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Wykaz stosowanych skrotow:

BAP1 - biatko zwigzane z BRCA1-1 (ang. BRCA1 Associated Protein 1)

ccRCC - rak jasnokomodrkowy nerki (ang. Clear Cell Renal Cell Carcinoma)
CHDH - dehydrogenza choliny (ang. Choline dehydrogenase)

CSS - przezycie swoiste dla nowotworu (ang. Cancer Specific Survival)

DOAC - bezposrednie doustne antykoagulanty (ang. Direct Oral Anticoagulant)
ECM - macierz zewnatrzkomérkowa (ang. Extracellular Matrix)

HIF - czynnik indukowany hipoksjg (ang. Hypoxia-Inducible Factor)

IEGs - geny wczesnej odpowiedzi (ang. Immediate Early Genes)

ISUP - Miedzynarodowe Towarzystwo Patologii Urologicznej (ang. International Society of
Urological Pathology)

IVC - zyta gtdwna dolna (ang. Inferior Vena Cava)

LMR - stosunek limfocytéw do monocytéw (ang. Lymphocyte-to-Monocyte Ratio)
LMWH - heparyna drobnoczgsteczkowa (ang. Low Molecular Weight Heparin)
mMiRNA - mikroRNA

MVP - srednia objetos¢ ptytki krwi (ang. Mean Platelet Volume)

NADPH - fosforan nikotynamidoadeninowy (ang. Nicotinamide Adenine Dinucleotide
Phosphate)

NLR - stosunek neutrofiléw do limfocytéow (ang. Neutrophil-to-Lymphocyte Ratio)

Nox4 - oksydaza 4 (ang. Oxidase-4, Nox4)

OS - przezycie catkowite (ang. Overall Survival)

PD-L1 - ligand receptora programowanej $mierci 1 (ang. Programmed Death-Ligand 1)
PLR - stosunek ptytek krwi do limfocytow (ang. Platelets-to-Lymphocyte Ratio)

pRCC - brodawkowaty rak nerkowokomarkowy (ang. Papillary Renal Cell Carcinoma)
PSGL-1 - ligand-1 glikoproteiny P-selektyny (ang. P-Selectin Glycoprotein Ligand-1)

PSMA - antygen btonowy swoisty dla prostaty (ang. Prostate-Specific Membrane Antigen)

RBP - biatko wigzace retinol (ang. Retinol-Binding Protein)



PBRM1 - biatko kodujgce BAF180, polibromo-1 (ang. Polybromo-1, encoding BAF180 protein)

PHYHD1 - domena zawierajaca fitanol-CoA dioksygenaze 1 (ang. Phytanol-CoA dioxygenase
domain containg 1)

RCC - rak nerkowokomaérkowy (ang. Renal Cell Carcinoma)

ROS - reaktywne formy tlenu (ang. Reactive Oxygen Species)

sCNAs - somatyczne zmiany liczny kopii (ang. Somatic copy number alternations)

SETD2 - domena zawierajgca SET 2 (ang. SET domain-containing 2)

STING - stymulator genéw interferonu (ang. Stimulator of Interferon Genes)

TAIC - komérki odpornosciowe zwigzane z guzem (ang. Tumor Associated Immune Cells)
TC - komérki guza (ang. Tumor Cells)

TF - czynnik tkankowy (ang. Tissue Factor)

TILs - leukocyty naciekajgce nowotwor (ang. Tumor Infiltrating Leukocytes)

TMA - mikromacierze tkankowe (ang. Tissue Microarrays)

TME - mikrosrodowisko guza (ang. Tumor Microenvironment)

TNF - czynnik martwicy nowotwordw (ang. Tumor Necrosis Factor)

tPA - tkankowy aktywator plazminogenu (ang. Tissue-type Plasminogen Activator)

uPA - aktywator plazminogenu typu urokinazy (ang. Urokinase-type Plasminogen Activator)
VEGF - czynnik wzrostu srddbftonka naczyniowego (ang. Vascular Endotelial Growth Factor)

VEGFR - receptor naczyniowego czynnika wzrostu srédbtonka (ang. Vascular Endothelial
Growth Factor Recepor)

VISTA - supresor aktywacji komérek T z domeng V (ang. V-domain Ig Suppressor of T-cell
Activation)

VTT - nowotworowy czop w uktadzie zylnym (ang. Venous Tumor Thrombus)

WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)



Streszczenie w jezyku polskim

Wstep

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

Materiaty i metody
Kohorta

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

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

Mikromacierze tkankowe i immunohistochemia

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

Statystyka

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

Wyniki

Ekspresja PSGL-1 rdznita sie w analizowanych kompartymentach. Odnotowano wiekszg
czestotliwos¢ wystepowania PSGL-1 w komadrkach guza w obrebie czopu nowotworowego
(p<0,0001), ale i komodrkach odpornosciowych zwigzanych z guzem w samym nowotworze
pierwotnym (p<0,0001). Dodatni wynik PSGL-1 na komdrkach guza korelowat z wysokim
stopniem ztosliwosci histopatologicznej (p=0,017), natomiast wynik PSGL-1 na komdrkach
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odpornosciowych naciekajacych guz byt zwigzany z martwicg nowotworu (p=0,014).
Jednoczynnikowa analiza przezywalnosci wykazata, ze dodatni wynik PSGL-1 w komadrkach
nowotworowych guzéw pierwotnych i TILs w czopach sg zwigzane z gorszym rokowaniem co
do czasu OS.

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

Whioski

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

Analysis of the prognostic value of molecular markers in renal cell
carcinoma with venous tumor thrombus.

Introduction

A venous tumor thrombus (VTT) associated with renal cell carcinoma (RCC), represents a
distinct compartment within the cancer, located in the frontline of contact with the
bloodstream that remains with the continuous interaction with host blood cells. Various
immune cells of the host blood may potentially interplay with VTT influencing its biology.
While many authors have reviewed the current state-of-art of the management of VTT, its
biology and microenvironment have not been comprehensively reviewed to date. In this
thesis, | have described current concepts regarding the formation of thrombus, its
histopathology, immune microenvironment, genetic and molecular features with potential
impact on prognostication and tailored therapy. Although it is the sophisticated and
challenging surgery that remains the primary modality in the management of RCC with VTT,
recent advances in the research on cancer biology and microenvironment shed some light on
the numerous future perspectives. The formation of tumor thrombus is a complex process,
understanding of which may trigger onset of novel therapies leading to the improvement of
not only the oncological results but also patient’s safety in these life-threatening conditions.
In my dissertation, | focused also on the assessment of the expression of novel immune
marker, P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1) and cytoplasmic stimulator of interferon
genes (STING) in the cohort of patients with primary RCC with VTT, in conjunction with the
evaluation of tumor infiltrating leukocytes (TILs) in two compartments, i.e. the primary tumor
and the venous tumor thrombus. In parallel, the co-expressions of other immune-related
markers, including V-domain Ig suppressor of T-cell activation (VISTA) and programmed death-
ligand 1 (PD-L1), were also analyzed.

Materials and Methods
Study Cohort

The study cohort consisted of 82 patients with primary clear cell renal carcinoma (ccRCC) and
venous tumor thrombus (clinical stage cT3a or higher), who underwent surgical treatment
between 2012 and 2019 at two tertiary urological centers. Surgical management comprised
radical nephrectomy with thrombectomy, and cavotomy, when indicated. No neoadjuvant
therapy was administered prior to surgery. All procedures were performed using open
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approach via laparotomy or lumbotomy. The study group also included patients with clinically
positive regional lymph nodes (cN1), in whom lymphadenectomy was performed. Patients
with distant metastases were treated primarily with surgery, either with the intention of
complete tumor removal or by means of cytoreductive nephrectomy. The following data were
collected: age, sex, tumor stage based on computed tomography or magnetic resonance
imaging of the chest, abdomen, and pelvis according to the 2017 Tumor-Node-Metastasis
(TNM) classification system (AJCC version) [1], preoperative hematological parameters
(counts of neutrophils, platelets, lymphocytes, and monocytes, as well as derived ratios:
neutrophil-to-lymphocyte ratio (NLR), lymphocyte-to-monocyte ratio (LMR), and platelet-to-
lymphocyte ratio (PLR)) obtained from certified local laboratories (FACS, Sysmex XM200,
Sysmex Poland, Poland), pathological findings, follow-up and survival data retrieved from
institutional database. In case of missing data, telemedicine visits were arranged to complete
the records.

The study was approved by the Bioethics Committee of Medical University of Warsaw
(approval no AKBE/72/2021). Written informed consent was obtained from all participants.

Tissue Microarrays and Immunohistochemistry

Hematoxylin and eosin-stained ccRCC specimens obtained from the primary tumor and
venous thrombus were reviewed by two pathologists (R.P. and M.K). Sarcomatiod/rhabdoid
differentiation and tumor necrosis were assessed using binary scoring systems (present vs
absent). All cases were evaluated for the presence of tumor associated immune cells, including
mainly leucocytes (tumor infiltrating leucocytes, TILs). Representative areas containing tumor
cells and TILs were selected. Tissue micorarrays (TMAs) comprising representative samples of
the primary tumor mass and venous tumor thrombus from 82 ccRCC cases were constructed
using a manual Tissue Arrayer MTA-1 (Beecher Instruments, Inc., Sun Prairie, WI, USA) with
1,5mm diameter needles. Three cores were obtained from each compartment (two peripheral
and one central core from the thrombus and three cores from the primary tumor) [2]. TMA
blocks were cut into 5 um thick sections for immunohistochemical analysis [2, 3].
Subsequently, the constructed TMAs were stained with antibody against PSGL-1 (clone KPL-1,
dilution 1:200, Sigma Aldrich, St. Loius, MO, USA), anti-VISTA antibody (clone D5L5T, dilution
1:300, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA), and/or PD-L1 antibody (clone 22C3,
dilution 1:50, DAKO, Agilent, CA, USA). PSGL-1 expression was evaluated separately in tumor
cells (TC) and TILs in both tumor compartments. Subsequently, the prepared tissue
microarrays were stained with anti-STING antibody (OTI4E12, product no. MA5-26032,
dilution 1:100, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). PD-L1 and VISTA expressions
were evaluated as previously described [3, 4]. Tonsils and placenta tissues served as positive
controls, whereas liver samples were used as negative controls [5]. Cytoplasmic and
membranous STING expression in tumor cells was quantified using H-score method (range: O-
300), calculated by multiplying the percentage of positive cells (0-100%) by staining intensity
(0, 1+, 2+, 3+), as previously proposed [6]. Cytoplasmic staining of tumor cells was quantified,
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with immune and endothelial cells serving as internal positive controls. A cutoff value of H-
score >100 was applied to define high STING expression, corresponding to the 75™ percentile
of STING expression in venous tumor thrombus. TILs were assessed dichotomously as present
(21% stromal leukocytes) or absent (<1%), based on practical considerations to ensure
reproducibility. The percentage of positive cells was independently evaluated by two
pathologists experienced in uropathology (R.P. and M.K). Discrepancies were resolved by
consensus after joint review.

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using Statistica version 13.3 (TIBCO, Palo Alto, CA, USA;
license granted to the Medical University of Gdansk) and the R statistical environment [7].
Association between categorical variables and PSGL-1 expression were assessed using the 2
test or Fisher’s exact test, as appropriate. Continuous variables were analyzed using the
Wilcoxon test, Kruskal-Wallis test or Spearman’s rank correlation, depending on data
distribution. Kaplan-Meier survival curves were generated using the “survminer” package and
compared with the log-rank test [8]. Hazard ratios were calculated using Cox proportional
hazards regression models. Overall survival (OS) was defined as the interval between diagnosis
and death from any cause. Univariate survival analysis for STING expression was performed
using Kaplan-Meier curves and the log-rank test. Multivariate survival analysis was conducted
using Cox proportional hazards regression with variance inflation factor (VIF) analysis to assess
collinearity. Data visualization was performed using the ggplot2 and survminer packages in R
[8]. All statistical tests were considered significant at p<0.05.

Results

PSGL-1 expression varied between tumor compartments, with higher prevalence in tumor
cells (TC) located within VTT, and TILs stained in primary tumor. PSGL-1 positive TC correlated
with high-grade histology, while PSGL-1 positive TILs were associated with tumor necrosis.
Univariate analysis identified PSGL-1 positivity in TC within thrombus as indicator of poorer
overall survival.

The frequency of STING expression in both analyzed compartments was similar (p=0.18). Its
presence correlated with no clinicopathological features but for necrosis in VTT only
(p=0.0023). PD-L1 expression in the primary tumor was associated with STING in TC in the
same compartment (p=0.02). On the contrary, VISTA expression was correlated with the
presence of STING in VTT. TILs presence was associated with positive PD-L1 (p=0.008) and
STING (p<0.05) expression in the primary tumor. Strong STING expression in VIT was
associated with inferior overall survival (OS) (p=0.0061). TILs presence emerged as a robust
prognostic factor for OS in both primary tumor (p=0.021) and VTT (p=0.034).
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Conclusions

The increased expression of PSGL-1 in venous thrombus suggests its potential role in
facilitating TC interactions with platelets and endothelium, potentially contributing to
metastatic spread and worse outcomes. Additionally, this study demonstrates for the first
time the prognostic values of STING in contemporary cohort of RCC patients with VTT. STING
expression in VTT showed prognostic potential, while TILs assessment proved to be a
particularly valuable prognostic tool that can be readily implemented in routine pathological
evaluation. The use of biomarkers analyzed in this work may help develop new therapeutic
strategies and personalize treatment methods for patients with RCC with concomitant VTT.
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Wstep

Rak nerkowokomodrkowy, ktéry odpowiada za okoto 2-3% wszystkich nowotworéw ztosliwych
u dorostych, z wyrazng przewagga zachorowan u mezczyzn, pozostaje jednym z najwiekszych
wyzwan wspotczesnej urologii onkologicznej. Stanowi niejednorodng grupe nowotwordéw
wywodzacych sie z nabtonka kanalikéw nerkowych. Jego najczestszym podtypem
histologicznym jest jasnokomdrkowy rak nerki (ang. clear cell Renal Cell Carcinoma, ccRCC),
ktéry cechuje sie znaczng heterogenicznoscig biologiczng oraz zmiennym przebiegiem
klinicznym [4, 9]. Typowo jest dobrze ograniczony, czesto z pseudotorebkg, o
charakterystycznym ztocisto-zéttym przekroju z ogniskami krwotoku i martwicy [10-12].
Potwierdzone czynniki ryzyka zachorowania to przede wszystkim palenie tytoniu, otytos¢ oraz
nadcisnienie tetnicze, ale istotng role przypisuje sie takze zespotowi metabolicznemu. Wptyw
innych elementéow (dieta, ekspozycje zawodowe) bywa sugerowany, jednak bez
wystarczajacego potwierdzenia na poziomie wysokiej jakosci dowoddw [12-15]. Wspdtczesnie
wiekszos¢ guzow nerki wykrywana jest przypadkowo w badaniach obrazowych
wykonywanych z innych wskazan. Klasyczna triada objawow (bdl okolicy ledzwiowej,
krwiomocz makroskopowy, wyczuwalny guz w jamie brzusznej) wystepuje rzadko i stanowi
utamek przypadkow. Objawowe nowotwory czes$ciej wigzg sie z bardziej agresywna histologia,
bardziej zaawansowanym stadium i gorszym rokowaniem. Zwraca sie tez uwage na zespoty
paranowotworowe, ktére mogg towarzyszyé RCC i u czesci chorych ustepujg po wykonaniu
radykalnej nefrektomii [12, 16-18]. W badaniu przedmiotowym ograniczong, ale praktyczng
wartos¢ majg cechy sugerujgce zajecie uktadu zylnego (np. nieustepujace zylaki powrdzka
nasiennego, obrzek koriczyn dolnych), ktdre powinny stanowi¢ wskazanie do pogtebionej
diagnostyki obrazowej [12, 16].

Szczegdblng postacia tej choroby, wymagajaca ztozonego podejscia interdyscyplinarnego, jest
nowotwoér z towarzyszgcym czopem w uktadzie zylnym, obejmujacy zyte nerkowag lub niekiedy
propagujacy do zyty gtdwnej dolnej, siegajgcy nawet jam serca w najbardziej zaawansowanych
przypadkach [15, 19, 20]. Gtéwnymi czynnikami sprzyjajgcymi rozwojowi ccRCC sg zmiany w
genie VHL, ktére powodujg zaburzenia regulacji szlaku czynnika indukowanego
niedotlenieniem (ang. Hipoxia-Inductible Factor, HIF), sprzyjajagcego angiogenezie i
przeprogramowaniu metabolicznemu [15]. W konsekwencji nowotwory nerkowe czesto
cechujg sie bogatym unaczynieniem. Szczegdlna cecha ccRCC, jaka jest jego sktonnos¢ do
wrastania do zyt nerkowych i tworzenia sie czopdw zylnych, stanowi wyrdzniajgcy ten
nowotwor element w klasyfikacji TNM raka nerki (stadium T3a i wyzej) i ma istotne znaczenie
dla strategii leczenia pacjentéw. Czestos¢ wystepowania zylnego czopa nowotworowego w
raku nerki szacuje sie na 4-25% przypadkdéw, przy czym jego obecnos¢ wigze sie z wyzszym
ryzykiem przerzutéw odlegtych oraz z gorszym przezyciem catkowitym [19, 21-23].

Z urologicznego punktu widzenia obecnos¢ czopa nowotworowego stanowi przede wszystkim
istotne wyzwanie chirurgiczne, determinujgc zakres i ztozonos¢ leczenia operacyjnego,
koniecznos¢ zastosowania zaawansowanych technik naczyniowych oraz zwiekszone ryzyko
powiktan okotooperacyjnych oraz jest jednym z kluczowych czynnikéw rokowniczych [24, 25].
Przez lata koncentrowano sie na doskonaleniu technik chirurgicznych, klasyfikacji zasiegu
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czopa oraz optymalizacji postepowania okotooperacyjnego. Biologiczne podtoze tego zjawiska
pozostawato na dalszym planie. W ostatnich latach obserwuje sie jednak wyrazne przesuniecie
trendu badan nad rakiem nerki, od podejscia czysto anatomiczno-klinicznego w strone
pogtebionej analizy biologii nowotworu, jego mikrosrodowiska oraz mechanizméw
odpowiedzi immunologicznej. Zmiana ta pozostaje w Scistym zwigzku z rozwojem terapii
celowanych oraz immunoterapii, ktére istotnie wptynety na wyniki leczenia systemowego
chorych na raka nerki [26-28].

Na tym tle rak nerki z zylnym czopem nowotworowym stanowi szczegélnie interesujgcy model
biologiczny. Czop nowotworowy rozwija sie w srodowisku naczyniowym, podlegajac ciggtym
oddziatywaniom sit hemodynamicznych, pozostajgc w bezposrednim kontakcie z komérkami
krwi, w tym komérkami uktadu odpornosciowego, ptytkami krwi, czy komérkami sréodbtonka
gospodarza. Coraz wiecej danych wskazuje, ze nie jest on jedynie biernym przedtuzeniem guza
pierwotnego, lecz oddzielnym kompartymentem nowotworu, charakteryzujgcym sie
swoistymi cechami histopatologicznymi, molekularnymi i immunologicznymi, mogacymi
petni¢ aktywnga role w progresji choroby i rozsiewie nowotworowym [29-31]. Chociaz wielu
autoréw dokonato przegladu aktualnego stanu wiedzy na temat leczenia VTT, jego biologia i
mikrosrodowisko nie zostaty kompleksowo zbadane. Ponadto, terapie neoadjuwantowe, w
tym oparte o inhibitory VEGFR lub mTOR wykazaty zmienng skutecznos¢ w redukowaniu
zasiegu czopow nowotworowych (tzw. downstaging) i utatwianiu wykonania trombektomii
[32-34]. Zrozumienie rdznic molekularnych miedzy VTT a nowotworami pierwotnymi ma
zatem kluczowe znaczenie dla opracowania lepszych markeréw prognostycznych i metod
leczenia.

Cykl publikacji stanowigcych podstawe niniejszej rozprawy doktorskiej wpisuje sie w ten nowy
nurt badan, koncentrujac sie na biologii i mikrosrodowisku raka jasnokomérkowego nerki z
zylnym  czopem nowotworowym, ze szczegdlnym  uwzglednieniem  aspektow
immunologicznych. Prace te tgczy wspdlna koncepcja badawcza, polegajgca na analizie czopa
nowotworowego jako autonomicznej struktury biologicznej, ktérej cechy mogg mieé
niezalezne znaczenie prognostyczne i potencjalnie terapeutyczne.

