowisku. W przypadku jasnokomorkowego raka nerki naciek
limfocytarny sktada si¢ przede wszystkim z limfocytow T CD4+, ktorych jest okoto dwa razy
wiecej w porownaniu do limfocytow CD8+, a duzy naciek limfocytéw T CD8+ koreluje z gorszym
rokowaniem (Luba i in. dane niepublikowane) [169]. Podobne wyniki uzyskano w badaniu

przeprowadzonym na komorkach NSCLC, gdzie odsetek limfocytow T CD8+ réwniez wykazywat
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zwigzek z progresja choroby i najwigksze wartosci osiggal w zaawansowanej chorobie przerzutowe;j
[170]. Na uwage zastuguje rowniez fakt, ze wedlug dostepnych danych, obfity naciek
limfocytarny w mikrosrodowisku c¢cRCC skladajacy si¢ z limfocytow T CD8+ koreluje z
niekorzystnym rokowaniem chorych [172]. Stwierdzenie to wyraznie kontrastuje z wynikami
uzyskanymi podczas analizy nacieku TILs w wigkszo$ci innych nowotworow, takich jak na
przyktad rak jelita grubego, rak piersi czy czerniak, gdzie wysoki odsetek limfocytéw T wigzatl si¢ z
dobra odpowiedzig na immunoterapi¢ i tym samym pomyslnym rokowaniem [173-175]. Wysoka
immunogenno$¢ nowotworu sprawia, ze jasnokomorkowy rak nerki wydaje si¢ by¢ odpowiednim
»kandydatem” dla zastosowania immunoterapii. Niemniej jednak, w ccRCC mamy do czynienia z
przewaga limfocytow pomocniczych (CD4+) nad limfocytami efektorowymi (CDS8+), a to ten
rodzaj limfocytow jest przede wszystkim odpowiedzialny za niszczenie komorek nowotworowych.
Co wiecej, limfocyty T CD4+ obecne w mikrosrodowisku guza wydajg si¢ by¢ ,,u$pione” i nie
petia swojej funkcji. Badania nad TILs prowadzone w ciggu ostatnich lat skupiajg si¢ gtownie na
limfocytach T CD8+ ze wzgledu na ich zdolnos¢ do bezposredniego rozpoznawania i zabijania
komoérek nowotworowych. Nalezy jednak dodaé, ze limfocyty T CD4+ rowniez wplywaja na
niszczenie nowotworu w takich mechanizmach jak destrukcja naczyn krwiono$nych guza,
pobudzanie aktywno$ci makrofagéw, czy szeroko rozumiane uwrazliwianie komorek uktadu
odpornosciowego na antygeny komoérek nowotworowych [176]. Limfocyty T CD4+ moga takze
wykazywa¢ bezposrednie dziatanie cytotoksyczne [176, 177]. Obecnie naukowcy wiaza duze
nadzieje z wykorzystaniem uczulonych antygenami komorek nowotworowych limfocytow T CD4+
1 CD8+ w warunkach klinicznych [176]. Ponadto, dane z najnowszych publikacji wskazuja, ze
zaré6wno na poziomie badan przedklinicznych jak i klinicznych udato si¢ zidentyfikowa¢ limfocyty
T CD4+ o wlasciwosciach cytotoksycznych (CD4 CTLs), ktore sg zdolne do bezposredniego
niszczenia komoérek nowotworowych w mechanizmie MHC 1II zaleznym jak i z wykorzystaniem