Pierwszym elementem cyklu jest praca przeglagdowa, poswiecona biologii czopa
nowotworowego, ktdra porzadkuje dotychczasowq wiedze dotyczacg jego histopatologii, cech
molekularnych oraz mikrosrodowiska immunologicznego (Praca nr 1). Publikacja ta stanowi
punkt wyjscia do dalszych badan, wskazujgc takze na luki w aktualnym stanie wiedzy i
uzasadniajgc potrzebe pogtebionej analizy markeréw biologicznych w tym szczegélnym
kompartymencie nowotworu (Rycina 1). Zwrécono w niej uwage, ze mikrosrodowisko
immunologiczne czopa nowotworowego moze istotnie réznic¢ sie od mikrosrodowiska guza
pierwotnego. W czopie nowotworowym obserwuje sie zréznicowang obecnos¢ naciekdéw
komodrkowych, w tym ztozonych z populacji takich jak limfocyty T i makrofagi, oraz innych
komodrek uktadu odpornosciowego, ktdrych sktad ilosciowy i jakosciowy moze wptywac na
przebieg choroby [29]. Jednoczesnie wykazano, ze ekspresja czgsteczek immunoregulacyjnych
w czopie nowotworowym bywa odmienna niz w guzie pierwotnym, co wskazuje na regionalna
heterogennos¢ odpowiedzi immunologicznej. Pomimo rosngcej liczby badan nad
immunoterapig w raku nerki, dane dotyczace skutecznosci leczenia systemowego w obecnosci
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czopa nowotworowego pozostajg ograniczone, a rola biomarkeréw predykcyjnych w tej
grupie chorych nie zostafa jednoznacznie okreslona [29, 35]. Wskazuje to na potrzebe dalszych
badan nad mikrosrodowiskiem czopa oraz identyfikacji markeréw biologicznych, ktdére
mogtyby pomdc w personalizacji leczenia.

Rak nerkowokomérkowy Z iylnym [ VTT rozwija sig wczesnie w przebiegu RCC i bezposrednio
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Rycina 1. Podsumowanie kluczowych cech biologicznych, molekularnych i
immunologicznych raka nerkowokomaérkowego z zylnym czopem nowotworowym (RCC z
VTT) (zmodyfikowane z Sharma S. i wsp. ([9], Praca nr 1).

Charakterystyka VTT z punktu widzenia podstawowej histopatologii

Pierwotna masa RCC wykazuje zazwyczaj trzy wzorce wzrostu. Mniejsze guzy majg przewaznie
zwartg budowe gniazdowg, podczas gdy wieksze wykazujg wiekszg rdznorodnos$é
cytoarchitektoniczng z budowg beleczkowa, wyspowa i litg [24, 36, 37]. Z drugiej strony
stwierdzono, ze VTT charakteryzuje sie gtéwnie jednym lub dwoma wzorcami wzrostu, z
wyrazng przewagg agresywnych morfologii, zwtaszcza litych, i nigdy nie rozwija wzorca
mikrocystycznego [37]. Ponadto VTT czesto wykazuje cechy sarkomatoidalne i rabdoidalne
[38]. Oba s3 klasyfikowane jako stopien 4 zgodnie z systemem Swiatowej Organizacji Zdrowia
i Miedzynarodowego Towarzystwa Patologii Urologicznej (ang. World Health
Organization/International Society of Urological Pathology, WHO/ISUP) [39]. Obecnos¢ tych
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cech jest zwigzana z gorszym przezyciem swoistym dla nowotworu (ang. Cancer Specific
Survival, CSS) [40] oraz szybszym wzrostem czopdéw [41]. Warto zauwazy¢, ze w dwdch duzych
badaniach kohortowych dotyczacych nieprzerzutowego RCC z VTT zbadano znaczenie
prognostyczne klasyfikacji czopédw zylnych. Wykazano w nich, ze uwzglednienie klasyfikacji
patologicznej czopa w modelu przewidywania ryzyka wykazato lepszg zdolnos¢ réznicujgcg w
poréwnaniu z poprzednimi modelami stosowanymi w ocenie ryzyka [42]. Rozbieznos¢ w
stopniu ztosliwosci (gradingu) miedzy VTT a guzem pierwotnym uzasadnia ponadto
koniecznos$¢ odrebnego raportowania stopnia ztosliwosci dla obu kompartymentéw [43].
Najlepszy model prognostyczny uwzglednia potaczenie stopnia ztosliwosci guza pierwotnego i
rozbieznosci stopni zto$liwosci miedzy kompartymentami [43]. Co ciekawe, nie zawsze
najbardziej agresywny klon o najwyzszym stopniu ztosliwosci inicjuje powstawanie VTT [44].
W zwigzku z tym, aby okreslié¢ zdolno$¢ do przerzutéw, wazniejsza jest ocena stopnia
ztosliwosci klonu inicjujgcego VTT niz ogdlny stopien ztosliwosci guza. Odkrycia te mogg
zmienic istniejgcy paradygmat, ktéry opiera sie na ocenie obszaru o najwyzszym stopniu
ztosliwosci obserwowanym w guzie pierwotnym w celu okreslenia ogdlnego stopnia
ztosliwosci guza. Rutynowe raportowanie stopnia ztosliwosci czopa zylnego w odniesieniu do
guza pierwotnego mozna tatwo wdrozy¢ w praktyce i moze ono dostarczy¢ waznych
informacji, ktére pomoga w dalszym leczeniu pacjenta.

Zajecie naczyn zylnych nie jest wytgcznie charakterystyczne dla ccRCC. Czestotliwos¢
wystepowania histologii innych niz ccRCC w tym przypadku wynosi 7-20% [45, 46], przy czym
najczestszym typem jest pRCC (brodawkowaty rak nerkowokomorkowy, ang. papillary Renal
Cell Carcinoma, pRCC). Z drugiej strony czestos¢ wystepowania VTT w pRCC wynosita 8,2% w
poréwnaniu z 23,6% w ccRCC [47, 48]. Rozprzestrzenianie sie czopa nowotworowego w pRCC
wigze sie z gorszymi wynikami CSS w poréownaniu z ccRCC [47]. Nowotwory inne niz ccRCC z
wspotwystepujacym VTT czesciej wykazujg niekorzystne cechy patologiczne (wiekszy rozmiar,
wyzszy stopien ztosliwosci, przerzuty do weztéw chtonnych, réznicowanie sarkomatoidalne),
wiec histologia guza nie jest niezaleznym czynnikiem prognostycznym w przypadku RCC z VTT
[45]. Pacjenci z histopatologig inng niz ccRCC sg takze bardziej narazeni na przerzuty do
regionalnych weztéw chtonnych (p=0,037, 42,9% vs 20,7%) [48].

Wreszcie, VIT moze wystepowaé pod postaciag swobodnie balotujgcego guza w swietle
naczynia lub moze naciekaé¢ jego Sciane. Ma to duze znaczenie z punktu widzenia
chirurgicznego i patologicznej oceny marginesdow resekowanych naczyn. Co wazne, inwazje
Sciany naczynia mozna w pewnym stopniu przewidzie¢ na podstawie pomiarow obrazowych
Srednicy zyty gtéwnej dolnej i ujscia zyty nerkowej [49]. Wzrost Srednicy zyty gtdwnej dolnej
wigze sie z wiekszym prawdopodobiedstwem inwazji jej $ciany [50]. Znaczenie kliniczne
dodatniego marginesu chirurgicznego naczyn w przypadku balotujgcego czopa wydaje sie
minimalne, poniewaz ryzyko nawrotu w takich przypadkach zalezy gtéwnie od stopnia inwazji
czopa naczyniowego [51]. Z drugiej strony, mikroskopijna inwazja zyt, zdefiniowana jako
miejscowe zniszczenie i inwazja srodbtonka przez nowotwor jest zwigzana z niekorzystnymi
cechami kliniczno-patologicznymi i stanowi niezalezny czynnik prognostyczny dla CSS [46].
Proces inwazji Sciany naczynia moze by¢ kierowany przez o$ LLCAM-CXCL5, ktéra ksztattuje
nisze okofonaczyniowg guza i posredniczy w migracji RCC w kierunku komdrek srodbtonka
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[52]. Dlatego regulacja tego uktadu moze sta¢ sie kolejnym potencjalnym celem
terapeutycznym w RCC.

Molekularne aspekty zylnego czopa nowotworowego
1. Zmiany genetyczne i filogenetyka w RCC z VTT

Nowotwory ztosliwe nerek zazwyczaj charakteryzujg sie niewielka liczbg mutacji klonalnych.
Wiekszos¢ subklonalnych somatycznych mutacji punktowych i zmian liczby kopii wystepuje z
rozng czestotliwoscig w catym guzie [28]. W sporadycznym ccRCC ponad 90% przypadkow
wykazuje mechanizm podwdéjnego uderzenia (ang. dual-hit) charakteryzujacy sie utrata
ramienia chromosomu 3p, w ktérym znajduje sie gen VHL, oraz jego inaktywacjq
spowodowang mutacjami lub metylacjg regionu promotora w drugim allelu VHL [38]. To
podwdjne zaburzenie prowadzi do funkcjonalnej inaktywacji biatka VHL, uposledzajac jego
zdolno$¢ do regulowania stabilnosci H1F1A. Trzy geny zlokalizowane na ramieniu
chromosomu 3p wraz z VHL, tj. BAP1 (biatko zwigzane z BRCA1, ang. BRCAl-associated
protein), SETD2 (domena zawierajacg SET 2, ang. SET domain-containing 2) i PBRM1 (biatko
kodujgce BAF180, polibromo-1, ang. Polybromo-1, encoding BAF180 protein) nalezg do gendéw
czesto mutowanych w ccRCC i ksztattujg jego biologie [53, 54]. BAP1 jest supresorem
nowotworowym zaangazowanym w regulacje chromatyny i naprawe DNA, a jego inaktywacja
jest powigzana z agresywnymi fenotypami ccRCC z predyspozycjg do tworzenia VTT [53]. Geny
PBRM i geny z rodziny SET kodujgce enzymy odpowiedzialne sg za metylacje histonéw [55].
Obecnos¢ mutacji PBRM1 wigzata sie z tendencjg do dtuzszego przezycia wolnego od nawrotu
w poréwnaniu z guzami z mutacja BAP1, co moze wskazywac na odmienny fenotyp biologiczny
tych nowotwordéw. Nie wykazano natomiast istotnego wptywu mutacji SETD2 na przezycie
catkowite [55]. Zidentyfikowany zostat zwigzek miedzy utratg BAP1 w RCC a zmianami w
mikrosrodowisku guza [56]. Z kolei mutacje somatyczne w PRMBI1 byty zwigzane ze
zwiekszonym potencjatem angiogenezy, podczas gdy guzy sarkomatoidalne wykazujg
mniejszg czestos¢ wystepowania mutacji PBRM1 i markeréw angiogenezy [57]. Przypadki z
wieloma mutacjami klonalnymi, tj. jednoczesnymi nieprawidtowosciami w genach PBRM1,
BAP1,SETD2 i PTEN charakteryzujg sie wysokg niestabilnoscig genetyczng i majg tendencje do
wiekszego potencjatu przerzutowego [58].

Mutacje w VTT zazwyczaj rdznig sie od dominujgcego krajobrazu genetycznego pierwotnego
guza. Mimo, ze mutacje BAP1, SETD2, TSC1/2, TP53 w guzie pierwotnym wigzg sie z wyzszym
stopniem ztosliwosci guza, agresywnoscia choroby i niskg przezywalnoscig, nie
zaobserwowano wiekszej czestotliwosci wystepowania takich mutacji w VTT [44]. Ponadto w
VTT znaleziono zaréwno klony o wysokim, jak i niskim stopniu zto$liwosci [44]. VTT wykazywat
wyzszg czestos¢ wystepowania mutacji w genie CELSR2 (kodujgcym biatko biorgce udziat w
komunikacji miedzykomorkowej, a takze w rozwoju nerek) oraz w genie TET2 (enzym biorgcy
udziat w demetylacji DNA) [53]. Chociaz doktadne implikacje tych zmian sg nieznane,
prawdopodobnie przyczyniajg sie one do rozwoju czopa. Wysoka czestos¢ wystepowania
zmian w genach odpowiedzialnych za naprawe uszkodzern DNA w VTT wskazuje takze na
niestabilnos¢ genomowga [53]. Ponadto czesto wykrywa sie utrate liczby kopii w
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chromosomach 9 i 14, co koreluje z fenotypem immunosupresyjnym czopa, z wiekszg liczba
komorek Treg i mniejszg liczbg komérek pamiecii komdrek cytotoksycznych [53]. Tego rodzaju
mikrosrodowisko ogranicza skutecznosc¢ terapii ukierunkowanej na PD-L1, a tym samym wigze
sie z gorszym rokowaniem [57]. W badaniu TRACERx przeanalizowano czopy i guzy pierwotne
oraz opracowano model klonalnej promocji RCC, wyjasniajagc mutacje prowadzace do
tworzenia czopow i przerzutéw [28]. Delecje 9p i 14q uznano za cechy charakterystyczne
przerzutéw w RCC. Wszystkie klony przerzutowe wykazywaty wysoka ekspresje Ki-67 [28]. Sam
RCC zostat podzielony na siedem podtypdw w oparciu o wspdlne mutacje, przy czym trzy z
siedmiu powodujg przerzuty i korelujg ze ztym rokowaniem, w tym mutacje BAP1, ,VHL-
wildtype” i ,multiple clonal drivers” [28]. Mutacje PBRM1 powoduja ewolucje klonalng, w
wyniku ktérej rézne klony pochodzg od wspdlnego przodka, a nastepnie nabywajg odrebne
cechy molekularne, np. aktywacje PI13K, utrate SETDZ2 lub rézne somatyczne zmiany liczby kopii
(ang. Somatic copy number alternations, sCNAs), ktére stanowig cele dla terapii
spersonalizowanej [54]. Sposréd 33 przypadkéw z VTT tylko jeden przypadek zostat
sklasyfikowany jako molekularnie ,monodriver VHL”, 6 miato wiele klonalnych czynnikéw
napedzajacych, 4 byly napedzane przez BAP1, 4 byty typu ,,VHL-wildtype”, 7 miato zmiany w
PBRM1, a 11 nalezato do podtypu bez czynnikdw napedzajgcych [28]. Warto zauwazyé, ze w
10 przypadkach czop nowotworowy wywodzit sie bezposrednio z klonu stanowigcego
ostatniego wspolnego przodka wszystkich subklonéw guza (ang. most recent common
ancestor), co wskazuje, ze naciekanie $wiatta naczynia i rozwéj komponenty srédnaczyniowe;j
nastgpity na bardzo wczesnym etapie ewolucji nowotworu. W pozostatych przypadkach VTT
pochodzit z bardziej zaawansowanych subklonéw w guzie pierwotnym z dodatkowymi
zmianami sterujgcymi, takimi jak utrata 9p. Podczas gdy guzy pierwotne wykazywaty ciaggty
ewolucje, VTT miaf ograniczong liczbe dodatkowych mutacji, dzielgc 94,9% zdarzen z guzem
pierwotnym, potencjalnie z powodu ograniczonej presji selekcji w $rodowisku
wewnatrznaczyniowym. Badanie TRACERx wykazato réwniez, ze VIT moze by¢ miejscem
rozwoju agresywnego klonu pdzniejszego rozsiewu do innych miejsc, np. weztéw chtonnych
[28].

2. Transkryptomika i proteomika RCCz VTT

W przeprowadzonej analizie proteomicznej RCC z VTT wykazano, ze liczne biatka ulegaja
obnizonej ekspresji w poréwnaniu z prawidtowg tkankg nerki, a w czesci przypadkéw réwniez
w porédwnaniu z guzem pierwotnym, co wskazuje na postepujgcyg deregulacje wybranych
szlakdw molekularnych w obrebie czopa nowotworowego. Sekwencyjny spadek ekspresji
wybranych biatek sugeruje, ze czop nowotworowy nie stanowi jedynie biernego przedtuzenia
guza, lecz wykazuje witasny, pogtebiony profil molekularnej deregulacji [59]. Nalezg do nich
m.in. biatko wigzace retinol (ang. Retinol-Binding Protein, RBP), dekoryna (dekoryna zwykle
blokuje szlak VEGF; gdy jej poziom spada, szlak dziata wydajniej, sprzyjajgc angiogenezie),
keratyna 7 (zwykle obecna w pRCC i chRCC, ale ujemna w wiekszosci przypadkow ccRCC),
domena zawierajgca fitanol-CoA dioksygenaze 1 (ang. Phytanol-CoA Dioxygenase Domain
containing 1, PHYHD1) i dehydrogenza choliny (ang. Choline Dehydrogenase, CHDH).
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Podejrzewano, ze dwa ostatnie biatka majg wartos¢ prognostyczng, poniewaz nizszy poziom
ich mRNA korelowat z gorszym przezyciem pacjentéw [59]. Inne geny, ktére okazaty sie byé
regulowane w doét, to RAB25 (zaangazowany w transport wewnatrzkomorkowy), NAT8 i GGT5
(oba zwigzane z metabolizmem glutationu), natomiast SLC7A5 (odpowiedzialny za pobieranie
aminokwasow ze Srodowiska), E2F1 (kodujgcy czynnik transkrypcyjny zwigzany z centralnym
katabolizmem weglowym), PYCR1 (zaangazowany w synteze proliny, ktdra jest niezbedna dla
przezycia i proliferacji komoérek nowotworowych), VEGFA i EGFR sa regulowane w gére [59].
MikroRNA (miRNA) to mate niekodujgce czgsteczki RNA, ktdre regulujg ekspresje gendéw na
poziomie potranskrypcyjnym. Ich rola jako biomarkeréw i czynnikdéw prognostycznych réznych
nowotwordéw, w tym RCC, jest obecnie przedmiotem intensywnych badan. Panel pieciu
miRNA: miR-21, miR-143, miR-200c, miR-210, miR-126 pozwala dokfadnie rozréznié
prawidtowa tkanke nerkowa od prébek ccRCC z 100% czutoscig i swoistoscig [60]. Na przyktad,
miR-21, znany z czestej regulacji w gére w nowotworach, wywiera swoje dziatanie poprzez
celowanie w rézne supresory nowotworow, takie jak BCL2 i PTEN [61], zas MiR-126, ktory
dziata podobnie, z kolei celuje w ROCK1 i VEGFA [62]. Nowotwory o bardziej agresywnym
przebiegu wykazywaty obnizenie ekspresji miR-221, czemu towarzyszyta nadekspresja
VEGFR2, co korelowato z krétszym czasem przezycia wolnego od progresji. Taki uktad
zaleznosci wskazuje, ze utrata ekspresji miR-221 moze sprzyjac¢ deregulacji szlaku VEGFR2 i
nasileniu fenotypu proangiogennego w nowotworach wysokiego ryzyka [63]. Badania in vitro
wykazaty, ze ekspozycja komdrek raka na sunitynib prowadzi do istotnego wzrostu ekspresji
miR-221. Zjawisko to nie ma charakteru przypadkowego, lecz wpisuje sie w adaptacyjng
odpowiedz komoérki na zahamowanie sygnalizacji VEGFR2 [63]. Zatem miR-221 pefni
podwadijng role biologiczng. Z jednej strony jego obnizona ekspresja w tkance guza moze
stanowi¢ marker agresywnego przebiegu choroby. Z drugiej strony jego indukcja w trakcie
leczenia antyangiogennego moze sprzyjaé¢ adaptacji komdrek nowotworowych i ograniczaé
skuteczno$é terapii ukierunkowanej na VEGFR2. Taki dwutorowy charakter dziatania
podkresla ztozonos¢ regulacji angiogenezy w raku oraz koniecznos$é interpretowania ekspresji
miR-221 w Scistym odniesieniu do kontekstu biologicznego i terapeutycznego [63]. Co
ciekawe, niektére miRNA wykazujg istotne rdznice w ekspresji miedzy nowotworami z
czopami a nowotworami bez czopdw, np. miRNA-210, miRNA-483-5p i miRNA-200c [64].
Ponadto ekspresja miR-126 koreluje z potencjatem przerzutowym guza i obserwowano jg w
wyzszych stezeniach w guzach, ktére daty przerzuty [60]. Z drugiej strony wykazano, ze
pacjenci z wyzszg ekspresjg miRNA (miR-21 i miR-126) mieli ogdlnie lepsze rokowania [60].

3. Inne wybrane aspekty molekularne RCC z VTT

W przypadku ccRCC mutacja genu VHL powoduje wzrost stezenia HIF, ktéry jest czescig szlaku
Nox/ROS/HIF/VEGF [55]. Zjawisko to utatwia angiogeneze i zaburza homeostaze tkankowa.
Podwyzszony poziom HIF i niedotlenienie wptywajg na wiele proceséw, od stanu zapalnego
po krzepniecie. Caty proces jest czasami wspomagany przez nieprawidtowosci na
wczesniejszych etapach szlaku niedotlenienia, np. przez wysoka ekspresje oksydazy 4 (ang.
Oxidase-4, Nox4) fosforanu nikotynamidoadeninowego (ang. Nicotinamide Adenine
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Dinucleotide Phosphate, NADPH) [55]. Enzym ten reguluje aktywnos¢ HIF-2a, a tym samym
produkcje wewnatrzkomérkowych reaktywnych form tlenu (ang. Reactive Oxygen Species,
ROS), powodujac oksydacyjne uszkodzenia DNA i liczne sCNA [65]. Sugeruje sie, ze translokacja
Nox4 z cytoplazmy do jadra komdrkowego jest zwigzana z progresja RCC, zwtaszcza u
pacjentéw z wewnagtrznaczyniowym rozprzestrzenieniem sie RCC [66]. Odnotowano kilka
roznic w ekspresji roznych biatek powierzchniowych miedzy komérkami w czopie a komoérkami
w gtdownej czesci guza. Jednym z nich jest antygen btonowy specyficzny dla prostaty (ang.
Prostate-Specyfic Membrane Antigen, PSMA), ktéry wystepuje w prawidtowych komérkach
nabtonkowych proksymalnych kanalikéw nerkowych (ale nie w naczyniach nerkowych), a
takze na powierzchni komérek RCC [67]. Jego ekspresja byta znacznie wyzsza w VIT w
poréwnaniu z guzem pierwotnym [67]. Zaobserwowano réwniez dodatnig korelacje miedzy
tym zjawiskiem, a tworzeniem sie naczyn na obrzezach nowotworu zfosliwego [67]. Jest to
zgodne z zatozeniem, ze PSMA odgrywa role w neowaskularyzacji nowotworu [68]. W
konsekwencji, zwiekszona ekspresja PSMA wydaje sie uftatwiaé¢ angiogeneze nowotworu,
zwiekszajgc w ten sposdb dostepnosc sktadnikow odzywczych. Obecnie prowadzonych jest
wiele badan poswieconych PSMA jako potencjalnemu celowi nowoczesnych form
immunoterapii komorkowej [69]. Dotyczg one przede wszystkim raka prostaty, ale mogg
zyskaé potencjalne zastosowanie u pacjentow z VTT w przysztosci.

Specyfika mikrosrodowiska immunologicznego VTT

Mikrosrodowisko guza (ang. Tumor Microenvironment, TME) skfada sie z elementéw
komérkowych i macierzy zewnatrzkomdrkowej, tworzac prawdziwie heterogeniczng i
dynamiczng sie¢ [17]. Wewnatrz tej sieci ekspansja guza jest regulowana przez interakcje
komodrkowe miofibroblastéow, fibroblastéw, komodrek neuroendokrynnych, komorek
ttuszczowych, komdrek immunologiczno-zapalnych, a takze srédbtonka, ktére razem inicjuja
wzrost guza, inwazje i tworzenie przerzutéw. Poniewaz RCC jest nowotworem wysoce
immunogennym i proangiogennym, w ostatnich latach w kilku badaniach scharakteryzowano
rozne szczegolne subpopulacje komorek w mikrosrodowisku RCC. Pierwotny RCC jest wysoce
heterogeniczny, podobnie jak sam czop [21]. Ten ostatni moze mie¢ znacznie inne cechy
swojego TME niz reszta guza [29]. Wydaje sie, ze takze odpowiedZz immunologiczna jest w
pewnym zakresie odmienna w przypadku guza pierwotnego i czopa zylnego [30].
Przyktadowo, biatko B7x nalezy do rodziny ligandéw kostymulujgcych B7-CD28 i zwykle petni
role immunomodulujgca (wyzwala sygnalizacje hamujacg komédrek T) [70]. Stwierdzono jego
wyzszg ekspresje w RCC w takich obszarach jak czop, przerzuty do weztéw chtonnych i w
zaawansowanych stadiach nowotworu, poniewaz hamuje ono odpowiedzi immunologiczne
poprzez negatywng kostymulacje [71, 72]. Pacjenci z RCC nie tylko mieli wykrywalny sB7x w
przeciwienstwie do oséb z grupy kontrolnej, ale takze podwyzszenie poziomu sB7x korelowato
z odpowiednim zaawansowaniem choroby [72].

Ligand receptora programowanej Smierci komoérkowej 1 (ang. Programmed Cell Death
Receptor Ligand 1, PD-L1) moze by¢ eksprymowany przez komoérki nowotworowe i niektére
komorki odpornosciowe, w tym limfocyty i makrofagi [31]. Komorki nowotworowe
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wykorzystujg sygnalizacje PD-L1/PD-1 do hamowania odpowiedzi immunologicznej zaleznej
od komodrek T [70]. Ostatnie badania wykazaty, ze nie wszyscy pacjenci odnoszg korzysci z
blokady PD-1/PD-L1 z powodu réznych mechanizmoéw, np. regionalnej heterogennosci
molekularnej RCC [73, 74]. Opisany zostat statystycznie istotny spadek ekspresji PD-L1 w
kompartymencie VTT w poréwnaniu z guzem pierwotnym (p<0,0001) [75]. Czestotliwos¢
ekspresji PD-L1 na komdrkach nowotworowych i komdrkach odpornosciowych infiltrujgcych
czop rézni sie w zaleznosci od badanego kompartymentu i jest zalezna od zastosowanego
klonu przeciwciata [2]. Ponadto ekspresja PD-L1 na komédrkach odpornosciowych zwigzanych
z guzem i komodrkach nowotworowych w VTT jest zwigzana z krétszym czasem przezycia
catkowitego [2]. Inni autorzy potwierdzili obserwacje, ze czop jest gtdwnym kompartymentem
wykazujgcym ekspresje PD-L1 [2]. Fakt ten ma istotne konsekwencje, np. biopsja guza moze
nie da¢ wiarygodnego wyniku PD-L1, podczas gdy czop moze stanowié czynnik determinujacy
obecnosé PD-L1 [2, 22]. To z kolei moze by¢ powigzane z ryzykiem przezycia i potencjalnie
ogranicza¢ skuteczno$¢ immunoterapii. Poniewaz czopy nowotworowe wykazujg réing
ekspresje czasteczek immunologicznych punktéw kontrolnych, terapia skojarzona polegajaca
na blokowaniu PD1 i NKG2A okazata sie skuteczniejsza w przywracaniu funkcji efektorowych
komorek T CD8+ [76]. Co ciekawe, w jednym z badan postawiono hipoteze, ze mikrobiom jamy
ustnej moze zwieksza¢ tempo ekspresji PD-L1 w czopach zwigzanych z RCC poprzez
wytwarzanie czgsteczek wptywajacych na sygnalizacje epigenetyczng, a takie poprzez
wzmachianie przywileju immunologicznego [77]. Proces ten ma by¢ analogiczny do zjawiska
najlepiej zbadanego w przypadku Fusobacterium nucleatum, o ktérym wiadomo, ze indukuje
ekspresje biatka CCL20, a tym samym stymuluje aktywacje i migracje makrofagdw w raku jelita
grubego [78].

Wsréd nowych inhibitoréw punktéw kontrolnych uktadu odpornosciowego jednym z
potencjalnie istotnych klinicznie jest supresor aktywacji komérek T z domeng V (VISTA) [35,
79]. Uwaza sie, ze VISTA hamuje populacje komérek T w warunkach fizjologicznych, ale
zwiekszona ekspresja VISTA u pacjentéw z nowotworami moze byé markerem pojawiajgcej sie
opornosci na inhibitory immunologicznych punktéw kontrolnych [80]. Ostatnie postepy w
zrozumieniu zjawisk majacych miejsce w TME wzbudzity takze zainteresowanie biatkiem HMG
BOX zwigzanym z selekcjg tymocytéw, markerem wyczerpania komorek T [81]. Ekspresja TOX
jest odwrotnie skorelowana z powodzeniem immunoterapii opartej na blokadzie PD-1 [82]. W
VTT mozna znalezé zaréwno komérki odpornosciowe VISTA-dodatnie, jak i TOX-dodatnie [3].
Co ciekawe, zwiekszony poziom komodrek odpornosciowych z dodatnig ekspresjg VISTA w
kompartymencie VTT koreluje z gorszym przezyciem [3]. Obecnos$¢ TILs pozytywnych pod
wzgledem VISTA w czopach (ale nie w guzach pierwotnych) jest takze zwigzana z obecnoscia
odlegtych przerzutéw i martwicg guza [3]. VISTA stymuluje synteze TOX, ktéry hamuje funkcje
limfocytow poprzez zmniejszanie produkcji cytokin i zwiekszenie liczby receptorow
hamujacych, tj. PD-1, TIM-3, CTLA-4 i LAG-3 [3, 17, 83]. Wynikiem tego jest spadek populacji
komorek efektorowych i unikanie odpowiedzi immunologicznej przez nowotwory ztosliwe.
Ligand-1 glikoproteiny P-selektyny (PSGL-1), poza swoja rolg ligandu P-selektyny, moze dziata¢
jako receptor dla czasteczki immunologicznego punktu kontrolnego VISTA, a ich interakcja
indukuje supresje odpowiedzi limfocytow T [84]. Pacjenci z komdrkami nowotworowymi
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PSGL-1-dodatnimi zlokalizowanymi w guzie pierwotnym i komdrkami odpornosciowymi z
ekspresjg PSGL-1 w VTT wykazywali gorsze przezycie catkowite (ang. overall survival, OS) [4].
Poniewaz ekspresja PSGL-1 wystepuje gtownie w komdrkach nowotworowych w VTT, to
podwyzszona ekspresja PSGL-1 moze odpowiadaé za interakcje komdrek nowotworowych z
ptytkami krwi i sSrodbtonkiem [4].

Zbadany zostat ponadto profil samego VTT, jesli chodzi o zasiedlajgce go subpopulacje
komodrkowe, co umozliwito dalsze scharakteryzowanie jego mikrosrodowiska. Jezeli chodzi o
komorki odpornosciowe dominujg w nim limfocyty CD8+, a nastepnie wykrywanych jest wiele
subpopulacji limfocytéw CD4+ (tj. m.in. limfocyty pomocnicze T, czy limfocyty Treg) [85].
Komodrki nowotworowe tworzace VTT nie unoszg sie swobodnie w Swietle naczyn
krwionosnych, ale muszg wytworzy¢ sie¢ macierzy zewngtrzkomdrkowej (ang. Extracellular
Matrix, ECM) we wspotpracy z komdrkami odpornosciowymi i komérkami zrebu, aby
promowac wzrost czopa nowotworowego. Dlatego tez ukierunkowanie inicjatyw badawczych
na okreslenie inicjatorow przebudowy macierzy moze zaowocowac odkryciem skutecznych
srodkow do zastosowania u pacjentéw z VTT. Makrofagi zasiedlajace czop przebudowujg ECM,
co z kolei prowadzi do rozprzestrzeniania sie komdrek i neoagiogenezy [17]. Miofibroblasty
funkcjonujg jako gtéwna populacja komdrek wytwarzajgcych ECM, petnigc role zaréwno w
guzie pierwotnym, jak i czopie nowotworowym, ale w tym ostatnim przypadku ich tempo
produkcji jest znacznie wyzsze niz w guzie pierwotnym [85]. Prozapalne makrofagi M1 w VTT
sg liczniejsze niz w guzach pierwotnych [22]. Stosunek neutrofili do limfocytéow (ang.
Neutrophil-to-Lymphocyte Ratio, NLR) jest zaburzony w przypadku RCC, ze zwiekszonym
odsetkiem neutrofili i spadkiem liczby limfocytéw, co wigze sie z gorszym rokowaniem u
pacjentéw [86-88]. Nizszy stosunek limfocytow do monocytéw (ang. Lymphocyte-to-
Monocyte Ratio, LMR) jest zwigzany z obecnoscig martwicy guza i krétszym czasem przezycia
catkowitego (0OS) u pacjentéw z VTT [88]. Spadek liczby limfocytéw jest negatywnym
czynnikiem prognostycznym ze wzgledu na ograniczenie reakcji przeciwnowotworowej uktadu
odpornosciowego [89]. Kolejng unikalng wtasciwoscig neutrofili, ktéra ma znaczenie w
kontekscie przebiegu RCC, sg ich putapki pozakomérkowe [89]. Uwaza sie, ze NEToza
umozliwia nowotworowi wychwytywanie krgzgcych komdérek nowotworowych i grupowanie
ich, sprzyjajac w ten sposéb tworzeniu wiekszych przerzutéw [90, 91]. NEToza moze byé
rowniez wywotana przez aktywowane ptytki krwi za pomocg HMGB1 (ang. High-mobility
group box 1). Zjawisko to zaobserwowano u pacjentéw z zylng chorobg zakrzepowo-zatorowsa,
ktdrej mechanizm moze by¢ podobny do powstawania RCC w VTT [92]. Wykazano jednak, ze
poszczegdlne populacje komodrek uktadu odpornosciowego rdéznig sie stopniem reprezentacji
w obrebie nowotworéw, a zjawisko to moze by¢ wykorzystane do réznicowania podtypow
raka oraz oceny rokowania [93].

Czop nowotworowy w uktadzie zylnym a krzepniecie

Komoérki nowotworowe mogg wptywac na proces hemostazy na wiele sposobdw, poczgwszy
od ich aktywnosci prozakrzepowej, poprzez aktywnosé fibrynolityczng, wydzielanie cytokin, az
po bezposrednig interakcje z komdrkami krwi i elementami komoérkowymi uktadu krzepniecia
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[94]. RCC sprzyja odktadaniu sie fibryny w TME, czeSciowo poprzez wykorzystanie zewnetrznej
Sciezki krzepniecia z udziatem czynnika krzepniecia VII w surowicy [95]. Sugeruje sie, ze fibryna
odgrywa role w przerzutach, a komérki nowotworowe czesciej osadzajg sie w miejscach, w
ktorych juz wystepowaty jej ztogi [96]. Innym mechanizmem prozakrzepowym
obserwowanym w wielu nowotworach jest wzrost czynnika tkankowego (ang. Tissue Factor,
TF), ktéry stymuluje zakrzepice, ale odgrywa réwniez role w sygnalizacji komdrkowej,
aktywujac ptytki krwi poprzez receptory PAR-1 i PAR-2 [97]. Istniejg jednak sprzeczne opinie
na temat tego, czy mechanizm ten ma zastosowanie w przypadku RCC. Z jednej strony nie
odnotowano wystepowania TF w masie guza litego [98], ale z drugiej strony zauwazono, ze po
operacji usuniecia RCC nastgpit znaczny spadek TF, a zatem moze on dziata¢ jako marker
skutecznosci terapii [99, 100]. Podczas gdy w warunkach fizjologicznych ekspresja TF jest
indukowana na zadanie, komodrki nowotworowe wydajg sie wykazywac konstytutywng
ekspresje TF na swojej powierzchni, niezaleznie od warunkdw zewnetrznych [94].

Uktad fibrynolityczny oddziatuje na wiele sposobdéw z nowotworami i odgrywa istotng role w
procesach hemostatycznych [101]. Brak funkcjonalnych aktywatoréw plazminogenu hamuje
progresje nowotwordw i ich przerzuty [102]. Aktywator plazminogenu typu urokinazy (ang.
Urokinase-type Plasminogen Activator, uPA) oddziatuje z szlakami ERK/MAP, JAK/STAT i
PI3K/AKT, ktére czesto ulegajg zaburzeniom w RCC, a zmiany w ich funkcjonowaniu sprzyjaja
kancerogenezie [103, 104]. Fibrynoliza stymuluje réwniez angiogeneze, np. tkankowy
aktywator plazminogenu (ang. Tissue-type Plasminogen Activator, tPA) aktywuje
metaloproteinazy macierzy poprzez plazmineg, podczas gdy enzymy te z kolei rozszczepiaja
zwigzane ligandy, a wolna aktywna forma powstatych sktadnikow stymuluje komorki
progenitorowe srédbtonka, co prowadzi do neoangiogenezy [105]. Fakt, ze wzrost guza opiera
sie na neoangiogenezie, wyraznie wskazuje, ze opisany powyzej mechanizm utatwia
proliferacje komérek RCC, inwazje i prawdopodobnie bierze udziat w tworzeniu VTT. Wiele
nowotwordéw (w tym RCC) rozprzestrzenia swoje komérki do krwiobiegu, a tym samym wolne
komorki nowotworowe dostajg sie do krazenia i czesto wchodzg w interakcje z ptytkami krwi
[106]. Ptytki krwi przechowujg w swoich ziarnistosciach rézne czynniki wzrostu, z ktérych
niektore majg udowodnione oddziatywanie na nowotwory (np. TGF-B i VEGF) [107]. Komérki
nowotworowe otoczone ptytkami krwi sg chronione przed rozpoznaniem i neutralizacjg przez
komorki odpornosciowe krazgce we krwi [107]. Co wiecej, niska srednia objeto$é ptytek krwi
(ang. Mean Platelet Volume, MVP) w stanie wyjsciowym koreluje z wiekszym rozmiarem guza,
niekorzystnymi cechami histologicznymi (np. wysokim stopniem Fuhrmana, cechami
sarkomatoidalnymi, martwicg i inwazjg naczyniowg) i dlatego jest uwazana za negatywny
czynnik prognostyczny u pacjentéw z nieprzerzutowym RCC, w tym za czynnik zwiekszajgcy
ryzyko nawrotu [108]. Co ciekawe, jak wspomniano powyzej, niskie wartosci stosunku
limfocytow do monocytéw (LMR) byty zwigzane z gorszym OS u pacjentéw z RCC z VTT, ale nie
stwierdzono takiej korelacji w przypadku stosunku ptytek krwi do limfocytéw (PLR) [88].

Kolejne dwie prace (Praca nr 2 i Praca nr 3) majg charakter badan oryginalnych, osadzonych

na styku urologii, patomorfologii i immunologii onkologicznej. Skupiajg sie one na ocenie roli
ekspresji wybranych markerow immunologicznych, takich jak PSGL-1 oraz STING,
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analizowanych zaréwno w guzie pierwotnym, jak i w czopie nowotworowym. Wybér tych
markeréw nie byt przypadkowy, gdyz oba biatka odgrywaja istotng role w regulacji odpowiedzi
immunologicznej, interakcjach komérek nowotworowych z uktadem odpornosciowym oraz w
procesach adhezji i migracji komérkowe;.

PSGL-1, czasteczka adhezyjna uczestniczagca w migracji leukocytéw oraz biorgca udziat w
interakcjach z ptytkami krwi i $rédbtonkiem, moze odgrywa¢ kluczowg role w
wewnatrznaczyniowym wzroscie nowotworu oraz potencjalnym rozsiewie nowotworowym
[109-111]. Z kolei szlak STING bierze udziat w aktywacji rekcji zapalnej w odpowiedzi na
obecnosé DNA w cytoplazmie, stad jest przedmiotem rosngcego zainteresowania jako czynnik
prognostyczny w onkologii [57, 84, 112]. Jego rola w nowotworach jest ztozona i zalezna od
kontekstu biologicznego, gdyz zaréwno jego aktywacja, jak i przewlekta stymulacja moga
prowadzi¢ do odmiennych efektéw biologicznych. Analiza szlaku STING w raku nerki z czopem
nowotworowym podkresla ztozong, niejednoznaczng role proceséw immunologicznych w
progresji nowotworéw. Czop nowotworowy w raku jasnokomérkowym nerki jest bowiem
biologicznie aktywnym mikrosrodowiskiem, ktérego ocena moze dostarczy¢ dodatkowych
informacji prognostycznych, wykraczajagcych poza klasyczne parametry kliniczne i
patomorfologiczne.
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Zatozenia i cele pracy

Punktem wyijsécia niniejszej rozprawy doktorskiej byto zatozenie, ze rak jasnokomérkowy z
towarzyszagcym zylnym czopem nowotworowym stanowi biologicznie odmienng postaé
choroby nowotworowej, ktérej przebieg kliniczny i rokowanie nie mogg by¢ w petni
wyjasnione wytacznie na podstawie klasycznych parametréw anatomicznych i chirurgicznych
oraz podstawowych czynnikdw rokowniczych stosowanych w histopatologii. Z perspektywy
urologicznej czop nowotworowy postrzegany jest jako czynnik determinujacy stopien
trudnosci leczenia operacyjnego oraz ryzyko okotooperacyjne. Coraz wiecej danych jednak
wskazuje, ze jego obecnos¢ odzwierciedla réwniez specyficzne cechy biologiczne nowotworu,
mogace wptywad na dalszy przebieg choroby.

Drugim istotnym zatozeniem pracy byto przyjecie tezy, ze czop nowotworowy nie jest jedynie
biernym przedtuzeniem guza pierwotnego, lecz stanowi odrebny kompartyment nowotworu,
funkcjonujgcy w unikalnym mikrosrodowisku. Staty kontakt z komdrkami krwi oraz komérkami
uktadu odpornosciowego, a takze odmienne warunki hemodynamiczne moga wptywaé na
fenotyp komodrek nowotworowych oraz ich interakcje z mikrosrodowiskiem
immunologicznym. W konsekwencji czop nowotworowy moze wykazywaé cechy biologicznie
réznigce sie od guza pierwotnego, co do tej pory byto przedmiotem ograniczonej liczby badan.
Kolejnym zatozeniem rozprawy byta hipoteza, ze mechanizmy immunologiczne odgrywaja
kluczowa role w biologii raka nerki z zylnym czopem nowotworowym. Rak nerki jest
nowotworem o wysokiej immunogennosci, a rozwdj i propagacja czopa nowotworowego
zachodzg w srodowisku szczegdlnie bogatym w elementy uktadu odpornosciowego. W dobie
dynamicznego rozwoju immunoterapii zasadnym wydaje sie poszukiwanie markerow
biologicznych, ktére moglyby odzwierciadlaé¢ lokalne mechanizmy odpowiedzi
immunonologicznej, a tym samym pomagac w ocenie rokowania i potencjalnie w kwalifikacji
chorych do leczenia systemowego.

Na tej podstawie sformutowano gtdwny cel rozprawy, ktérym byta charakterystyka biologii i
mikrosrodowiska raka jasnokomérkowego nerki z zylnym czopem nowotworowym, ze
szczegblnym uwzglednieniem rdznic pomiedzy guzem pierwotnym, a czopem oraz ich
znaczenia klinicznego w odniesieniu do rokowania onkologicznego.

Cele pracy obejmowaty:

1. Usystematyzowanie aktualnego stanu wiedzy dotyczacego biologii czopa
nowotworowego w raku nerki, w tym jego histopatologii, uwarunkowan
molekularnych oraz mikrosrodowiska immunologicznego, w kontekscie mozliwosci
dalszego rozwoju spersonalizowanych strategii leczenia.