sciezki receptorowej TRAIL-TRAIL [178]. To czy CD4 CTLs uczestnicza w odpowiedzi ukladu
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odpornosciowego na antygeny komorek nowotworowych w ccRCC wymaga dalszych badan.
Obecnie wydaje si¢ jednak, ze jesteSmy dopiero na poczatku drogi szczegdétowego poznania
mechanizmow w jakich cytotoksyczne limfocyty T CD4+ niszcza komorki nowotworowe 1 ich
doktadnej roli jaka petnig w chorobach nowotworowych. Z kolei, na podstawie dost¢pnych
publikacji mozna stwierdzi¢, ze to stosunek limfocytow T CD4+ do limfocytow CD8+ ma wigksze
znaczenie prognostyczne w chorobach nowotworowych (na przyktad w raku piersi), anizeli
interpretacja kazdego z typow limfocytow T osobno [179]. Zhou i wspdlpracownicy w swoim
badaniu wyraznie wskazuja, ze stosunek CD4/CD8 jest niezaleznym czynnikiem prognostycznym
w jasnokomorkowym raku nerki 1 wigze si¢ on z krotszym przezyciem catkowitym [169].

Ponadto, poza naciekiem limfocytarnym, na odpowiedZ na stosowang immunoterapi¢ ma
takze wplyw ilo$¢ neoantygenow prezentowanych przez komorki nowotworowe, ktéra jest
bezposrednim wynikiem liczby mutacji zachodzacych w guzie. W przypadku jasnokomoérkowego
raka nerki ilo$¢ mutacji jest niewielka, co ma wplyw na ograniczong skuteczno$¢ obecnie
stosowanych immunoterapii [180]. Jednakze, istnieja dane sugerujace, ze tak jak w innych
nowotworach liczba mutacji i obfitos¢ nacieku limfocytarnego decyduja o odpowiedzi na
zastosowang immunoterapi¢, tak w ccRCC wykazano, ze na podstawie tych dwodch biomarkerow
nie jesteSmy w stanie przewidzie¢ skuteczno$ci leczenia immunoterapeutycznego [181]. W zwiazku
z czym konieczne sg dalsze badania nad poszukiwaniem markerow biatkowych, ktére moglyby
determinowac¢ potencjalng odpowiedz na immunoterapi¢ opartg na inhibitorach immunologicznych
punktow kontrolnych (ICI)w jasnokomorkowym raku nerki.

Immunologiczne punkty kontroli stanowig obecnie podstawe stosowanej immunoterapii w
wielu chorobach nowotworowych, w tym réwniez w jasnokomoérkowym raku nerki. Jednakze

terapia z wykorzystaniem ICIs wykazuje skutecznos¢ tylko u niewielkiej liczby chorych z ccRCC

1 moze si¢ ona wigza¢ z r6znymi skutkami ubocznymi [182].
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Z uwagi na fakt, ze limfocyty T naciekajace nowotwor sg nieaktywne 1 traca funkcje
cytotoksyczne w swojej pracy doktorskiej zbadatem ilo$¢ biatek blonowych OSMR i TMPRSS2
zaroOwno w guzie jak 1 na limfocytach T, ktére w badaniach in vitro wydaja si¢ by¢ dobrymi
markerami wyczerpania limfocytow T CD4+. Przeprowadzona analiza wykazala, ze w
jasnokomorkowym raku nerki mamy do czynienia z wigksza ekspresja biatka OSMR we
wszystkich badanych grupach w poréwnaniu z tkankg zdrowa. Co wigcej, przeprowadzona analiza
immunohistochemiczna z uzyciem przeciwciata przeciwko biatku OSMR wykazala pozytywna
ekspresje tego biatka rowniez na limfocytach T, a jego ilo$¢ byla zdecydowanie wyzsza w
poréwnaniu do OSMR obecnych w komodrkach ccRCC. Dodatkowo, ekspresja receptora OSMR
jest znacznie wyzsza w komoérkach ccRCC w prorownaniu do tkanki zdrowej, a najwyzsza ilos¢
biatka OSMR obserwuje si¢ w tkance nowotworowej u pacjentOow z chorobg pierwotnie
rozsiang.Wyniki te sugeruja, ze receptor OSMR moze pelni¢ funkcje promujace proces
przerzutowania, zamiast hamowa¢ rozwdj] nowotworow, jak pierwotnie zaktadano. Tak jak
obecnos¢ biatka OSMR w komérkach wielu typéw nowotworéw, w tym takze jasnokomoérkowego
raka nerki potwierdzaja dane literaturowe [183-186], tak jego ekspresja i obecno$¢ na limfocytach
T naciekajagcych mikrosrodowisko guza jest zjawiskiem nowym. Przeprowadzone badania
dodatkowo wykazaty, ze wysoka ekspresja biatka OSMR na powierzchni limfocytow T nie
korelowata z iloscig limfocytéw T w mikrosrodowisku ccRCC, ale osiggata najwigksze wartosci w
grupie chorych z chorobg przerzutowa, co moze swiadczy¢ o glebokim wyczerpaniu limfocytow T,
zwhaszcza CD4+, gdyz ekspresji OSMR jak dotad nikt nie wykazat na wyczerpanych limfocytach T
CD8+ . W przeprowadzonym badaniu dotyczacym gruczolakoraka trzustki wykazano, ze ekspresja
OSMR na powierzchni fibroblastow wchodzacych w sktad podscieliska guza, stymulowata
wydzielanie przez nie czynnikéw prozapalnych prowadzac do wzrostu guza i pojawienia si¢
przerzutow odleglych [187]. Dane te potwierdzaja, ze OSMR wplywa na przeprogramowanie