2. Ocene ekspresji PSGL-1 w komdrkach nowotworowych i komérkach uktadu
odpornosciowego w obu kompartymentach nowotworu, w celu analizy jej mozliwej
roli rokowniczej.
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3. Ocene ekspresji wybranych innych markeréw immunologicznych, w szczegdlnosci
STING, w guzie pierwotnym oraz w czopie nowotworowym oraz ich potencjalnego
zwigzku z agresywnym przebiegiem choroby.

4. Pordwnanie profiluimmunologicznego guza pierwotnego i czopa nowotworowego, ze
zwrdoceniem uwagi na potencjalne réznice, ktére mogtyby ttumaczy¢ obserwowang
heterogenicznos¢ kliniczng chorych z podobnym zaawansowaniem choroby.

5. Ocene znaczenia prognostycznego badanych markeréw w odniesieniu do przezycia
catkowitego chorych, z perspektywy ich mozliwej uzytecznos$ci w codziennej praktyce
klinicznej.

Realizacja powyzszych celéw miata na celu pogtebienie rozumienia biologii raka nerki z zylnym
czopem nowotworowym. Uzyskane wyniki mogg stanowi¢ podstawe do dalszych badan nad
czynnikami prognostycznymi oraz do rozwoju bardziej zindywidualizowanego podejscia
terapeutycznego u chorych leczonych z powodu tej szczegdlnie wymagajgcej postaci raka
nerki.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:

Renal cell carcinoma - related thrombus arising within venous system (venous tumor thrombus, VTT) represents
a distinct compartment within cancer, situated at the frontline with the continual interaction with host blood
cells. Various host immune blood cells may possibly interact with VTT influencing its biology. While many
authors have reviewed the current state-of-the-art of the management of VTT, its biology and microenvironment
has not been comprehensively reviewed to date. In this narrative review, we described the current concepts on
formation of thrombus, its histopathology, immune microenvironment, genetic and molecular features with
potential impact on prognostication and tailored therapy. Although it is the sophisticated and challenging sur-
gery that remains the primary modality in the management of RCC with VTT, recent advances in the research on
cancer biology and microenvironment shed some light on the numerous future perspectives. The formation of
tumor thrombus is a complex process, understanding of which may trigger onset of novel therapies leading to the

Renal cancer
Venous tumor thrombus
Tumor microenvironment

improvement of not only oncological results but also patients’ safety in these life-threatening conditions.

1. Introduction

The most common renal neoplasia in adults is clear cell renal cell
carcinoma (ccRCC) which constitutes over 70 % of all RCC cases, fol-
lowed by papillary RCC (pRCC) (Cirillo et al., 2024). Prognosis and
patients” management is primarily dictated by stage and histological
features of the tumour. Patients with non-metastatic disease are treated
with either partial or radical nephrectomy, whereas combination of
immunotherapy and antiangiogenic agents is now the first line of
treatment for patients with disseminated disease (Powles et al., 2021).
The effectiveness of therapies targeted against vascular endothelial
growth factor (VEGF), such as sunitinib or sorafenib in ccRCC may be
explained by its molecular background. The main drivers of c¢ccRCC
development are alterations in VHL gene and result in the dysregulation
of the hypoxia-inducible factor (HIF) pathway promoting angiogenesis
and metabolic reprogramming (N. Cancer Genome Atlas Research,
2013). In consequence, renal cancers frequently display rich vascula-
ture. The close relationship between ccRCC and blood vessels is further

emphasised by its predilection for renal vein invasion and intravenous
thrombus formation. This feature stands as a defining characteristic
within the T3 denominator of renal cancer TNM staging, holding sig-
nificant implications for patient treatment strategies.

About 4 % up to 15 % of RCC cases are associated with venous
tumour thrombus (further referred to as VTT) (Liss et al., 2019; Martini
et al., 2021; Neves and Zincke, 1987). Most of VTT are located in renal
veins, but they might show preposterous intravenous supra-
diaphragmatic growth or even reach the right atrium or ventricle (Neves
and Zincke, 1987). VIT predominantly involves only renal vein or
proximal inferior vena cava (IVC), and this phenomenon may be
attributed to the fact that clot blocking IVC makes the otherwise occult
disease symptomatic (Blute et al., 2004; Bertini et al., 2011). The level of
thrombus is usually graded according to the Mayo Clinic classification
(Table 1) (Blute et al., 2004; Hatakeyama et al., 2013). The scale orig-
inally invented in 2004 remains of high clinical relevance, as it corre-
lates with survival. In patients without VTT 5-year overall survival (OS)
was as high as 49.1 %, compared to 37 % by patients with 4 level
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Table 1

The Mayo-Clinic scale of RCC-related thrombus assessment, after Blute et al
(Blute et al., 2004). and Hatakeyama et al (Hatakeyama et al., 2013)., modified.
VTT - venous tumor thrombus.

Level of the Description of the stage

VIT

0 Tumor thrombus extending to the renal vein only

1 Tumor thrombus either at the entry of the renal vein or within the
inferior vena cava (IVC) < 2 cm from the confluence of the renal
vein and the IVC

i Thrombus within the IVC > 2 cm above the confluence of the renal
vein and IVC, but below the hepatic veins

Jiig Thrombus involves the intrahepatic IVC

v Thrombus extends above the diaphragm or into the right atrium

thrombus (Blute et al., 2004). The more developed the thrombus is, the
more advanced and aggressive treatment techniques must be imple-
mented, which in turn might affect the mortality (Berczi et al., 2017). A
novel tool for the classification of inferior vena cava thrombus in RCC
was recently proposed, and could define the need for cardiopulmonary
or venovenous bypass (Mandhani et al., 2015). It is noteworthy then that
the size of thrombus affects survival more than other qualities
(Mandhani et al., 2015; Mastoraki et al., 2017). Thrombi can have
different consistency, i.e. solid or friable, yet in the light of current
research the thrombus consistency seems to not affect the survival (Jia
et al., 2023), although making the surgery more challenging (Choi et al.,
2017).

RCC-related thrombi usually contain viable tumour cells, and it is
possible to determine the tumour type in the thrombus specimen
(Warsow et al., 2018). VTT represents a distinct compartment within
cancer, situated at the frontline with the continual interaction with host
blood cells. It is thought to elicit the potential to seed tumour particles,
serving as a possible origin for metastatic dissemination or embolism out
of the common routes of metastases (Barashi et al., 2024). On the other
hand, various host immune blood cells may possibly interact with VTT
influencing its biology (Basu et al., 2019). While many authors have
reviewed the current state-of-the-art of the management of VTT, its
biology and microenvironment has not been comprehensively reviewed
to date. Neoadjuvant therapies, including VEGFR or mTOR inhibitors,
have shown variable efficacy in reducing tumor thrombus and facili-
tating thrombectomy. Understanding the molecular differences between
VTT and primary tumors is crucial to develop better predictive markers
and treatments. Thus, in this narrative review, we aimed to describe the
current concepts on formation of thrombus, its histopathology, immune
microenvironment, genetic and molecular features with potential
impact on prognostication and tailored therapy.

2. Distinct features of VIT from the point of basic
histopathology

The primary RCC mass typically exhibits approximately three growth
patterns. Smaller tumours tend to display compact nest patterns, while
larger ones demonstrate greater cytoarchitectural diversity with
trabecular, insular, and solid sheet patterns (Gu et al., 2018; Klatte et al.,
2007; Cai et al., 2020). On the other hand, VTT was found to predom-
inantly feature one or two growth patterns, with a notable over-
representation of the aggressive morphologies, especially solid, and it
never develops microcystic pattern (Cai et al., 2020). Moreover, VIT
frequently display sarcomatoid and rhabdoid features (Warsow et al.,
2018). Both are classified as grade 4 according to the World Health
Organization International Society of Urological Pathology
(WHO/ISUP) system (Powles et al., 2018). Yang et al. reported that their
presence was associated with inferior cancer-specific survival (CSS) in
RCC with vena cava tumour thrombus (Yang et al., 2020). Furthermore,
Barashi and colleagues have observed faster growth of such thrombi
(average 0.63 mm per day vs. 0.3 mm per day in RCCs of other
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histopathological characteristics) (Barashi et al., 2024).

Of note, two large cohort studies on non-metastatic VTT investigated
the prognostic significance of venous thrombus grading. We recently
reported with Qu et al. that the inclusion of pathological grading of
thrombus in a risk predicting model displayed better discriminatory
ability compared to previous models used in the risk assessment (Qu
et al., 2023). Another study explored the grade discrepancy between
VTT and primary tumour and demonstrated that VTT upgrading is
linked to poorer survival, emphasising the necessity to report grading for
both compartments independently (Wu et al., 2024). The authors
concluded that the best prediction model incorporated a combination of
primary tumour grade and grade discrepancy, rather than solely relied
on the highest grade detected in either compartment (Wu et al., 2024).
Kim et al. found that the most aggressive clone with the highest grade
does not always initiate the VTT (Kim et al., 2021). As a consequence, to
determine a metastatic competence it is more important to assess the
grade of the clone seeding the VTT than overall tumor grade. These
findings may change the existing paradigm, which relies on the
highest-grade area observed within the primary tumour to determine
the overall tumour grade. Routine reporting of venous tumour grade in
relation to primary tumour can be easily implemented in practice and
may provide important information further guiding patient
management.

Vascular extension is not unique to ccRCG, yet. The frequency of non-
ccRCC histology in this setting is about 7-20 % (Kaushik et al., 2013;
Rodriguez Faba et al., 2018), with pRCC being the most common type.
On the other hand, the frequency of VTT in pRCC was reported as 8.2 %,
compared to 23.6 % in ccRCC (Kim et al., 2012; Rabinowitz et al., 2022).
Interestingly, some authors reported tumor thrombus extension in pRCC
to be associated with worse CSS outcomes, when compared to the latter
one (Kim et al., 2012). Similar association with non-clear cell histology
and worse survival is supported by results of other studies (Ciancio et al.,
2010). A matched cohort analysis demonstrated that non-ccRCC more
frequently showed adverse pathologic features (larger size, higher
grade, lymph node metastases, sarcomatoid differentiation), so tumour
histology is not an independent prognostic factor in RCC with VIT
(Kaushik et al., 2013). Other recent contemporary cohort analysis found
that individuals with non-RCC histopathology were at greater risk to
have regional lymph node metastases (p = 0.037, 42.9 % vs 20.7 %),
while no differences in perioperative outcomes were noted (Rabinowitz
et al., 2022). However, another study, although limited by small sample
size, did not demonstrate significant differences between ccRCC and
non-ccRCC in terms of clinicopathological features and survival (Kim
et al., 2012). In their cohort of 74 patients with RCC with VTT, Kim et al.
identified 12 patients with pRCC (Kim et al., 2012). Of note, after the
review of the findings, all 12 cases were reclassified as “type II"” papillary
RCC, and this histology was found to be an independent predictor of CSS
(Kim et al., 2012). With the current WHO classification abandoning the
category of type II pRCCs and proposing several new entities that might
have been previously classified as such, future studies should delve into
their association with VIT formation.

VTT may either produce free-floating tumour into the venous lumen
or may invade the vascular wall. It is of great importance in terms of
surgical approach and pathological assessment of margins of the resec-
ted vessels. Importantly, wall invasion may be predicted by the imaging
measurements of inferior vena cava and renal vein ostium diameter (Zini
et al., 2008). The standard preoperative magnetic resonance imaging
can be implemented, evaluating morphologic features, such as the
complete occlusion of the IVC lumen or vessel breach. Then, an increase
in IVC diameter was found to be associated with a higher probability of
IVC wall invasion (Adams et al., 2018). The clinical significance of
positive vascular surgical margin in case of “free-floating” thrombus
appears to be minimal, as the risk of relapse in such cases is predomi-
nantly influenced by the extent of vascular thrombus invasion (Liu et al.,
2016). On the other hand, in a large prospective cohort of 1023 RCC
with VTT patients, it was found that microscopic vein invasion, defined
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as local destruction and invasion of the endothelium by the tumour, was
associated with adverse clinicopathological characteristics and was an
independent predictor of CSS (Rodriguez Faba et al., 2018). The process
of vascular wall invasion may be directed by L1ICAM-CXCL5 axis that
shapes the perivascular tumor niche and mediates migration of RCC
toward endothelial cells (Wu et al., 2023). Therefore, the regulation of
this system may become the potential therapeutic target in RCC.

3. Molecular aspects of venous tumor thrombus
3.1. Genetic alterations and phylogenetics in RCC with VIT

Renal malignancies typically carry only few clonal mutations. The
majority of subclonal somatic point mutations and copy number alter-
ations occur with varying frequency throughout the tumour (Turajlic
et al., 2018). In sporadic ccRCC, over 90 % of cases demonstrate a
dual-hit mechanism characterised by the loss of chromosome arm 3p,
housing the VHL gene, and its inactivation due to mutations or
methylation of the promoter region in the second VHL allele (Warsow
et al., 2018). This double disruption leads to the functional inactivation
of the VHL protein, impairing its ability to regulate HIF1A stability.
Three genes located on chromosome arm 3p along with VHL, BAPI
(BRCA1-associated protein 1), SETD2 (SET domain-containing 2), and
PBRM1 (polybromo-1, encoding BAF180 protein) are among the genes
frequently mutated in ccRCC and shaping its biology (Niu et al., 2021;
Tumkur Sitaram et al., 2021). BAP1 is a tumour suppressor involved in
chromatin regulation and DNA repair, and its inactivation has been
linked to aggressive ccRCC phenotypes with predisposition to VTT for-
mation (Niu et al., 2021). PBRM genes and SET family genes encode
enzymes responsible for histone methylation (Gossage et al., 2014).
PBRM1 and SETD2 mutations usually contribute to better outcomes and
favourable response to anti-angiogenic treatment (Gossage et al., 2014).
While combination of sunitinib with bevacizumab-+atezolizumab in
cohorts with high angiogenesis is successful, it is thought that bev-
acizumab with atezolizumab can be also effective in cases with high
T-effector and/or cell-cycle transcription (Motzer et al., 2020). Recent
paper by Wang et al. identified the association between BAP1 loss in
RCC and tumor microenvironment (Wang et al., 2018). The authors
provided a division of the tumors into noninflamed and inflamed sub-
types, the latter being rich in BAP1 mutations. Interestingly, non-
inflamed cases were highly positive for angiogenesis-related genes,
which may enforce the clinicians for better selection between treatments
based on immune checkpoint and angiogenesis inhibitors. Furthermore,
BAP1 mutations are thought to characterize tumors that are radiosen-
sitive, but more clinical research is necessary to confirm this phenom-
enon (Piva et al., 2015). Then, as BAP1 loss increases the potential of the
PARP inhibitor, olaparib, recent interest lead to the imitation of the
trials in advanced RCC refractory to standard therapy (Piva et al., 2015).

Somatic mutations in PRMBI were associated with increased
angiogenesis potential, whereas sarcomatoid tumors exhibit lower
prevalence of PBRM1 mutations and angiogenesis markers (Motzer
et al., 2020). Finally, cases with multiple clonal mutations, i.e., simul-
taneous abnormalities in PBRM1, BAP1, SETD2 and PTEN, are charac-
terised by the high genetic instability and tend to have greater
metastatic potential (Carril-Ajuria et al., 2019).

Mutations in the VTT typically differ from the dominant genetic
landscape of the primary growth. Kim et al. found that although BAP1,
SETD2, TSC1/2, TP53 mutations relate to higher tumor grade, disease
aggressiveness, and poor survival in primary tumor, no enrichment of
such mutations was observed in VTT (Kim et al., 2021). Furthermore,
both high- and low-grade clones were found in VIT (Kim et al., 2021). In
the research conducted by Niu and colleagues, the VTT had higher
prevalence of mutations in the CELSR2 gene (encoding protein involved
in contact-mediated intercellular communication, as well as in kidney
development) and TET2 gene (enzyme involved in DNA demethylation)
(Niu et al., 2021). While the exact implications of these changes are
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unknown, it is likely that they aid in the development of the thrombus.
The same study found a high prevalence of DNA damage repair gene
alterations in VTT, being indicative of genomic instability (Niu et al.,
2021). Moreover, the copy number losses in chromosomes 9 and 14 are
often detected, which correlate with immunosuppressive phenotype of
thrombus, with more Tregs and less memory cells and cytotoxic cells
(Niu et al., 2021). This kind of microenvironment restricts the efficiency
of PD-L1 directed therapy and, thus, is associated with worse prognosis
(Motzer et al., 2020). Interestingly, Kim et al. found an increase in im-
mediate early genes (IEGs) that were found in invasive intravascular
RCC (Kim et al., 2021), as an adaptation to fluid sheer stress during
intravascular invasion (Schwachtgen et al., 1998).

Then, Cai et al. aimed to systematise RCCs according to phenotypic
features and analysed e.g. layout of cells, organisation of tumor tissue,
differentiation types, inflammation and necrosis features (Cai et al.,
2020). Based on these features the authors proposed a unique taxonomy
together with subclassification of ccRCCs resistant to tyrosine kinase
inhibitors-based treatment (Cai et al., 2020).

The TRACERx renal study analysed this problem further. The study
analysed the thrombi and the primary tumours and established a model
of clonal promotion for RCCs, unravelling the mutations leading to
thrombus creation and metastases (Turajlic et al., 2018). The deletions
of 9p and 14q were deemed as hallmarks of metastasis in RCC. Three
models of metastatic progression were established and the comparison
of them is presented in Table 2. All metastasising clones showed high
Ki-67 expression (Turajlic et al., 2018).

The RCC itself was divided into seven subtypes, based on the com-
mon mutations, while three out of seven are proven to cause metastases
and correlate with poor prognosis, including BAP1 mutants, ‘VHL-
wildtype’ and ‘multiple clonal drivers’ (Turajlic et al., 2018). The
PBRM1 mutants give rise to clonal evolution, with various clones
diverging from common ancestor and then acquiring distinct molecular
features, e.g. activation of PI3K, loss of SETD2 or various somatic copy
number alteration (sCNAs), which all represent targets for personalised
therapy (Tumkur Sitaram et al., 2021). Amongst 33 cases with VTT only
one case was molecularly classified as a “VHL monodriver”, 6 had
multiple clonal drivers, 4 were BAP1-driven, 4 were VHL-wildtype, 7
had PBRM1 alterations and 11 were of non-driver subtype. Of note, VTT
were directly seeded by the most recent common ancestor clone in 10
cases, suggesting early intravascular growth. In other cases, VTT origi-
nated from more advanced subclones in the primary tumour with
additional driver alterations, such as 9p loss. While primary tumours
showed ongoing evolution, VIT had limited additional mutations,
sharing 94.9 % of events with the primary tumour, potentially due to
limited selective pressure in the intravascular environment. TRACERx
study also revealed that VIT may by a site of aggressive clone

Table 2

Models of RCC evolution and metastases according to TRACERx study, after
Turajlic et al (Turajlic et al., 2018). Abbreviations: IVC — inferior vena cava;
sCNA - somatic copy number alterations.

“Punctuated evolution™ “Branched “Linear
Evolution™ evolution™
Pace of rapid attenuated indolent
progression
main places of adrenal glands, IVC, lungs,  bones, lungs
metastases liver
Mutations BAP1, VHL, 9p or 14q del, PBRM1 — VHL loss
involved clones losing PBRM1 and SETD2
SETD2 PBRM1 —
sCNA
PBRM1 —
PI3K
Chromosomal high medium low
complexity
Intratumoral low high low

heterogeneity
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development later seeding other sites, e.g. lymph nodes (Turajlic et al.,
2018).

3.2. Transcriptomics and proteomics of RCC with VIT

Zhou and colleagues carried out proteomic analysis of RCC with VIT
and found many proteins to be downregulated (Zhou et al., 2021). This
included retinol binding protein (RBP), decorin (decorin normally
blocks VEGF pathway; when it decreases, pathway works more effi-
ciently, promoting angiogenesis), keratin 7 (usually present in pRCC and
chRCC but negative in the majority of ccRCC cases), phytanoyl-CoA
dioxygenase domain containing 1 (PHYHD1) and choline dehydroge-
nase (CHDH). The last two proteins were suspected to have prognostic
value, since lower levels of their mRNA correlated with poorer survival
of the patients (Zhou et al., 2021). Other genes proven to be
down-regulated include RAB25 (involved in intracellular transport),
NATS8 and GGTS5 (both associated with glutathione metabolism), while
SLC7A5 (responsible for uptaking aminoacids from the environment),
E2F1 (encoding transcription factor associated with central carbon
catabolism), PYCRI (involved in the synthesis of proline, which is
essential for the survival and proliferation of cancer cells), VEGFA and
EGFR are up-regulated (Zhou et al., 2021). The changes in primary
tumor are more important for the survival rate than those in the tumour
thrombi, suggesting thrombus impact is predetermined by features of
the primary tumor (Shi et al., 2023).

MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNA molecules, which
regulate gene expression posttranscriptionally. Their role as biomarkers
and prognostic factors of various cancers, including RCC, is currently a
subject of rigorous investigation. A panel of five miRNAs: miR-21, miR-
143, miR-200c, miR-210 and miR-126 accurately distinguish normal
kidney tissue and ccRCC samples with 100 % sensitivity and specificity
(Vergho et al., 2014). For instance, miR-21, known for its frequent
upregulation in cancer, exerts its effects by targeting various tumor
suppressors, such as BCL2 and PTEN (Zhu et al., 2008). MiR-126, which
targets ROCK1 and VEGFA, functions as a tumor suppressor within
cancerous tissue (Liu et al., 2009). Additionally, miR-221, implicated in
modulating the response to sunitinib via VEGFR regulation, displays
distinct expression patterns (Krebs et al., 2020). Interestingly, certain
miRNAs show clear differences in expression between tumors with
thrombi and those without, e.g. miRNA-210, miRNA-483-5p,
miRNA-455 and miRNA-200c (Gilyazova et al., 2023). Moreover,
miR-126 expression correlates with metastasing potential of the tumor
and was observed in higher concentration in tumors that have meta-
stasised (Vergho et al., 2014). On the other hand, it was revealed that
patients with higher miRNA expression (miR-21 and miR-126) generally
had better prognosis (Vergho et al., 2014).

3.3. Other molecular aspects of RCC with VIT biology

In ccRCC, the mutation of VHL gene causes an increase in concen-
tration of HIF, which is a part of the Nox4/ROS/HIF/VEGF pathway
(Gossage et al., 2014). This event facilitates angiogenesis and dysregu-
lates the tissue homeostasis. Increased HIF levels and hypoxia affect
numerous processes, from inflammation to coagulation. The whole
process is sometimes aided by the abnormalities on earlier stages of the
hypoxic pathway, e.g. by high expression of the nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase-4 (Nox4) (Gossage et al.,
2014). This enzyme regulates HIF-2« activity and, thus, the production
of intracellular reactive oxygen species (ROS), causing oxidative DNA
damage and multiple SCNA (Wilcox et al., 2011). It is suggested that the
Nox4's translocation from the cytoplasm to the nucleus is associated
with RCC progression especially in patients with renal intravascular
tumor extension (Kaushik et al., 2020).

Several differences in the expression of various surface proteins be-
tween cells in the thrombus and in the main body of the tumor are re-
ported. One of them is prostate-specific membrane antigen (PSMA),
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which is known to be present in normal kidney proximal tubular
epithelial cells (but not in the regular renal vessels), as well as on RCC
cells’ surface (Morgantetti et al., 2019). Its expression was significantly
higher in VTT compared to primary tumor within the kidney
(Morgantetti et al., 2019). A positive correlation between this phe-
nomenon and formation of vessels on the periphery of the malignant
mass was also observed (Morgantetti et al., 2019). This is consistent with
the assumption that PSMA plays a role in tumor neovascularization
(Wang et al., 2015). Consequently, upregulation of PSMA appears to
facilitate tumor angiogenesis, thereby enhancing the expansion of the
nutrients supply. There is currently a great amount of research dedicated
to PSMA as a potential target for modern therapies, e.g. radioligand
therapies, antibody-drug conjugates and cellular immunotherapies
(Wang et al., 2022). These primarily concern prostate cancer, but are of
the potential use in patients with VTT.

4. Specifics of the immune microenvironment of VTT

The tumor microenvironment (TME) consists of several cellular and
extracellular matrix components, representing a truly heterogeneous
and dynamic network (Vuong et al., 2019). Inside this net, tumor
expansion is set by cellular interactions of myofibroblasts, fibroblasts,
neuroendocrine cells, adipose cells, immune-inflammatory cells, as well
as endothelial cells to initiate tumor growth, invasion and formation of
metastatic growth. As RCC is a highly immunogenic and pro-angiogenic
tumor, recently several studies have characterized various cell pop-
ulations inside the RCC microenvironment, making the possible asso-
ciation between the components of the tumor and clinical outcome.
RCCs are also highly heterogeneous and the same concerns the thrombus
(Agochukwu and Shuch, 2014). It can have markedly different charac-
teristics of TME than the rest of the tumor (Kim et al., 2021). Following
the analysis of the factors that can contribute to the formation of VIT
and the ways that are used by cancer cells to disrupt hemostasis and
promote procoagulative processes, the next step is to examine the
distinct microenvironment of VTT.

The immune response seems to be diversified against the primary
tumour and the venocaval thrombus (Jilaveanu et al., 2014). B7x pro-
tein is a member of the B7-CD28 family of costimulatory ligands and
normally has an immunomodulating role (triggers inhibitory T-cell
signalling) (Cha et al., 2019). It was found to be expressed more inten-
sively in RCC within the compartments such as the thrombus, lymph
node metastases and at the advanced tumor stages, as it suppresses the
immune responses via negative costimulation (Errarte et al., 2020;
Thompson et al., 2008). There are attempts to use soluble B7x as a serum
marker of RCC. Thompson et al. found that RCC patients not only had
detectable sB7x in contrast with control individuals, but also the
elevation of sB7x level corresponded with advanced disease (Thompson
et al., 2008).

Programmed cell death 1 receptor ligand (PD-L1) may be expressed
by tumor cells and some of the immune cells, including lymphocytes and
macrophages (Zak et al., 2015). Cancer cells utilize PD-L1/PD-1
signaling to inhibit T-cell dependent immune response (Cha et al,
2019). Yet, recent studies revealed that not all patients benefit from
PD-1/PD-L1 blockade due to various mechanisms, e.g. regional molec-
ular heterogeneity of RCC (llie et al., 2016; Mikami et al., 2019). Lopez
et al. described a statistically significant decrease in PD-L1 expression in
the renal VTT faction compared to a primary tumor (p < 0.0001) (Lopez
et al., 2018). Our group reported that the frequency of PD-L1 expression
on tumor cells and immune cells infiltrating the thrombus varied be-
tween the compartments and was dependent on the antibody clone
implemented (Zapala et al., 2022). Moreover, the expression of PD-L1 on
tumor-associated immune cells (TAICs) and tumor cells in VIT was
associated with shorter OS (Zapala et al., 2022). Other authors
confirmed that PD-L1 is not expressed evenly, and the thrombus is a
major compartment displaying PD-L1 expression (Zapala et al., 2022).
This fact has significant implications, e.g. a tumor biopsy may not give
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reliable result of PD-L1, while the thrombus could serve as a determinant
of PD-L1 presence (Liss et al., 2019; Zapala et al., 2022). This, in turn,
may be linked to survival risk and potentially limits immunotherapy. As
tumor thrombus infiltrates display various expression of checkpoint
molecules, the combination therapy of blockade of PD1 and NKG2A
proved to improved efficacy in restoring CD8 + T cell effector functions
(Qiu et al., 2024a). Interestingly, one study postulated oral microbiome
can augment the rate of PD-L1 expression in RCC-related thrombi by
producing molecules affecting epigenetic signaling, as well as by
enhancing immune privilege (Liss et al., 2020). This process is supposed
to be analogous to the most thoroughly studied Fusobacterium nucleatum,
which is known to induce CCL20 protein expression and, thus, to stim-
ulate macrophage activation and migration in colorectal cancer (Zhang
et al., 2023a).

Among novel immune checkpoints inhibitors one of potentially
clinical relevance is V-domain Ig suppressor of T cell activation (VISTA)
(Qin et al., 2019; Franzin et al., 2020). VISTA is thought to inhibit the
T-cell population under physiological conditions, but increased expres-
sion of VISTA in cancer patients may be a marker of arising resistance to
checkpoint inhibitors (Hong et al., 2022). Recent advances in the un-
derstanding of TME initiated interest in thymocyte selection-associated
HMG BOX (TOX), the T cell exhaustion marker (Kawashima et al.,
2020). TOX expression was found to be inversely correlated with the
success of immunotherapy based on PD-1 blockade (Wang et al., 2019).
Both VISTA- and TOX-positive immune cells can be found in the VTT
(Zapala et al., 2023). Interestingly, the increased levels of immune cells
with the positive expression of VISTA within VIT compartment corre-
lated with poorer survival (Zapala et al., 2023). VISTA stimulates syn-
thesis of TOX, that suppresses the function of lymphocytes due to the
lower production of cytokines and increase in inhibitory receptors, i.e.,
PD-1, TIM-3, CTLA-4 and LAG-3 (Vuong et al., 2019; Zapala et al., 2023;
Lavacchi et al., 2020). The result is a decline of lymphocytic cell pop-
ulations and potentially contribution to immune evasion in malignancy.
The presence of VISTA-positive TAICs in thrombus (but not in primary
tumors) was found to be associated with the presence of distance me-
tastases and tumor necrosis (Zapala et al., 2023). P-selectin glycoprotein
ligand-1 (PSGL-1), which is the high-affinity receptor for P-selectin
expressed among others by stimulated lymphocytes T, is thought to bind
to the immune checkpoint receptor VISTA, initiating suppression of T
cells (Johnston et al., 2019). Recently, we found that patients with
PSGL-1-positive tumor cells located in the primary tumor and immune
cells with the PSGL-1 expression within VIT demonstrated poorer OS
(Pcksa et al., 2024). As the PSGL-1 expression is mainly found on tumor
cells in VTT, the acquisition of PSGL-1 expression may trigger the
interplay of tumor cells with platelets and endothelium (Pcksa et al.,
2024).

Shi et al. examined the mRNA profile of the VIT that indirectly
enabled to characterize its microenvironment (Shi et al., 2022).
Regarding immune cells, CD8 + lymphocytes predominated, followed
by many subpopulations of CD4 + lymphocytes (i.e. T helpers, naive
lymphocytes, and Tregs) (Shi et al., 2022). The authors hypothesized
that tumor cells forming VTTs are not freely floating in the lumen of the
blood vessels but need to produce an extracellular matrix (ECM)
network in cooperation with immune cells and stroma cells to promote
tumor thrombus growth. Therefore, targeting matrix remodeling initi-
ators might lead to effective counter-measurements in VITs’ patients.
Macrophages inhabiting the thrombus were thought to remodel the
ECM, which in turn lead to cell spreading and neoangiogenesis (Vuong
et al., 2019). Myofibroblasts function as a major cell population that
produces ECM, serving in both primary tumor and tumor thrombus, but
in the latter their production rate is much higher than in the primary
tumor (Shi et al., 2022). Another study pinpointed the VTT proin-
flammatory M1 macrophages were more abundant than in primary tu-
mors (Liss et al., 2019).

It was reported that the ratio of neutrophils to lymphocytes (NLR) is
distorted in RCC, with expansion of neutrophils and decrease of
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lymphocytes, which is associated with the poorer prognosis in patients
(Shang et al., 2021; Peyton et al., 2020; Zapala et al., 2021). We also
investigated this phenomenon, but did not observe its correlation with
the stage, instead we found that lower lymphocyte-to-monocyte ratio
(LMR) was associated with the presence of tumor necrosis and shorter
OS in patients with VTT (Zapala et al., 2021). The decrease of lym-
phocytes is known to be a negative prognostic factor due to the re-
striction of antitumor reaction of the immune system (Khagi et al.,
2017).

Another unique property of neutrophils, which is important in the
context of the course of RCC are their extracellular traps (Khagi et al.,
2017). NETosis is supposed to allow the tumor to catch circulating
tumor cells and group them together, thus promoting building of larger
metastases (Cools-Lartigue et al., 2013; Hu et al., 2023). NETosis can
also be triggered by activated platelets by means of high-mobility group
box 1 protein (HMGB1). This phenomenon was observed in patients
with venous thromboembolic disease, which mechanism may be similar
to RCC formation to VIT (Nakazawa et al., 2018). One noted, though,
that different populations of immune cells vary in the degree of pre-
sentation within the tumors and this finding may be implemented to
distinguish between subtypes of tumor and in the determination of the
prognosis (Yang et al., 2023).

Finally, Zhang et al. analyzed TME of both primary tumor and VTT in
a small cohort receiving neoadjuvant combination therapy (pem-
brolizumab plus axitinib) (Zhang et al., 2024). They found that in re-
sponders there was an increase in infiltrating T cells and NK cells, while
in non-responders neutrophils and plasma cells numbers were elevated.
Interestingly, responders also showed up-regulated apoptosis, VEGF
signaling, PD-1 signaling, chemokine signal axis, TCR signaling and B
cell receptor signaling (Zhang et al., 2024).

5. Renal venous tumor thrombus and coagulation

Tumor cells can affect the process of haemostasis in multiple ways,
starting from their procoagulant activity, through their fibrinolytic ac-
tivity, cytokine secretion, to direct interaction with blood cells and
cellular elements of clotting (Caine et al., 2002). RCC was proven to
promote fibrin deposition in the TME, partly by using extrinsic clotting
pathway with serum clotting factor VII (Lima and Monteiro, 2013).
Fibrin is suggested to play a role in metastases, and tumor cells are more
likely to settle in spots, where fibrin deposits were already present
(Kolodziejezyk and Ponczek, 2013). Another procoagulant mechanism
observed in many tumors is an increase in levels of tissue factor (TF),
which stimulates thrombosis, but also plays a role in cellular signalling,
activating platelets via PAR-1 and PAR-2 receptors (Mackman and
Taubman, 2009). There are, however, conflicting views on whether this
mechanism applies to RCC. On one hand the TF was not reported to
occur in solid tumor mass of RCC (Callander et al., 1992), but on the
other hand one noted that after surgery of RCC there was a significant
decrease of TF, and therefore it may act as the marker of the effective-
ness of the therapy (Silva et al., 2018, 2014). While under physiological
conditions expression of TF is induced on demand, tumor cells seem to
have constitutive expression of TF on their surface, irrespective of
external conditions (Caine et al., 2002).

The fibrinolytic system interacts in multiple ways with tumors and
plays a vital role in haemostatic processes (John et al., 2017). One study
showed that lack of functional plasminogen activators inhibits pro-
gression of tumors and their metastasis (Shapiro et al, 1996).
Urokinase-type plasminogen activator (uPA) interacts with ERK/MAP,
JAK/STAT, and PI3K/AKT pathways, which are often dysregulated in
RCC and changes in their functions facilitate cancerogenesis (Burysek
et al., 2002; Chandrasekar et al., 2003). Fibrinolysis also stimulates
angiogenesis e.g. tissue-type plasminogen activator (tPA) activates ma-
trix metalloproteinases through plasmin, while those enzymes in turn
cleave kit-ligand and the free active form of kit stimulates progenitor
endothelial cells, which leads to neoangiogenesis (Ismail et al., 2021).
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The fact that tumor growth relies on angiogenesis strongly suggests that
the above-described mechanism facilitates RCC cells proliferation, in-
vasion and, possibly, are involved in the formation of VTT.

Many tumors (including RCC) spread their cells into the bloodstream
and, thus, free tumor cells enter circulation and often interact with
platelets (Ward et al., 2021). Platelets store various growth factors in
their granules, some of them already proven to interact with tumors (e.g.
TGF-f, and VEGF) (Yan et al., 2014). Tumor cells surrounded by plate-
lets are protected from recognition and neutralisation by immune cells
circulating the blood (Yan et al., 2014). What is more, low baseline mean
platelet volume (MVP) correlates with larger tumor size, poor histology
features (e.g. high Fuhrman grade, sarcomatoid components, necrosis
and vascular invasion) and is, therefore, considered a negative prog-
nostic factor in patients with non-metastatic RCC, including higher risk
of recurrence (Hsu and Balzer-Haas, 2022). Interestingly, as stated
above, low values of lymphocyte to monocyte ratio (LMR) were asso-
ciated with poorer OS in patients with RCC with VTT, but no such a
correlation was found, as for platelet to lymphocyte ratio (PLR) in the
multicentre contemporary cohort (Zapala et al., 2021).

Feng et al. developed a tumor thrombosis coagulation-related risk
signature (TTCRRS), tailored specifically for RCC patients. The meth-
odology of the study was based on leveraging a comprehensive set of
coagulation-related genes (CRGs) (n = 10), and implementing a ma-
chine learning algorithms to construct the signature that complements
the traditional anatomic TNM staging and Mayo systems (Feng et al.,
2024). Moreover, they identified two clusters with distinct outcomes,
with more aggressive cluster 2 enriched in immune signalling pathways,
including those for T cell and B cell receptor activation, as well as pri-
mary immunodeficiency pathways. This suggests a heightened immune
response potentially linked to tumour immune evasion and resistance,
possibly making these patients more responsive to immunotherapy. This
study identified a hub gene and potential therapeutic target, CYP51A1,
that is down-regulated in tumour compared to adjacent tissues, posi-
tively correlates with CD8 + T-cells infiltration and hypoxia. Another
study by Qiu et al. found that the key gene MMP9 was significantly
correlated with some subpopulation of lymphocytes, and may promote
the progression of RCC by influencing immune infiltration of CD8 +T
cells and Treg (Qiu et al., 2024b). Subsequently, the authors developed a
coagulation-related risk score prognostic model in the Cancer Genome
Atlas (TCGA) cohort to be used as a prognostic marker (Qiu et al.,
2024b).

6. From bench to bedside

While first stages of the disease can be usually addressed by surgery
with good outcomes, disseminated and/or more advanced stages require
addition of other therapeutic modalities. The work by Hsu et al. pin-
points the specific need for adequate anticoagulation in patients
suffering from VTT in order to diminish the risk of thrombotic incidents,
using low-molecular-weight heparin (LMWH) or direct oral anticoagu-
lants (DOAC) for that purpose (Hsu and Balzer-Haas, 2022). There is an
ongoing debate on the rationale for a neoadjuvant targeted molecular
therapy in advanced stage RCC with VTT. Limited evidence coming from
mainly case reports or case series suggests it may improve outcomes by
downstaging the disease and, in turn, facilitate the surgery and lower the
risk of perioperative complications (Peng et al., 2018; Zhang et al.,
2023b; Okamura et al., 2019). In the study by Cost et al. (n = 25 cases)
the only, but still minimal, effect in downstaging of the tumor thrombus
was observed in sunitinib arm (when compared to alternative targeted
molecular therapies) (Cost et al., 2011). Some authors suggest that the
effect exerted by tyrosine kinase inhibitors affects mostly the thrombus
and metastases, while are less effective against the primary tumor
(Beltagy et al., 2019). Due to the advantages of immunotherapy-based
combinations, checkpoint inhibitors became the first line of treatment
of the advanced RCC. Combinations of checkpoint inhibitors, i.e. nivo-
lumab and ipilimumab were proposed for this reason, as well (Master
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et al., 2023). The therapy often includes also an antiangiogenic agent
(Tabbara et al., 2023). In the RENOTORCH study Yan et al. analysed
intermediate-/poor-risk unresectable or metastatic RCC cases random-
ized to receive toripalimab plus axitinib or sunitinib and proved
significantly longer PFS and higher ORR in the former arm (Yan et al.,
2024). Similar results were obtained by theNEOTAX study that found
toripalimab in combination with axitinib is an option for better
down-staging rate than tyrosine kinase inhibitor alone (Gu et al., 2024).
The authors observed the median decrease in TT length to be 2.3 cm,
while in 61.9 % it led to modifications in the initial surgical strategy (e.g.
avoidance of the incision of right atrium, avoidance of the cardiopul-
monary bypass, avoidance of the hepatic artery occlusion, less extensive
liver mobilization) (Gu et al., 2024). Then, the results of ongoing clinical
trials on RCC with inferior vena cava tumor thrombus are awaited, eg.
NCT05969496 (neoadjuvant pembrolizumab and axitinib, NEOPAX), or
NCT05319015 (neoadjuvant lenvatinib and pembrolizumab) (Lakritz
et al., 2024; Marandino et al., 2024). Yet, cytoreductive surgery remains
an option in this specific clinical scenario of RCC. It is also worth
emphasising that perioperative transfusion of allogenic blood products,
which is often necessary in patients with Mayo-level III-IV, who may
experience life-threatening intraoperative bleeding, might be associated
with higher risk of recurrence due to transfusion-related immunomo-
dulation (Zhang et al., 2021). It is then important to try to avoid this
procedure, e.g. by performing intraoperative cell salvage and
leukocyte-depleted filter (IOCS-LDF) technique (Zhang et al., 2021). Itis
also crucial to maintain holistic and personalized approach, when
treating such patients, and to address as many spheres of their unique
medical condition as possible.

7. Conclusions

Although it is the surgery that remains the primary modality in the
management of RCC with VTT, recent advances in the research on
cancer biology and microenvironment shed some light on the numerous
future perspectives. The formation of tumor thrombus is a complex
process, understanding of which may trigger onset of novel therapies,
leading to the improvement of not only oncological results but also
patients’ safety in these life-threatening conditions.
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Introduction: In clear cell renal cell
carcinoma (ccRCC), intravascular ex-
tension often results in neoplastic
thrombus formation, impacting pa-
tient outcomes.

Material and methods: We assessed
P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1)
expression in the primary tumours and
thrombi of 82 ccRCC patients.
Results: Notably, PSGL-1 expression
varied between tumour compart-
ments, with higher prevalence in
thrombus tumour cells (TC) and pri-
mary tumour-associated immune cells
(TAIC). Positive TC PSGL-1 correlated
with high-grade histology, while TAIC
PSGL-1 was associated with tumour
necrosis. Univariate survival analysis
identified PSGL-1 positivity in TC of pri-
mary tumours and TAIC in thrombi as
indicators of poorer overall survival.
These findings suggest a potential role
for PSGL-1 in the mediation of tumour
thrombus formation, highlighting its
relevance in biology of ccRCC.
Conclusions: The increased expression
of PSGL-1 in venous thrombi suggests
its potential role in facilitating TC in-
teractions with platelets and endothe-
lium, potentially contributing to met-
astatic spread and worse outcomes.
Understanding these expression
patterns may aid in the development
of novel therapeutic strategies and
personalised treatment approaches for
ccRCC patients.