funkcji komorek wchodzacych w sktad mikrosrodowiska guza, 1 tym samym wskazuja na rolg, jaka
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OSMR moze petni¢ w chorobach nowotworowych 1 ich interakcji z uktadem immunologicznym.
Uzyskane przeze mnie wyniki sugeruja, ze OSMR moze stuzy¢ jako nowy receptor, ktory moze by¢
bezposrednio zaangazowany w inaktywacje 1 wyczerpanie limfocytow T CD4+. Co wigcej, wydaje
sieg, ze poziom OSMR obecny na TILs moze by¢ wykorzystany jako marker wyczerpania
limfocytow T CD4+, chociaz jego funkcja prognostyczna w odpowiedzi na immunoterapi¢ wymaga
dalszych badan i begdzie oceniana w przysztosci. Ponadto, wyniki przedstawione w mojej pracy
doktorskiej potwierdzaja takze istotny statystycznie zwigzek pomiedzy wysokim poziomem biatka
OSMR w komorkach ccRCC z wysokim stopniem ztosliwosci histologicznej w grupie chorych z
chorobg przerzutowa. Dane te wykazuja podobienstwo do wynikow uzyskanych podczas badan nad
innymi nowotworami, gdzie mi¢dzy innymi w glejaku wysoki poziom OSMR korelowal z wysokim
zaawansowaniem choroby zaro6wno w stadium TNM jak i stopniem zlosliwosci histologicznej
[188]. Wydaje si¢ wigc, ze nie tylko OSMR obecny na powierzchni limfocytow T, ale takze OSMR,
ktory ulega ekspresji w komoérkach nowotworowych moze stanowi¢ potencjalny punkt uchwytu dla

opracowania nowych schematéw terapeutycznych w leczeniu ccRCC.

W swojej pracy doktorskiej poza biatkiem OSMR zdecydowalem si¢ sprawdzi¢ takze poziom
enzymu IDO-1 w jasnokomoérkowym raku nerki. Przeprowadzana analiza jasno wskazuje na matlg
ilos¢ tego biatka we wszystkich grupach badanych. Analiza immunohistochemiczna wykazata
ekspresje IDO-1 przede wszystkim w komoérkach kanalikow proksymalnych zdrowej nerki, cho¢ w
przypadku komorek raka odnotowano ekspresje ektopowa, gldéwnie w komorkach endotelialnych
naczyn krwiono$nych wewnatrz guza. Naczynia guza tworza fizyczng barierg, ktéra utrudnia
wewnatrzguzowy transport limfocytéw T, dodatkowo, wykazano, ze komorki srodbtonka w guzie
moga bezposrednio zabija¢ limfocyty T lub hamowac ich aktywnos¢, by¢ moze poprzez wysoka
ekspresje IDO-1 1 spowodowany tym gtdd tryptofanowy, ktoéry powoduje wyczerpanie limfocytow