Key words: renal cell cancer, tumour
thrombus, P-selectin glycoprotein
ligand-1, biomarker.
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Introduction

Clear cell renal cell carcinoma (ccRCC) exhibits a tendency for intravascular
growth, and it occasionally presents with neoplastic thrombus expanding
into the renal vein or even further to vena cava [1]. This phenomenon cor-
relates with a higher risk of metastatic spread and inferior overall surviv-
al (0S), but multiple additional factors influence the final outcomes in this
clinical scenario [2]. The risk stratification is crucial to personalise the pre
—and/or post-surgical management of these patients [3]. Recent advances
in the treatment of renal cancer have initiated changes in the landscape
of the available modalities [4]. As novel immunotherapy has already proven
its place in this setting, there is a growing need for biomarkers to be im-
plemented in the phase of patients’ qualification for systemic treatment or
monitoring during follow-up [5]. Interestingly, the primary tumour and its
thrombus may display distinct biological features and microenvironments.
A recent multicentre study showed that novel immune markers (PD-L1, VISTA,
TOX) expressed by tumour cells (TC) and tumour-associated immune cells
(TAIC) in the primary renal tumour mass and venous thrombus are asso-
ciated with OS [6, 7]. Moreover, their expression correlates with markers
of systemic inflammation derived from complete blood count, which are po-
tentially useful prognostic factors in RCC with venous thrombus. VISTA [6]
represents the next generation of immune checkpoints inhibitors [8]. Interest-
ingly, up-regulation of VISTA on cancer cells may be attributed to the immu-
notherapy used, being the sign of immune escape mechanism [9]. The abun-
dance of VISTA-positive TAIC in venous tumour thrombus corresponds with
poorer survival in ccRCC [6].

VISTA is thought to be an acidic pH-selective target for P-selectin gly-
coprotein ligand-1 (PSGL-1) [10]. P-selectin glycoprotein ligand-1 major
function is based on the regulative functions of leukocyte trafficking and
adhesive features of the endothelium [11]. As a promising candidate for
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becoming a future biomarker, PSGL-1 is commonly ex-
pressed by myeloid cells and activated lymphocytes T,
and, occasionally, TC [12]. Hence, we hypothesised that its
expression may differ within various compartments, i.e.
the primary tumour and tumour thrombus, and may be
of prognostic significance. In the current study, we inves-
tigated the clinicopathological correlates and prognostic
value of PSGL-1 in ccRCC with venous tumour thrombus.

Material and methods
Patient cohort

Eighty-two patients with primary ccRCC and venous
tumour thrombus treated surgically upfront with nephrec-
tomy with/without cavotomy and subsequent throm-
bectomy in the years 2012-2019 in 2 tertiary urological
departments were enrolled. No additional treatment was
managed prior to the definite surgery. Surgical procedures
were performed in a standardised manner through lapa-
rotomy. We collected the following data from patients: age,
gender, tumour stage based on computed tomography or
magnetic resonance imaging scans of thorax, abdomen,
and pelvis according to 2017 TNM (tumour-node-metas-
tasis) classification system (AJCC version) [13], preopera-
tive haematological data (number of neutrophils, platelets,
lymphocytes, monocytes together with respective ratios:
neutrophil to lymphocyte ratio, lymphocyte to monocyte
ratio, platelet to lymphocyte ratio) retrieved from local cer-
tified laboratories (FACS, Sysmex XM200, Sysmex Poland,
Poland), the results of pathological examination, as well as
the last follow-up and survival outcomes from local insti-
tutional databases. Telemedicine visits were established if
necessary to incorporate any missing data.

The study was performed under local Ethics Committee
approval AKBE/72/2021 of the Medical University of War-
saw. Informed consent was collected from all the patients
involved in the study.

Tissue microarrays and immunohistochemistry

Haematoxylin and eosin-stained ccRCC specimens from
the renal tumour mass and venous tumour thrombus
were reviewed by 2 pathologists (R.P. and M.K.). All cas-
es were examined for the presence of TAIC, i.e. tumoral/
peritumoral lymphocytes and macrophages. Representa-
tive areas containing cancer cells and TAIC were selected.
Tissue microarrays (TMA), containing representative sam-
ples of the primary tumour mass and venous thrombus
of 82 ccRCC cases, were created using 1.5 mm needles,
with 3 cores sampled from both the venous thrombus
(2 peripheral, one central) and the renal tumour. Small-
er thrombi had fewer cores. Control samples from tonsil,
placenta, and liver were included. Tissue microarrays were
sliced into 5 um sections for immunohistochemistry [6, 7].
Subsequently, obtained TMA were stained with anti-PS-
GL-1 antibody (clone KPL-1, mouse monoclonal, dilution
1: 200, Sigma Aldrich), anti-VISTA (clone D5L5T, dilution
1:300, Cell Signaling), and/or anti-PD-L1 antibody — 22c3
mouse monoclonal, dilution 1:50 (DAKO, Agilent, CA, USA).
PSGL-1 expression was assessed separately in TC and TAIC
in both tumour compartments. Cores containing tonsil
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and placenta tissue served as positive controls, whereas
liver samples served as negative controls [14]. The mem-
branous and cytoplasmatic reaction were considered pos-
itive, and the percentage of positive cells of each type was
scored by 2 pathologists with experience in uropathology
(RP and MK). The differences in scoring between the 2 patho-
logists were noted, and the final consensus scores were
obtained after discussion.

Statistics

Statistical analyses were performed using the Statisti-
ca 13.3 (TIBCO, Palo Alto, CA, USA; licensed to the Medical
University of Gdansk) and R statistical environment [15].
Associations between categorical variables were assessed
with the y’ test or Fisher’s exact test when applicable. Con-
tinuous variables were analysed using the Wilcoxon test,
Kruskal-Wallis test, or Spearman correlation, as appro-
priate. Kaplan-Meier curves were plotted using the “sur-
vminer” package and compared with the log-rank test [16].
Hazard ratios were calculated with the Cox proportional
hazard regression. All tests were considered statistically
significant as p < 0.05.

Results
Basic characteristics of the studied cohort

Four cases were excluded from the analysis due to
the loss of cores in TMA, leaving 78 cases for further
analysis. In this group median follow-up was 29 months
(Table 1). The 2-year OS during follow-up reached 74.6%.
The summary of the cohort is presented in Table 1.

The expression of P-selectin glycoprotein ligand-1
on tumour cells and tumour-associated immune
cells in different compartments

Representative examples of PSGL-1 staining in primary
RCC and venous tumor thrombus were presented in Figure
1. In primary tumors, PSGL-1 was expressed on TC and TAIC
in 29 (37.2%) and 61 (78.2%) cases, respectively. In venous
thrombus, any expression of PSGL-1 was observed on TC
and TAIC in 46 (59%) and 38 (48.7%) cases, respectively
(Fig. 2, Table 2). Expression of PSGL-1 on TC was signifi-
cantly more common in venous thrombus (p < 0.0001).
On the other hand, the percentage of PSGL-1 express-
ing TAIC was significantly higher in the primary tumour
(p < 0.0001) (Table 2).

The association between P-selectin glycoprotein
ligand-1 expression and clinicopathological
variables

Several positive correlations were noted between PSGL-1
expression in different compartments/cells and clinico-
pathological findings (Table 3). Cancers expressing PSGL-1
on TCin tumour thrombus more commonly demonstrated,
among others, high-grade histology (p = 0.017), whereas
expression on TAIC correlated with the presence of ne-
crosis (p = 0.014). Recently, we focused on the expression
of VISTA in TC and TAIC in RCC with tumour thrombus [6].
Because no expression of VISTA was found in TC, we con-
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tinued analysis in TAIC and found positive correlation with ~ Table 1. Basic characteristics of the study group
the presence of VISTA and PSGL-1 on TAIC (Fig. 3).

Feature N (%)
Survival analysis Gender
Patients with PSGL-1-positive TAIC in venous throm- Male 43 (55.1)
bus (Fig. 4 A) and PSGL-1-positive TC in the primary tu-
Female 35 (44.9)

mour (Fig. 4 B) had significantly shorter OS (respectively,
HR 2.27,95% Cl: 1.06-4.84, p = 0.032, and HR 3.42,95% Cl:  Age Median: (IQR years) 66 (60-72)
1.45-8.05, p = 0.004, univariate Cox) (Table 4). Conversely,
PSGL-1 expression on TC in thrombus and on TAIC in pri-
mary tumours had no significant impact on the oncologi- G2 25 (32.1)
cal outcomes (univariate Cox) (Table 4). To further explore
the prognostic impact of PSGL-1, we performed multivari-
ate Cox regression analysis (Table 5), but PSGL-1 did not re- G4 14 (17.9)
tain its prognostic value in the model controlled by nodal
status, distant metastases, grade, and necrosis.

Grade

G3 39 (50)

Sarcomatoid features in PT

No 72 (92.3)

Discussion
Yes 6(7.7)

In this study, we explored the expression of PSGL-1 in
primary tumours and venous thrombi of ccRCC and its cor-
relation with clinicopathological features and OS. We re- No 73 (93.6)
vealed significant differences in the expression of PSGL-1
between tumour compartments, with the higher prev-
alence of PSGL-1-positive TC in venous thrombi, and PS-  Sarcomatoid features in VT
GL-1-positive TAIC in primary tumour.

Relatively more common expression of PSGL-1 on TC in
venous thrombi may suggest its role in mediating TC in- Yes 5 (6.4)
teractions with platelets and the endothelium, which may
facilitate metastatic dissemination [10]. This is consistent
with previous studies indicating that PSGL-1, primarily No 65 (83.3)
known for its role in leukocyte trafficking and endothelial
adhesion, may contribute to the metastatic potential
of cancer cells by enhancing their adhesion properties un- T
der shear stress conditions found in the bloodstream [17]. In
contrast, the study by Yamaoka et al. suggests that PSGL-1
plays a role in promoting immune cell infiltration and sup- 3b 1(13)
pressing primary tumour growth in a murine model [18].
This discrepancy underscores the complex and context-de-
pendent roles of PSGL-1in tumour biology. Further research a4 1(13)
is needed to elucidate the mechanisms by which PSGL-1
influences tumour progression and to understand the dif-
ferences observed between murine models and human can- 0 64 (82)
cers [18]. Interestingly, our analysis identified that PSGL-1 i

Rhabdoid features in PT

Yes 5 (6.4)

No 73 (93.6)

Rhabdoid features in VT

Yes 13 (16.7)

3a 76 (97.4)

3¢ =

SR v X 14 (18)
positivity in primary tumour TC and venous thrombi TAIC
correlated with inferior OS. However, this prognostic signif- M
icance did not retain significance in multivariate analysis 0 56 (71.8)

controlled for by well-established prognostic factors (nodal
status, distant metastases, tumour grade, necrosis). 1 22(282)
The association of PSGL-1 expression with high-grade
histology in both primary tumours and thrombi may fur-
ther support its role in promoting tumour aggressiveness. Present 36 (46.2)
Moreover, the presence of PSGL-1-positive TAIC in venous Absent 42 (538)
thrombi correlated with tumour necrosis, another ad-
verse prognostic factor in ccRCC. These findings empha-  Death during follow-up
sise the complexity of the tumour microenvironment and No 50 (64.1)
the multifaceted role of PSGL-1 in general cancer biology.
Another study supports our hypotheses based on the find-
ings coming from the studies on cervical cancer, i.e. PSGL-1 M -metastasis, N - node, PT - primary tumour, T - tumour, VT - venous
mRNA expression was strongly related with the higher —tumour thrombus

Tumour necrosis

Yes 28 (35.9)
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Fig. 1. Representative examples of P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1) staining in immune cells infiltrating clear cell renal cell carcino-
ma. PSGL-1-negative TC and a few (5%) -positive tumour-associated immune cells (TAIC) in thrombus (A), negative TC and 90% positive TAIC
in tumour (B), strongly positive TC and TAIC in thrombus (C), moderately positive TC and negative TAIC in tumour (D)

PSGL-1 - P-selectin glycoprotein ligand-1, TAIC — tumour-associated immune cells, TC — tumour cells

grade in the cervical high-grade squamous lesions. De-
spite this, it was found to be a good prognostic factor in
cervical cancer [19]. It seems that specific tumour and
organ microenvironment context may influence the prog-
nostic significance of immune-related proteins like PSGL-1.
Likewise, expression of PD-L1 shows divergent effects on
outcomes in various tumours and organs.

The differential expression patterns of PSGL-1 also
highlight the need for compartment-specific analysis
when evaluating biomarkers in ccRCC. The distinct biolog-
ical features and microenvironments of primary tumours
and their associated thrombi necessitate a nuanced ap-
proach to biomarker assessment [20]. Our study suggests
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that PSGL-1 evaluation in venous thrombi, in addition to
primary tumours, could provide a more comprehensive
prognostic picture and potentially guide therapeutic stra-
tegies.

Lastly, one should consider some of the limitations
of our retrospective study when interpreting the results.
The specific cohort that was analysed comprised predom-
inantly patients with T3a stage with better expected out-
comes when compared to more locally advanced cases.
Additionally, no subanalyses of the populations of TAIC
were available. The study was performed on TMA, and
their assessment may not adequately reflect the whole
tumour microenvironment.
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Fig. 2. Expression of P-selectin glycoprotein ligand-1 on tumour-
associated immune cells in venous tumour thrombus and primary
tumour (renal cell carcinoma)

PSGL-1- P-selectin glycoprotein ligand-1, TAIC — tumour-associated immune cells
The associations were estimated with paired Wilcoxon test.

Conclusions

In the current study we found that PSGL-1 was more
commonly expressed by TC in the venous thrombus than

R=04,p<0.001

VISTA + TAIC (%)
wv
S

N
wn

20 30 40 50
PSGL-1 + TAIC

Fig. 3. The correlation between VISTA and P-selectin glycoprotein
ligand-1 expression on tumour-associated immune cells

PSGL-1- P-selectin glycoprotein ligand-1, TAIC — tumour-associated immune cells

in the main renal mass of ccRCC. It suggests that the ac-
quisition of PSGL-1 expression in the tumour thrombus
enables interactions of TC with platelets and endotheli-
um. Then, PSGL-1 expression on TC was proven to have
prognostic value only in the tumour compartment. Inter-
estingly, the presence of PSGL-1-positive TAIC in venous
thrombus was also associated with worse outcomes. Thus,
the assessment of prognostic biomarkers in ccRCC should
take into consideration the unique environment of various
compartments.

Table 2. The comparison of P-selectin glycoprotein ligand-1 expression between the primary tumour and venous thrombus, concerning

the type of PD-L1 expressing cells

PSGL-1 Primary tumour Venous thrombus

e TAIC TC TAIC
Positive, n (%) 29 (37.2) 61(78.2) 46 (59) 38 (48.7)
Negative, n (%) 49 (62.8) 17 (21.8) 31(39.7) 39 (50)
Missing, n (%) 1(1.3) 1(1.3)

PSGL-1- P-selectin glycoprotein ligand-1, TAIC — tumour-associated immune cells, TC — tumour cells
In the TC - 0 = completely negative, 1 — weak expression, 2 - strong expression (score 1-2 = positive expression). In the TAIC — percentage of positive cells — any %

of positive cells = positive expression.

Table 3. The association between P-selectin glycoprotein ligand-1 expression in different compartment/cells and clinicopathological findings

(all 2, positive until stated otherwise)

Feature Clinicopathological findings
PSGL-1TC VT PSGL-1 TCPT (+) (p = 0.006) NLR (p = 0.039) Rhabdoid features in VT High-grade
(p = 0.009) (p = 0.017)
PSGL-1 TAIC VT Necrosis (p = 0.014)
PSGL-1TC PT PD-L1+in PT (p = 0.03) LMR (p = 0.01) (negative/ association)
Rhabdoid features in PT (p = 0.04) Rhabdoid features PLR (p = 0.009)
in VT (p = 0.008)

PSGL-1TC in VT (p = 0.006)
PSGL-1TAIC PT PD-L1+ in PT (p = 0.028)

LMR — lymphocyte to monocyte ratio, NLR — neutrophil to lymphocyte ratio, PLR - platelet to lymphocyte ratio, PSGL-1 - P-selectin glycoprotein ligand-1,
PT = primary tumour, TC — tumour cells, TAIC — tumour-associated immune cells, VT — tumour venous thrombus
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Fig. 4. Kaplan-Meier curves for overall survival according to P-selectin glycoprotein ligand-1 expression on tumour-associated immune cells
in venous tumour thrombus (A) and tumour cells in primary tumour (B)
neg — negative expression, pos — positive expression, PSGL-1 - P-selectin glycoprotein ligand-1, TAIC — tumour-associated immune cells, TC - tumour cells

p-values were calculated with the log-rank test

Table 4. Univariate Cox proportional hazard regression analysis
of the association between — selectin glycoprotein ligand-1 expression
in the primary tumour and venous tumour thrombus, concerning tu-
mour-associated immune cells and tumour cells, and overall survival

Feature HR p-value
PSGL1TC PT (+) 3.42 (1.45-8.05) 0.004
PSGL1 TAIC PT (+) 0.73 (0.31-1.74) ns
PSGLI TC VT (+) 1.12 (0.53-2.41) ns
PSGL1 TAIC VT (+) 2.27 (1.06-4.84) 0.032

ns — non-significant, PSGL-1 - P-selectin glycoprotein ligand-1, TAIC — tumour-
associated immune cells, TC — tumour cells

Disclosures

1. Institutional review board statement: Not applicable.

2. Assistance with the article: None.

3. This work was part of Harvard Medical School’s Polish
Clinical Scholars Research Training Program, organised
by the Medical Research Agency.

4. Conflicts of interest: None.

References

—

. Antonelli A, Sodano M, Sandri M, et al. Venous tumor throm-
bus consistency is not predictive of survival in patients with
renal cell carcinoma: a retrospective study of 147 patients.
Int J Urol 2015; 22: 534-539.

. Berczi A, Flasko T, Szerafin T, Thomas B, Bacso Z, Berczi C.
Surgical management and outcome of renal cell carcinoma
with inferior vena cava tumor thrombus. Urol Int 2017; 99:
267-271.

. Borregales LD, Adibi M, Thomas AZ, Wood CG, Karam JA.

The role of neoadjuvant therapy in the management of locally

advanced renal cell carcinoma. Ther Adv Urol 2016; 8: 130-141.

Carretero-Gonzalez A, Lora D, Martin Sobrino |, et al. The value

of PD-L1 expression as predictive biomarker in metastatic renal

cell carcinoma patients: a meta-analysis of randomized clinical

trials. Cancers (Basel) 2020; 12: 1945.

Lavacchi D, Pellegrini E, Palmieri VE, et al. Immune checkpoint
inhibitors in the treatment of renal cancer: current state and

future perspective. Int ) Mol Sci 2020; 21: 4691.

N

w

o

£

44

Table 5. Multivariate Cox proportional hazard regression analysis
of the associations between P-selectin glycoprotein ligand-1 expres-
sion, clinicopathological variables (N, M, necrosis, grade), and overall
survival

Feature HR p-value
PSGL1 TC PT (+) vs. () 1.74 (0.69-4.34) ns
PSGL1 TAIC VT (+) vs. () 1.93 (0.85-4.33) ns
NO vs. N1 0.18 (0.06-0.52) 0.001
MO vs. M1 0.62 (0.06-0.25) ns
Grade 4 vs. 2-3 3.58 (1.24-10.33) 0.017
Necrosis absent vs. present 0.51(0.22-1.17) ns

Cl - confidence interval, HR — hazard ratio, ns — non-significant, PSGL-1 -
P-selectin glycoprotein ligand-1, TAIC — tumour-associated immune cells,
TC - tumour cells

6. Zapala L, Kunc M, Sharma S, et al. Imnmune checkpoint receptor
VISTA on immune cells is associated with expression of T-cell
exhaustion marker TOX and worse prognosis in renal cell car-
cinoma with venous tumor thrombus. J Cancer Res Clin Oncol
2023; 149: 4131-4139.

7.Zapala L, Kunc M, Sharma S, et al. Evaluation of PD-L1 (E1L3N,
22C3) expression in venous tumor thrombus is superior to
its assessment in renal tumor in predicting overall survivalin
renal cell carcinoma. Urol Oncol 2022; 40: 200 el- el0.

8.QinS, XuL, Yi M, YuS, Wu K, Luo S. Novel immune checkpoint
targets: moving beyond PD-1 and CTLA-4. Mol Cancer 2019;
18: 155.

9.Hong S, Yuan Q, Xia H, et al. Establishment of an ex vivo tissue
culture model for evaluation of antitumor efficacy in clear cell
renal cell carcinoma. Front Oncol 2022; 12: 851191.

10. Johnston RJ, Su L, Pinckney J, et al. VISTA is an acidic pH-se-
lective ligand for PSGL-1. Nature 2019; 574: 565-570.

11. Russo HM, Wickenheiser KJ, Luo W, et al. P-selectin glycopro-
tein ligand-1 regulates adhesive properties of the endothe-
lium and leukocyte trafficking into adipose tissue. Circ Res
2010; 107: 388-397.