T [189].
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Jedynym zaobserwowanym zwigzkiem o potwierdzonej istotnosci statystycznej byta podwyzszona
ilos¢ biatka IDO-1 w tkankach pochodzacych od pacjentow z choroba przerzutowsa, ktora
korelowata z wysokim stadium zaawansowania choroby pod wzgledem cechy T. Nie wykazano
natomiast zalezno$ci pomiedzy iloscig enzymu IDO-1 a stopniem ztosliwosci histologicznej
ccRCC. W dostepnej literaturze istniejg liczne dane sugerujace wykorzystanie IDO-1, zaréwno jako
markera prognostycznego, jak i potencjalnego punku uchwytu dla opracowania nowych terapii
przeciwnowotworowych. Jest to zwigzane z korelacja jaka wystepuje pomigedzy wysoka ekspresja
biatka IDO-1 a stopniem zaawansowania klinicznego choroby nowotworowej [190]. Analizujac
przedstawione przeze mnie wyniki, mozna stwierdzi¢, ze pomimo ogolnie bardzo niskiej ekspresji
IDO-1 w badanym materiale, zaobserwowano podobng zaleznos$¢ do tej, ktora jest prezentowana w
przytoczonej literaturze, dotyczacej korelacji poziomu IDO-1 z zaawansowaniem choroby
nowotworowej. Ilo§¢ biatka IDO-1 w limfocytach T naciekajgcych guza byta niewielka, pomimo,
ze dane z danych in vitro wynika, ze IDO-1 jest jednym z najsilniej aktywowanych genow w
wyczerpanych limfocytach T CD4+ [191]. Moze to wynika¢ z malej czulosci metody IHC w
poréwnaniu z metoda Western blot stosowana w badaniach in vitro.

Ostatnie biatko jakie poddatem analizie w swojej pracy doktorskiej to biatko TMPRSS2.
Wykazano niewielka ekspresj¢ biatka TMPRSS2 w analizowanym materiale bez wzgledu na
przynaleznos¢ do grupy badanej. Co ciekawe, w przypadku zar6wno OSMR jak i1 IDO-1 analiza
transkryptomiczna bazy TCGA wykazata nadekspresje tych dwoch genow w ccRCC w poréwnaniu
z tkanka zdrowa, a w przypadku TMPRSS2 obserwowano spadek ekspresji tego genu.
Przeprowadzone badanie IHC wykazalo, pozytywne barwienie TMPRSS2 w ccRCC 1 tkance
zdrowej, jednak nie bylo znaczacych réznic pomiedzy grupami. Dodatkowo, obecnos¢ biatka
TMPRSS2 obserwowano réwniez na powierzchni TILs, przy czym najwiecej TMPRSS2
pozytywnych TILs byto w grupie pacjentow z chorobg pierwotnie rozsiang. W dostepnej literaturze

istnieje mato danych na temat ekspresji TMPRSS2 w jasnokomoérkowym raku nerki. Doniesienia
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naukowe skupiajg si¢ przede wszystkim na roli jaka biatko to pelni w patogenezie raka gruczotu
krokowego [192]. Niemniej jednak, ostatnie badania dowodza, ze receptor TMPRSS2 odgrywa role
co-receptora dla wniknigcia wirusa SARS-CoV-2 do komorek kanalikow proksymalnych nefronu, z
ktorych wywodzi si¢ jasnokomérkowy rak nerki [193]. Analiza hodowli komorkowych z
wykorzystaniem linii ccRCC wykazata, ze receptor TMPRSS2 obecny jest takze na komodrkach
jasnokomorkowego raka nerki umozliwiajac przez to wniknigcie wirusa do ich wnetrza. Inwazja
komorek ccRCC przez wirus SARS-CoV-2 skutkowata tak zwanym efektem cytopatogenetycznym
polegajacym na zmianie ksztattu komoérek nowotworowych i oderwaniu ich od powierzchni
wzrostowe] [193]. Ponadto, wydaje si¢, ze podwyzszony poziom biatka TMPRSS2 w ccRCC jest
zwigzany z niskim naciekiem limfocytarnym w obrgbie guza. Niemniej jednak, doktadna rola jaka
biatko TMPRSS2 odgrywa w patogenezie jasnokomorkowego raka nerki, a takze reakcji uktadu
odpornosciowego na toczacy si¢ proces nowotworowy wymaga dalszych badan na duzej liczbie
chorych.