12. Sreeramkumar V, Adrover JM, Ballesteros |, et al. Neutrophils
scan for activated platelets to initiate inflammation. Science
2014; 346: 1234-1238.

13. Sobin LH, Gospodarowicz MK, Wittekind C. TNM classification
of malignant tumors, ed. U.LU.A., Wiley-Blackwell: Hoboken,
NJ, USA 2009, 7.



P-selectin glycoprotein ligand-1 is diversely expressed in the primary tumour and venous thrombus of clear cell renal cancer
and correlates with poor overall survival 2 5 9

14. Koppel C, Schwellenbach H, Zielinski D, et al. Optimization
and validation of PD-L1 immunohistochemistry staining pro-
tocols using the antibody clone 28-8 on different staining
platforms. Mod Pathol 2018; 31: 1630-1644.

15. TeamRC.Alanguage and environment for statistical computing.
R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria 2020.

16.Kassambara AK, Biecek M, Survminer P. Drawing survival
curves using “ggplot2”. R Package Version 048 2020. 2020.

17. Kappelmayer J, Nagy B Jr. The interaction of selectins and
PSGL-1as a key component in thrombus formation and cancer
progression. Biomed Res Int 2017; 2017: 6138145.

18. Yamaoka T, Fujimoto M, Ogawa F, et al. The roles of P- and
E-selectins and P-selectin glycoprotein ligand-1 in prima-
ry and metastatic mouse melanomas. ) Dermatol Sci 2011;
64: 99-107.

19.Lin Y, Huang S, Qi Y, et al. PSGL-1 is a novel tumor microenvi-
ronment prognostic biomarker with cervical high-grade squa-
mous lesions and more. Front Oncol 2023; 13: 1052201.

20.Ramos-Sevillano E, Yuste J. Novel therapeutic strategies
against cancer and chronic infection by targeting P-selectin
glycoprotein ligand-1as an immune T cells response regulator.
Translat Cancer Res 2016; 5: s868-71.

Address for correspondence
Rafat Peksa

Department of Pathomorphology
Medical University of Gdansk
Gdansk, Poland

e-mail: rafal.peksa@gumed.edu.pl

Submitted: 10.09.2024
Accepted:  27.09.2024

45



biomedicines

Article

Increased Immunohistochemical Expression of Stimulator
of Interferon Genes (STING) in Renal Cancer with Venous
Tumor Thrombus Is Associated with Worse Prognosis

Sumit Sharma *, Michat Kunc 2, Rafal Peksa 2, Aleksandra Ciarka 2, Weronika Lyzinska 3, Le Qu ¢,
Piotr Radziszewski ! and Lukasz Zapala V*

Academic Editor: Silvio Maringhini

Received: 21 September 2025
Revised: 21 October 2025
Accepted: 29 October 2025
Published: 30 October 2025

Citation: Sharma, S.; Kunc, M.;
Peksa, R.; Ciarka, A.; Lyzinska, W.;
Qu, L.; Radziszewski, P.; Zapata, L.
Increased Immunohistochemical
Expression of Stimulator of
Interferon Genes (STING) in Renal
Cancer with Venous Tumor
Thrombus Is Associated with Worse
Prognosis. Biomedicines 2025, 13,
2674. https://doi.org/10.3390/bio-
medicines13112674

Copyright: © 2025 by the author.
Licensee MDPI, Basel, Switzerland.
This article is an open access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) license
(https://creativecommons.org/license

s/by/4.0/).

1 Clinic of General, Oncological and Functional Urology, Medical University of Warsaw, Lindleya 4,
02-005 Warsaw, Poland; sumit.sharma29.06.91@gmail.com (S.S.); piotr.radziszewski@wum.edu.pl (P.R.)
2 Department of Pathomorphology, Medical University of Gdansk, 80-214 Gdansk, Poland;
michal. kunc@gumed.edu.pl (M.K.); rafal.peksa@gumed.edu.pl (R.P.);
aleksandra.ciarka@gumed.edu.pl (A.C.)
3 Scientific Circle of Pathomorphology, Medical University of Gdansk, 80-214 Gdansk, Poland;
weronika.lyzinska@gumed.edu.pl
4 Department of Urology, Jinling Hospital, Affiliated Hospital of Medical School, Nanjing University,
Nanjing 210000, China; septsoul@hotmail.com
Correspondence: sumit.sharma29.06.91@gmail.com (S.S.); lukasz.zapala@wum.edu.pl (E.Z.)

Abstract

Background/Objectives: We focused on the expression of a novel immune marker, cyto-
plasmic stimulator of interferon genes (STING), in the cohort of primary renal cell cancer
(RCC) with venous tumor thrombus (VTT), in conjunction with the assessment of tumor-
infiltrating leucocytes (TILs). Methods: The study group comprised 82 patients with clear
cell RCC and VTT, operated on in the years 2012-2019 in two university urological centers.
Tissue microarrays were constructed, and respective antibodies were used for staining
purposes. The biomarkers were analyzed in primary RCC and VTT. Results: The fre-
quency of STING expression in both analyzed compartments was similar (p = 0.18). Its
presence correlated with no clinicopathological features but for necrosis in VIT only (p =
0.0023). PD-L1 expression in the primary tumor was associated with STING in tumor cells
in the same compartment (p = 0.02). On the contrary, VISTA expression was correlated
with the presence of STING in VTT. TIL presence was associated with positive PD-L1 (p
=0.008) and STING (p < 0.05) expression in the primary tumor. Strong STING expression
in VIT was associated with inferior overall survival (OS) (p = 0.0061). TIL presence
emerged as a robust prognostic factor for OS in both primary tumor (p = 0.021) and VTT
(p = 0.034). Conclusions: We presented for the first time the prognostic values of STING
in a contemporary cohort of RCC patients with VTT. STING expression in VIT showed
prognostic potential, while TIL assessment proved to be a particularly valuable prognos-
tic tool that can be readily implemented in routine pathological evaluation.

Keywords: renal cell carcinoma; renal tumor thrombus; tumor microenvironment; STING

1. Introduction

Nowadays, there is a growing interest in identifying novel predictive and prognostic
biomarkers for renal cell carcinoma (RCC) [1]. As RCC represents a truly heterogeneous
disease, trends towards personalization of the treatment based on individuals’ cancer
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profiles may become the pillars of future immunotherapy concepts. In this setting, cases
with coexisting venous tumor thrombus (VTT) pose not only a challenge for the clinicians
but may require completely different systemic management [2].

The cytoplasmic stimulator of interferon genes (STING) pathway serves as a key ac-
tivator of the immune response to intracellular double-stranded DNA fragments [3,4]. Its
stimulation triggers upregulation of several inflammatory genes, such as tumor necrosis
factor (TNF), or interferons a and 3 (IFN a and {) [3,5]. Corrales et al. found that intra-
tumoral injections of STING agonists initiated regression of established tumors in mice
via IFN-dependent pathways [6]. Moreover, upregulation of STING resulted in the pro-
motion of chemokines, such as CXCL9-11 and CCL5, facilitating T cell trafficking to the
primary tumor and its microenvironment [6,7]. Additionally, STING can reverse immu-
nosuppressive conditions by reprogramming myeloid-derived suppressor cells into anti-
gen-presenting cells [8,9] and polarizing tumor-promoting M2 macrophages toward the
anti-tumor M1 phenotype [10].

At the early stages, STING activation ceases the onset of tumor, while chronic stimu-
lation of the STING pathway can promote inflammation-driven carcinogenesis. This dual
nature of STING, as both a potential tumor suppressor and promoter, highlights the com-
plexity of its role in cancer biology. While STING expression has been predominantly
studied in T lymphocytes and macrophages [5], its role in tumor microenvironments var-
ies across malignancies. In colon adenocarcinoma and breast cancer, STING functions as
a tumor suppressor [11,12]. However, limited studies examined STING expression in RCC
subtypes, including MiT family translocation RCCs [13], fumarate hydratase-deficient
RCC [14], or medullary RCC [15], though sample sizes were relatively small.

Interestingly, the assessment of tumor-infiltrating immune cells (TAICs) or lympho-
cytes (TILs) has emerged as a valuable prognostic tool in various malignancies, particu-
larly breast cancer, in which it can even aid estimation of the effects of planned chemo-
therapy and immunotherapy [16]. Preliminary reports raised this issue in RCC, empha-
sizing the possible link between the subpopulations of TAICs and clinicopathological
characteristics, though this remains an area requiring further investigation [17].

We have previously characterized immune biomarkers in RCC patients with VTT,
including immune checkpoint molecules (PD-L1 and VISTA), and demonstrated their
compartment-specific expression patterns and prognostic significance [18]. The present
study aimed to evaluate STING expression in both RCC and VTT compartments and as-
sess its prognostic value in conjunction with TIL analysis. We hypothesized that STING
expression patterns would differ between compartments and provide prognostic infor-
mation in this challenging RCC presentation.

2. Materials and Methods
2.1. The Cohort

We analyzed consecutive patients diagnosed with clear cell renal carcinoma (ccRCC)
with concomitant venous tumor thrombus staged c¢T3a or higher, in whom either nephrec-
tomy with or without cavotomy and thrombectomy was performed. The cohort was
treated in the years 2012-2019 in the two academic urological departments. The study
group also comprised cN1 cases, in whom lymph node dissection was performed as well,
while metastatic cases were treated with a surgical approach upfront, either with an at-
tempt at complete resection of all tumor lesions or as a cytoreductive nephrectomy. The
utilized approaches were lumbotomy or laparotomy. No neoadjuvant treatment was ad-
ministered in any of the individuals enrolled. Clinical data were collected from the local
hospital in- and out-patients’ registries, including tumor advancement assessment based
on CT or MRI imaging (2017 TNM classification system [19]) and pathological analyses
(based on WHO/ISUP classifications), and were supplemented with telemedicine patients’
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consultations, if needed for the purpose of the details of the follow-up and further statis-
tical analyses. The scoring systems used for the evaluation of sarcomatoid/rhabdoid fea-
tures and tumor necrosis were binary (present vs. absent). Patients (1 = 8) with incomplete
clinicopathological data or survival data were excluded from further analysis. Informed
consent was collected from all the patients included in the study. The study was carried
out after the agreement granted by the local ethics committee, vote No. AKBE/72/2021
(Medical University of Warsaw).

2.2. Tissue Microarrays

Tissue microarrays (TMAs) with representative samples of matched primary renal
tumor and venous tumor thrombus were constructed, as described elsewhere, with man-
ual Tissue Arrayer MTA-1 (Beecher Instruments, Inc., Sun Prairie, WI, USA) using 1.5 mm
core needles [20]. The respective n = 3 cores (one from the central and two from the pe-
ripheral areas) from both VIT and the main primary lesion were sampled, as described
previously [20]. Then, the prepared sections were stained with anti-STING antibody
(OTI4E12; product #MA5-26032, dilution at 1:100, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA). PD-L1 and VISTA expression were evaluated, as reported previously [18,21]. Re-
spective negative (liver samples) and positive controls (tonsil, placenta) were included in
TMAs [21]. The stainings were assessed by 2 pathologists experienced in uropathology
(MK and RP). The expressions of the above-mentioned markers were assessed in tumor
cells in two different compartments, i.e., in the tumor mass and tumor thrombus. Cyto-
plasmic and membranous STING expression in tumor cells (TCs) was assessed by calcu-
lating an H-score (ranging from 0 to 300), derived from multiplying the percentage of
positive cells (0-100%) by the staining intensity (scored as 0, 1+, 2+, or 3+), as proposed
previously [22]. Cytoplasmic staining of tumor cells was quantified, with immune and
endothelial cells serving as internal positive controls. The STING expression cutoff of H-
score > 100 (high vs. low) was used, as it was noted to be a 75-percentile value for STING
expression in the VIT compartment. Moreover, the presence of tumor-infiltrating lym-
phocytes (TILs) was assessed dichotomously as present (at least 1% of stromal TILs) or
absent (less than 1% of stromal TILs). The 1% cutoff was implemented due to practical
reasons, as it dichotomously differentiates tumors with no lymphocytes and those with at
least some lymphocytic infiltration, resulting in satisfactory reproducibility.

2.3. Statistics

Overall survival (OS) was determined as the interval between diagnosis and death
due to any cause. For statistical purposes Statistica 13 (RRID:SCR_014213, Tibco, Palo
Alto, CA, USA; licensed to Medical University of Gdansk) and the R statistical environ-
ment (R Core Team: Vienna, Austria) were utilized [23]. Continuous and categorical var-
iables were compared using the Wilcoxon rank-sum test and Chi-square test, respectively.
Univariate survival analysis was conducted with Kaplan-Meier curves and compared us-
ing the log-rank test. Multivariate survival analysis was performed using Cox propor-
tional hazards regression and Variance Inflation Factor (VIF) analysis of collinearity. Data
visualization was carried out with the ggplot2 and survminer packages in R [24]. A p-
value < 0.05 was considered statistically significant.

3. Results
3.1. Patients

The studied cohort comprised 82 patients (female n = 37, male n = 45) with a median
age of 66 (age range 60-72). The basic pathological features are presented in Table 1. Of
note, these were mainly T3a cases, but in 27% N+ and in 28% M+ cases were observed,
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respectively. Mean follow-up was 35.3 months (median 27, range 1-109), and 3-year over-
all survival reached 70%.

Table 1. Basic pathological features of the studied group.

Feature n (Percentage,%)
G2-G3 55 (67)
cEe G4 27 (33)
3a 79 (96.5)
— 3b 1(1.5)
3c =
4 1(L5)
0 67 (73)
Nodes 1 15 27)
0 59 (72)
Metastases 1 23 (28)
Sarcomatoid features absent 76 (93)
present 6(7)
Rhabdoid features present 73 (89)
absent 9 (11)
Tumor necrosis present 38 (46)
absent 44 (54)

3.2. Cytoplasmic Expression of STING on Tumor Cells and Its Correlations with Pathological
Features

The frequency of STING in both the analyzed compartments was similar, with no
statistically significant differences noted for the membranous and cytoplasmic staining (p
=0.18, Wilcoxon test, Figure 1). Then, cytoplasmic STING expression was not significantly
associated with most clinicopathological variables (tumor diameter, presence of nodal or
distant metastases, and tumor grade) when analyzed in both primary tumor and VIT
(please refer to Table S1 in the Supplementary Materials). However, STING expression in
VTT was positively correlated with necrosis (p = 0.0023, Wilcoxon test, Figure 2A).

Median H-score values for STING in tumor thrombus were 10, and for STING in
tumor —10, as well. Representative examples of STING staining in primary RCC and ve-
nous tumor thrombus were presented in Figure 3.

Wilcoxon, p = 0.18
300 o o

w
S
&
.
(]
°

STING Expression

100

Tumor Thrombus
Tumor Compartment

Figure 1. Cytoplasmic expression of STING in primary tumor and venous tumor thrombus. The

associations were estimated with the Wilcoxon test.
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Figure 2. Cytoplasmic expression of STING in venous tumor thrombus (A,C) or primary tumor (B)
according to necrosis (p < 0.01), PD-L1 (p < 0.05), and VISTA (p < 0.05). The associations were esti-

mated with the Wilcoxon test.

Figure 3. Representative examples of STING staining in tumor (A,B) and thrombus (C,D). Negative
reaction in tumor cells with positive control in immune and endothelial cells (A,C) and strong dif-

fuse positive staining in tumor cells (B,D).

3.3. Association Between STING Expression and Markers of Inflammatory Response

As for immune checkpoint inhibitors, PD-L1 in the primary tumor was positively
correlated with STING in TCs in the same compartment (p = 0.02, Wilcoxon test), but not
in the tumor thrombus (Figure 2B). On the contrary, VISTA expression was associated
with the presence of cytoplasmic STING in VIT (p = 0.049, Wilcoxon test, Figure 2C).
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3.4. Association Between TILs and Clinicopathological Variables in Different Compartments

TILs were present in 39 primary tumors (47.6%) and 35 venous thrombi (42.7%). Their
presence was associated with positive PD-L1 expression in the tumor (p = 0.008, Chi-
square). Moreover, we observed a positive correlation between the STING expression and
TIL presence in the primary tumor only (Figure 4A,B) (p <0.05). No statistically significant
correlations with other clinicopathological variables were observed.
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Figure 4. Cytoplasmic expression of STING and presence of TILs in primary tumor (A) and venous

tumor thrombus (B).

3.5. The Prognostic Value of STING and TILs in the Studied Cohort

Then, we focused on the survival differences determined by the STING expression
and the presence of TILs. STING expression in primary tumor cells was not associated
with any differences in OS (Figure 5A). On the other hand, strong positive STING expres-
sion (H-score > 100) in VTT was associated with inferior OS (p = 0.0061) (Figure 5B). Fi-
nally, the presence of TILs proved to be a prognostic factor of OS when analyzed in both
primary tumor (p = 0.021) and venous tumor thrombus (p = 0.034, Figure 5C,D). However,
in multivariate analysis, only tumor grade and nodal metastases retained statistical sig-
nificance (Figure 6), with low multicollinearity found in regression models (please refer
to Supplementary Materials, Table S2).
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compartments analyzed separately (C,D). p-values were calculated with the log-rank test. Abbrevi-

ations: low —negative expression; high— positive expression.
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4. Discussion

This study presents the first analysis of STING expression pattern and its prognostic
value in the contemporary cohort of RCC patients with VTT. We demonstrated compart-
ment-specific differences in STING correlations with respective clinicopathological fea-
tures and identified TILs as a promising prognostic marker. These findings provide in-
sights into the distinct tumor microenvironments of primary RCC and VTT, with potential
implications for treatment stratification.

The dual perspective of STING function, as far as the anticancer response is consid-
ered, exists with context-dependent pro- and anti-tumor effects [25]. In a mouse model of
adenocarcinoma, Hu et al. demonstrated that systemic administration of STING agonists
eradicates dormant metastasis, being a specific checkpoint against the progression [26].
Interestingly, the authors reported that upregulation of STING may decrease sensitivity
to genotoxic treatment in breast cancer models [4]. As a further example, Chen et al. ob-
served that cancer cells may activate STING signaling via cGAMP transfer and, in turn,
produce the inflammatory cytokines, i.e., IEFN-aand TNF-a [27], while other authors re-
ported that STING activation may upregulate immunosuppressive cytokines, such as IL-
10 and subsequently activate inhibitory regulatory T cells [28]. Interestingly, it was re-
ported that STING is highly expressed in some cases of RCC [25,29] and may be associated
conversely with TIL presence and poor prognosis [22,29]. Our findings partially align with
this observation, as STING expression in VTT correlated with inferior overall survival,
while primary tumor STING expression showed no prognostic significance. This compart-
ment-specific difference suggests distinct biological processes governing STING function
in different tumor sites. The correlation between STING expression and necrosis observed
exclusively in the VTIT compartment supports previous findings by Marletta et al., who
hypothesized that elevated STING is a marker of aggressive RCC [22]. They proposed it
to be the future biomarker candidate of great prognostic value, especially when combined
with tumor size, grading, and necrosis [22]. In RCC specifically, STING appears to pro-
mote tumor growth through innate immune processes, including mitochondrial reactive
oxygen species (ROS) maintenance [30]. This association may reflect oxidative stress-
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induced cellular damage, which could be more pronounced in the hypoxic VIT environ-
ment compared to primary tumors with established vascular supply [31].

Therapeutic approaches targeting STING have shown promise, with Nakamura et al.
demonstrating preliminary findings on STING agonist-loaded lipid nanoparticles
(STING-LNPs) in the treatment of lung metastatic RCC [32]. Together with the assessment
of tumor inflammatory subpopulations, STING was also found to be a prognostic tool
significantly associated with tumor necrosis, sarcomatoid dedifferentiation, and distant
metastasis in RCC [22]. Hence, the STING pathway may shape tumor microenvironment
via multimodal proinflammatory axes, leading to tumor growth and metastases on one
hand, and the necessity to implement multidrug therapies in conjunction with STING ag-
onist on the other. Therefore, STING targeting only was proved to have minimal anti-
cancer efficacy in clinical trials [25,33]. It was found that activation of STING may reinforce
the expression of checkpoint ligands, as well [34]. In the present study, we found interest-
ing correlations between STING and immune checkpoint markers in different compart-
ments of RCC with VIT. Thus, PD-L1 in the primary tumor was associated with the pos-
itive STING in TCs in the same compartment, while VISTA expression was correlated
with the STING staining in VTT. STING activation can upregulate checkpoint ligand ex-
pression, with Fu et al. demonstrating that STING stimulation with cyclic dinucleotides
resulted in anti-tumor activity and PD-L1 upregulation, possibly through NF-«B signaling
[35,36]. The combination of STING agonists with PD-1 blockade may overcome resistance
to immune checkpoint monotherapy, supporting the rationale for combination therapeu-
tic approaches [35].