Podsumowujac, na podstawie danych prezentowanych w niniejszej pracy doktorskiej jak i tez
licznych publikacjach naukowych nalezy stwierdzi¢, ze dotychczas stosowane formy
immunoterapii w jasnokomdrkowym raku nerki cechujg si¢ umiarkowang skuteczno$cig. Pomimo
dynamicznego rozwoju tej gatezi medycyny, pacjenci z zaawansowang chorobg przerzutowa
ccRCC wcigz maja ograniczone mozliwosci leczenia co wigze si¢ z niepomy$lnym rokowaniem. W
zwigzku z powyzszym, kluczowe jest poszukiwanie nowych $ciezek terapeutycznych w oparciu o
analize molekularng jasnokomorkowego raka nerki oraz korelacj¢ poznanych zaburzen
molekularnych z reakcja uktadu immunologicznego.

Wyniki przedstawione w mojej pracy doktorskiej potwierdzaja, ze jasnokomoérkowy rak nerki
to nowotwor cechujacy si¢ wysokg immunogennoscia z obfitym naciekiem limfocytarnym w swoim
mikrosrodowisku. Przeprowadzone analizy dowodza, ze ccRCC charakteryzuje si¢ zaburzeniami

ekspres;ji biatek takich jak OSMR, IDO-1 czy TMPRSS2. Niemniej jednak, kluczowym wnioskiem
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ptynacym z prezentowanego projektu badawczego jest duza ilo$¢ biatka OSMR obecnego na
limfocytach T, ktérego ilos¢ moze wykazywac istotny zwigzek z zaawansowaniem choroby w
jasnokomorkowym raku nerki. Obecno$¢ biatkka OSMR na powierzchni limfocytow T
naciekajagcych mikrosrodowisko guza jest zjawiskiem wcze$niej nieopisywanym w dostgpnej
literaturze. Chociaz doktadna rola jaka OSMR pelni w interakcji uktadu odpornosciowego z
nowotworem wymaga dalszych badan, to przedstawione przeze mnie wyniki dowodza, ze OSMR
obecny na TILs moze odgrywa¢ decydujaca rolg jako wazny czynnik prognostyczny oraz punkt

uchwytu dla nowych immunoterapii w ccRCC.

Ponadto, prezentowane przeze mnie dane moga stanowi¢ wstep do wyznaczenia nowego
kierunku badan nad poszukiwaniem ICIs w jasnokomoérkowym raku nerki w celu opracowania

skutecznych schematow immunoterapeutycznych.
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XTIV. Wnioski

1.

W ccRCC obecno$¢ OSMR jest charakterystyczna nie tylko dla komoérek nowotworowych, ale
takze dla limfocytow T naciekajacych srodowisko guza.

Wysoki poziom limfocytow T z dodatnig ekspresja OSMR wigze si¢ z wysokim
zaawansowaniem choroby, osiggajac najwieksze warto$ci w stadium choroby przerzutowe;.
Wysoki poziom OSMR w komorkach nowotworowych réwniez wykazuje dodatnig korelacje z
zaawansowaniem choroby w ccRCC.

ccRCC cechuje si¢ zaburzeniami poziomu biatek IDO-1 oraz TMPRSS2.

Jasnokomoérkowy rak nerki cechuje si¢ niewielkg ekspresjg IDO-1, lecz ilo$¢ tego biatka
koreluje dodatnio z zaawansowaniem choroby w stadium TNM.

Biatko TMPRSS2 ulega ekspresji na limfocytach T naciekajacych nowotwor oraz w komodrkach

nowotworowych.
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