Although the observation of TIL presence in RCC was reported, its value in the as-
sessment of prognosis remains uncertain. TIL assessment emerged as a particularly valu-
able finding in our study, showing prognostic significance in both compartments. Unlike
STING immunohistochemistry, TIL evaluation requires no additional staining and can be
readily incorporated into routine pathological assessment. This practical advantage, com-
bined with its promising prognostic value, makes TIL assessment an attractive biomarker
for clinical implementation. Previous studies examining TIL subpopulations in RCC
showed variable correlations with STING expression. It is worth emphasizing that possi-
ble interactions with TIL presence and immune checkpoint markers may exist, as in RCC
tumors with PD-1-positive TILs are thought to possess more aggressive clinical character-
istics [37]. Here, we found that TILs were associated with positive PD-L1 and STING ex-
pression in the tumor compartment only. Some authors focused on the analyses of sub-
populations, indicating that there was no correlation between STING and elevated levels
of CD8+ T cells in the tumor infiltrates [22]. Xu et al. reported on the link between the M1
macrophage subpopulation together with neutrophils and basic tumor characteristics, i.e.,
staging and grading (the increased M1 and decreased neutrophil levels from G1 to G4
grading) [17]. The authors also observed that MO cases and N+ patients were found to
have increased M1 levels. Furthermore, these were mainly the M1 fraction and neutro-
phils that were significantly associated with OS in RCC individuals (1 = 533 cases diag-
nosed with clear RCC recorded in Cancer Genome Atlas, in years 2004-2015) [17]. Then,
some latest findings impose the idea of modification of the subpopulations of TILs via the
exposition to hypoxic conditions, which, in turn, enhances effector functions, leading to
formation of tissue-resident memory-like CD8+ T cells [38].

Several limitations of the study warrant consideration. The retrospective design in-
troduces potential selection bias. The use of tissue microarrays, while standardized, may
not capture intratumoral heterogeneity present in whole tissue sections. The absence of
TIL subpopulation analysis limits mechanistic insights. Additionally, the loss of STING
prognostic significance in multivariate analysis suggests that its clinical utility may be
limited compared to established prognostic factors. Future studies should include larger
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References

cohorts, validation in independent datasets, and functional analyses to clarify the mecha-
nistic basis for compartment-specific STING behavior.

5. Conclusions

This study demonstrates compartment-specific STING expression patterns in RCC
patients with VTT, with prognostic significance limited to the VIT compartment in uni-
variate analysis. However, TIL assessment emerged as a more robust prognostic tool,
shaping the immune response to RCC with VTT. The practical advantage of TIL evalua-
tion, requiring no additional staining, combined with its prognostic reliability, supports
its potential implementation in routine pathological practice. The distinct correlations be-
tween STING and immune checkpoint markers in different compartments suggest com-
plex immune regulatory mechanisms that warrant further investigation. While STING
represents an interesting research target, TIL assessment appears more immediately ap-
plicable for clinical prognostication in RCC patients with VTT.
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Podsumowanie

Przedstawiony cykl publikacji dostarcza nowego obrazu biologii raka jasnokomdrkowego nerki
z czopem nowotworowym w uktadzie zylnym, ukazujac te posta¢ choroby jako znacznie
bardziej ztozong niz wynikatoby to z jej klasycznego, anatomiczno-chirurgicznego opisu.
Wyniki badan potwierdzajg, ze obecno$é czopa nowotworowego nie jest jedyng manifestacjg
miejscowego zaawansowania choroby, lecz odzwierciedla specyficzne cechy biologiczne
nowotworu, w szczegélnosci zwigzane z jego mikrosrodowiskiem immunologicznym. Staty
kontakt z krwig oraz komodrkami uktadu odpornosciowego sprzyja powstawaniu swoistego
mikrosrodowiska, ktére moze wptywac na fenotyp komorek nowotworowych, ich zdolnosé do
przezycia w krgzeniu oraz potencjalny rozsiew choroby.

Podczas gdy pierwsze stadia choroby mozna zazwyczaj leczyé chirurgicznie z dobrymi
wynikami, rozsiane i/lub bardziej zaawansowane stadia wymagajq zastosowania dodatkowych
metod terapeutycznych. Trwa debata na temat zasadnosci stosowania neoadjuwantowej
terapii molekularnej w zaawansowanym RCC z VTT. Ograniczone dowody pochodzace z
opisow przypadkéw lub serii przypadkdéw sugerujg, ze moze ona poprawié wyniki poprzez
obnizenie stopnia zaawansowania choroby, a tym samym ufatwi¢ przeprowadzenie zabiegu i
zmniejszy¢ ryzyko powiktan okotooperacyjnych [113-115]. Przyktadowo, w niewielkim
badaniu (n=25 przypadkéw) jedyny, ale nadal minimalny efekt zmniejszenia stopnia
zaawansowania czopa nowotworowego zaobserwowano w grupie otrzymujgcej sunitynib (w
poréwnaniu z alternatywnymi celowanymi terapiami molekularnymi) [116]. Niektérzy autorzy
sugeruja, ze dziatanie inhibitoréow kinazy tyrozynowej wptywa gtdwnie na czop i przerzuty,
natomiast jest mniej skuteczne w przypadku guza pierwotnego [117]. Ze wzgledu na zalety
kombinacji opartych naimmunoterapii, inhibitory punktéw kontrolnych staty sie pierwszg linig
leczenia zaawansowanego RCC. Z tego powodu zaproponowano réwniez kombinacje
inhibitorow punktéw kontrolnych [118], w tym z inhibitorami kinazy tyrozynowej [119].
Dotychczas nie wykazano klinicznego wptywu tej formy immunoterapii na ograniczenie
zasiegu czopa nowotworowego. Stanowi to przestanke do poszukiwania nowych punktéw
uchwytu terapeutycznego oraz potencjalnych biomarkeréw.

Przedstawione w niniejszej pracy rodinice pomiedzy guzem pierwotnym a czopem
nowotworowym potwierdzajg zasadnos¢ ich niezaleznej oceny biologicznej. W badaniach
immunohistochemicznych wykazano m.in.,, Ze ekspresja wybranych markerdéw
immunologicznych rézni sie pomiedzy guzem pierwotnym a czopem nowotworowym oraz
posiada znaczenie prognostyczne. W pracy nr 2 wykazano, ze guzy cechujace sie ekspresjg
PSGL-1 na komodrkach nowotworowych w czopie nowotworowym cechowaty sie miedzy
innymi wysokim stopniem ztosliwosci histologicznej (p=0,017), natomiast ekspresja PSGL-1 na
TILs korelowata z obecnoscig martwicy (p=0,014) [4]. Zaobserwowano ponadto dodatnig
korelacje z obecnoscig VISTA i PSGL-1 w TILs. Pacjenci z PSGL-1-dodatnimi TILs w czopie i PSGL-
1-dodatnimi komdrkami nowotworowymi w guzie pierwotnym mieli znacznie krétszy czas
przezycia catkowitego (odpowiednio HR 2,27, 95% Cl: 1,06-4,84, p=0,032 oraz HR 3,42, 95%
Cl: 1,45-8,05, p=0,004, analiza jednoczynnikowa Coxa) [4]. Natomiast ekspresja PSGL-1 na
komodrkach nowotworowych w czopie i na TILs w guzach pierwotnych nie miatfa istotnego
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wptywu na wyniki onkologiczne (analiza jednoczynnikowa Coxa). Co ciekawe, nasza analiza
wykazata, ze dodatni PSGL-1 na komérkach nowotworowych w guzie pierwotnym i na TlLs w
zylnym czopie nowotworowym korelowaty z gorszym OS. Aby lepiej zbada¢ wptyw PSGL-1 na
rokowanie, przeprowadziliémy wielowymiarowa analize regresji Coxa, ale PSGL-1 nie
zachowat swojej wartosci prognostycznej w modelu kontrolowanym przez stan weztéw
chtonnych, przerzuty odlegte, stopiel ztosliwosci i martwice [4]. Przeprowadzona analiza
ekspresji PSGL-1 dostarcza danych sugerujgcych udziat mechanizméw adhezyjnych w rozwoju
czopa nowotworowego oraz jego potencjalnej roli w rozsiewie choroby. Jest to zgodne z
wczesniejszymi badaniami wskazujgcymi, ze PSGL-1, znany przede wszystkim ze swojej roli w
transporcie leukocytow i adhezji srédbtonkowej, moze przyczynia¢ sie do potencjatu
przerzutowego komadrek nowotworowych poprzez wzmacnianie ich wtasciwosci adhezyjnych
w warunkach naprezen scinajgcych (ang. shear stres) wystepujgcych w krwiobiegu [120].
Natomiast w innym badaniu sugerowano, ze PSGL-1 odgrywa role w promowaniu infiltracji
komoérek odpornosciowych i hamowaniu wzrostu guza pierwotnego w modelu mysim [121].
Ta rozbiezno$¢ podkresla ztozong w zaleznosci od kontekstu role PSGL-1 w biologii
nowotwordw. Zwigzek ekspresji PSGL-1 z wysokim stopniem ztosliwosci zaréwno guzéow
pierwotnych, jak i czopow moze dodatkowo potwierdza¢ jego role w zwiekszaniu
agresywnosci nowotworu. Ponadto obecnos¢ TiLs PSGL-1-dodatnich w czopach korelowata z
martwicg guza, ktéra jest kolejnym niekorzystnym czynnikiem prognostycznym w przypadku
ccRCC. Zréznicowanie ekspresji tego markera pomiedzy guzem pierwotnym a czopem zylnym
wzmachia koncepcje odrebnosci biologicznej tych dwdch kompartymentéw i wskazuje na
mozliwe kierunki badan w zakresie personalizacji leczenia. Prezentowane wyniki sugerujg, ze
dodatkowa ocena PSGL-1 w czopach zylnych, oprécz guzéw pierwotnych, moze zapewnié
bardziej kompleksowy obraz prognostyczny i potencjalnie pomdc w wyborze strategii
terapeutycznych.

W pracy nr 3 wykazano, ze czestotliwos¢ wystepowania STING w obu analizowanych
kompartymentach byfta podobna oraz nie odnotowano statystycznie istotnych réznic w
barwieniu btonowym i cytoplazmatycznym tego biatka (p=0,18, test Wilcoxona). Nastepnie,
ekspresja STING w cytoplazmie nie byta istotnie zwigzana z wiekszoscig zmiennych kliniczno-
patologicznych (Srednica guza, obecnos¢ przerzutéw do weztéw chtonnych lub odlegtych oraz
stopien ztosliwosci guza) podczas analizy zaréwno guza pierwotnego, jak i VTT. Jednak
ekspresja STING w VTT byta dodatnio skorelowana z martwica (p=0,0023, test Wilcoxona) [19].
W badaniach wskazano, ze ekspresja PD-L1 w raku nerki moze korelowac¢ z bardziej
agresywnym przebiegiem choroby, a jej obecnos¢ w czopie nowotworowym moze mieé
odmienne znaczenie prognostyczne niz w guzie pierwotnym [74, 75]. Szczegblne znaczenie w
konteksécie rokowniczym przypisuje sie czasteczkom immunologicznych punktéw kontroli,
takim jak PD-L1 oraz VISTA i w tym aspekcie ocena ko-ekspresji tych biomarkerdw zostata
zestawiona w pracy nr 3 z ekspresjg STING. PD-L1 w guzie pierwotnym byt dodatnio
skorelowany z STING w komadrkach nowotworowych w tym samym kompartymencie (p=0,02,
test Wilcoxona), ale juz nie w samym czopie nowotworowym [19]. VISTA, uznawana za jeden
z tzw. ,checkpointow nowej generacji”, jest czgsteczka szczegodlnie interesujgcq w kontekscie
czopa nowotworowego, gdyz jej ekspresja na komdrkach uktadu odpornosciowego moze
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sprzyjaé lokalnej immunosupres;ji i utatwiac progresje choroby [2, 3]. W pracy nr 3 ekspresja
VISTA byta zwigzana z obecnoscig cytoplazmatycznego STING wytgcznie w VTT (p=0,049, test
Wilcoxona) [19]. Jedli chodzi o komodrki naciekajace guz, obecnos¢ TILs byta zwigzana z
dodatnig ekspresjg PD-L1 w guzie pierwotnym (p=0,008, chi-kwadrat). Ponadto,
zaobserwowano dodatnig korelacje miedzy ekspresjg STING a obecnoscig TILs, ale tylko w
guzie pierwotnym (p<0,05) [19]. Odkrycia te zapewniajg wglad w odrebne mikrosrodowiska
nowotworowe pierwotnego RCC i VTT, co moze miec potencjalnie znaczenie dla planowania
nowych strategii leczenia.

Autorzy donosza o istnieniu podwdjnej roli STING, jezeli chodzi o odpowiedz
przeciwnowotworowg i, zalezne od kontekstu, efekty pro- i przeciwnowotworowe [122]. W
mysim modelu gruczolakoraka wykazano, ze ogdlnoustrojowe podawanie agonistéw STING
eliminuje ,uspione” przerzuty (ang. dormant metastasis), stanowigc specyficzny punkt
kontrolny przeciwko progresji [123]. W kolejnym badaniu zaobserwowano, ze komorki
nowotworowe mogg aktywowac sygnalizacje STING poprzez transfer cGAMP, a to z kolei
powoduje produkcje cytokin zapalnych, tj. IFN-a i TNF-a [124], podczas gdy inni autorzy
donoszg, ze aktywacja moze regulowac w goére cytokiny immunosupresyjne, takie jak IL-10, a
nastepnie aktywowac hamujgce limfocyty T regulatorowe [125]. Co ciekawe, doniesiono, ze
STING jest silnie eksprymowany w niektorych przypadkach RCC [122, 126] i moze by¢
odwrotnie zwigzany z obecnoscig TILs i ztym rokowaniem [6, 126]. Powyzsze wyniki z pracy nr
3 czesciowo pokrywaja sie z tg obserwacjg, poniewaz ekspresja STING w VTT korelowata z
gorszym czasem przezycia, podczas gdy ekspresja STING w guzie pierwotnym nie miata
znaczenia prognostycznego. Ta specyficzna dla danego kompartymentu rdznica sugeruje
odrebne procesy biologiczne regulujgce STING w rdézinych lokalizacjach nowotwordw.
Korelacja miedzy ekspresjg STING a martwicg obserwowang wytacznie w przedziale VTT
potwierdza wczesniejszg hipoteze, ze podwyziszony poziom STING jest markerem
agresywnego RCC [6]. Podejscia terapeutyczne ukierunkowane na STING okazaty sie
obiecujace, a wstepne wyniki badan nad nanoczgsteczkami lipidowymi zawierajgcymi
agoniste STING (STING-LNP) w leczeniu RCC z przerzutami ptucnymi zostaty juz przedstawione
[127]. Wraz z oceng podgrup rokowniczych nowotworu stwierdzono réwniez, ze STING jest
narzedziem prognostycznym istotnie zwigzanym z martwicg nowotworu, zréznicowaniem
sarkomatoidalnym i odlegtymi przerzutami w RCC [6]. W zwigzku z tym szlak STING moze
ksztattowac¢ mikrosrodowisko nowotworu poprzez multimodalne osie prozapalne, prowadzgc
z jednej strony do wzrostu guza i przerzutéw, a z drugiej strony do koniecznosci stosowania
terapii wielolekowych w potaczeniu z agonistg STING. W badaniach klinicznych wykazano, ze
samo ukierunkowanie na STING moze indukowac ekspresje ligandéw punktédw kontrolnych
[128]. Potfgczenie agonistow STING z blokadg PD-1 moze z kolei przezwyciezyé opornosé na
monoterapie blokady immunologicznych punktdw kontrolnych, co stanowi uzasadnienie dla
stosowania terapii skojarzonych [110].

Chociaz odnotowano obecnos¢ TILs w RCC, ich wartos¢ w ocenie rokowania pozostaje
niepewna. Wartos¢ prognostyczna TILs okazata sie szczegdlnie cennym odkryciem w naszym
badaniu nad RCC z VTT (praca nr 3), wykazujac znaczenie co do rokowania w obu
kompartymentach. W przeciwienstwie do immunohistochemii potrzebnej do barwienia PSGL-
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1 czy STING, ocena TILs nie wymaga dodatkowych odczynnikdw i moze by¢ tatwo wigczona do
rutynowej oceny histopatologicznej. Ta praktyczna zaleta w potaczeniu z obiecujgcg wartoscia
prognostyczng sprawia, ze ocena TILs jest atrakcyjnym predyktorem do zastosowania
klinicznego. Warto podkresli¢, ze mogg istnie¢ mozliwe interakcje miedzy obecnoscia TILs a
markerami immunologicznych punktéw kontrolnych, poniewaz uwaza sie, ze guzy RCC z PD-
1-dodatnimi TILs wykazujg bardziej agresywne cechy kliniczne [129]. W naszym badaniu
stwierdzilismy, ze TILs byty zwigzane z dodatnig ekspresjag PD-L1 i STING wytacznie w
kompartymencie guza pierwotnego.

W pracach nr 2 i 3 wykazano istotne znaczenie mikrosrodowiska immunologicznego czopa
nowotworowego, w szczegdlnosci obecnosci i charakteru naciekéw komérkowych. Ocena
leukocytarna okazata sie prostym, powtarzalnym i mozliwym do wdrozenia w rutynowej
praktyce patomorfologicznej czynnikiem prognostycznym, zaréwno w guzie pierwotnym, jak i
w czopie nowotworowym. Wyniki te podkreslajg role lokalnej odpowiedzi immunologicznej
jako jednego z kluczowych elementéw determinujacych przebieg choroby. tacznie wyniki
przedstawionych prac prowadzg do wniosku, ze rak jasnokomorkowy nerki z zylnym czopem
nowotworowym powinien by¢ postrzegany jako choroba o szczegdlnej biologii, w ktérej czop
nowotworowy stanowi istotny komponent determinujgcy rokowanie. Uzyskane dane
wskazuja, ze uwzglednienie biologicznych i immunologicznych cech czopa nowotworowego
moze dostarczy¢ dodatkowych informacji prognostycznych, wykraczajgcych poza klasyczne
parametry kliniczne i anatomiczne stosowane w urologii. Wnioski ptyngce z niniejszego cyklu
publikacji majg potencjalne znaczenie praktyczne. Wskazujg one na zasadnos$¢ dalszych badan
nad wykorzystaniem markeréw immunologicznych oraz oceny mikrosrodowiska czopa
nowotworowego w procesie stratyfikacji ryzyka i podejmowania decyzji terapeutycznych u
chorych na raka nerki. Przesuniecie akcentu wytgcznie chirurgicznego postrzegania czopa
nowotworowego w strone jego biologicznej interpretacji moze w przysztosci przyczynic sie do
rozwoju bardziej zindywidualizowanego podejscia do leczenia tej szczegblnie wymagajacej
grupy pacjentow.

Interpretujgc wyniki prac numer 2 i 3, nalezy wzigé pod uwage pewne ograniczenia badan
retrospektywnych i zwigzane z nimi potencjalne btedy selekcji. Analizowana grupa pacjentéw
sktadata sie gtownie z chorych w stadium T3a, u ktérych oczekiwane sg lepsze wyniki w
poréwnaniu z przypadkami bardziej zaawansowanymi lokalnie. Ponadto nie byly dostepne
subanalizy populacji TILs. Badanie przeprowadzono na TMA, a ich ocena moze nie
odzwierciedla¢ w petni catego mikrosrodowiska guza. Przyszte badania powinny obejmowacé
wieksze kohorty, walidacje w niezaleznych zestawach danych oraz analizy funkcjonalne w celu
wyjasnienia przyczyn podstaw zachowania omawianych biomarkeréw w poszczegdlnych
kompartymentach.
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Whnioski

1. Chociaz leczenie chirurgiczne pozostaje podstawowg metodg leczenia RCC z
zylnym czopem nowotworowym, ostatnie postepy w badaniach nad biologig nowotworow i
ich mikrosrodowiskiem rzucajg nieco Swiatta na perspektywy na przysztos¢. Powstawanie
czopa nowotworowego jest ztozonym procesem, ktérego zrozumienie moze doprowadzi¢ do
powstania nowych terapii, przyczyniajgcych sie nie tylko do poprawy wynikéw
onkologicznych, ale takze bezpieczenstwa pacjentéw w tych zagrazajacych zyciu stanach.
Moze umozliwi¢ tez wdrozenie leczenia neoadjuwantowego, ukierunkowanego na
downstaging guza i ograniczenie zakresu operacji.

2. Zwiekszona ekspresja PSGL-1 w zylnych czopach nowotworowych sugeruje jego
potencjalng role w utatwianiu interakcji komdrek nowotworowych z ptytkami krwi i
srédbtonkiem, co moze przyczyniac sie do szerzenia sie przerzutéw oraz gorszych wynikéw
leczenia. Chociaz PSGL-1 czesciej ulega ekspresji w komdrkach nowotworowych czopa niz w
komorkach guza pierwotnego, jego wartos$¢ prognostyczna dotyczy wytgcznie kompartymentu
guza pierwotnego.

3. W niniejszej rozprawie wykazano specyficzne dla kompartymentéw wzorce
ekspresji STING u pacjentéw z RCC z zylnym czopem nowotworowym, przy czym znaczenie
prognostyczne ograniczone byto do kompartymentu czopa.

4. Wyrazne korelacje miedzy STING a markerami punktéw kontrolnych uktadu
odpornosciowego w roéznych przedziatach sugerujg istnienie ztozonych mechanizmoéw
regulacji immunologicznej, ktére wymagajg dalszych badan.

5. Ocena wystepowania TILs okazatg sie istotnym narzedziem prognostycznym,
stagd praktyczna ocena TILs, niewymagajgca dodatkowego barwienia, przemawia za jej
potencjalnym wdrozeniem w rutynowej praktyce patologicznej.

6. Ocena biomarkerow prognostycznych w ccRCC powinna uwzgledniaé
specyficzne srodowiska réznych kompartymentéw choroby.
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