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SANTRUMPOS

Bl — bendras iSgyvenamumas (angl. overall survival)

BMT — biomedicininis tyrimas

Ca — karcinoma (angl. carcinoma)

CA19-9 - karbohidratinis antigenas 19-9 (angl. carbohydrate antigen 19-9)
CD - cukrinis diabetas

CEA — karcinoembrioninis antigenas (angl. carcinoembryonic antigen)

CEACAMe-ai — su karcinoembrioniniu antigenu susijusios lgsteliy adhezijos
molekulés (angl. carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecules)

CEACAM1 — su karcinoembrioniniu antigenu susijusi lgsteliy adhezijos
molekulé 1 (angl. carcinoembryonic antigen-related cell adhesion
molecule 1)

CEACAMS — su karcinoembrioniniu antigenu susijusi lasteliy adhezijos
molekulé 5 (angl. carcinoembryonic antigen-related cell adhesion
molecule 5)

CEACAMG6 — su karcinoembrioniniu antigenu susijusi lasteliy adhezijos
molekulé 6 (angl. carcinoembryonic antigen-related cell adhesion
molecule 6)

DNR — deoksiribonukleino ragstys

ELISA — imunofermentinis tyrimas (angl. enzyme-linked immunosorbent
assay)

G - tumoro diferenciacija

IBL — isgyvenamumas be ligos (angl. disease-free survival)
IQR — interkvartilinis intervalas

IPMN — intraduktaliné papiliné mucininé neoplazija

JAV — Jungtinés Amerikos Valstijos

KMI — kiino masés indeksas

KDA — kasos duktaliné adenokarcinoma



LMS — limfmazgiy santykis
LP — létinis pankreatitas
M — tumoro tolimosios metastazes

MCIA - mikrodaleliy chemiliuminescenciné imuniné analizé (angl.
chemiluminescent microparticle immunoassay)

MSE — masiy spektrometrijos nuo duomeny nepriklausomos analizés reZimas
N — tumoro infiltracija j regioninius limfmazgius

OT - optinis tankis

PanIN1 — pankreatin¢ intraepiteliné neoplazija 1

PanIN2 — pankreatiné intraepiteliné neoplazija 2

PanIN3 — pankreatiné intraepiteliné neoplazija 3

R — tumoro rezekcijos statusas

RNR - ribonukleino ragstys

ROC - priéméjo veikimo charakteristika (angl. receiver operating
characteristic)

SK - sveika kontrolé

T — tumoro dydis

VRBTEK - Vilniaus regioninis biomedicininiy tyrimy etikos komitetas
VU GMC - Vilniaus universiteto Gyvybés moksly centras

VUL SK - Vilniaus universiteto ligoninés Santaros klinikos



1. [VADAS

1.1. Problemos aktualumas

Lietuvoje, kaip ir daugumoje issivysciusiy Saliy, piktybiniai navikai yra
antra pagal daznumga mirties priezastis po Sirdies ir kraujagysliy ligy. Tarp Siy
ligy kasos duktalinés adenokarcinomos (KDA), paties dazniausio kasos
piktybinio naviko tipo, reikSmingumas vis didéja. Sergamumas kasos véziu
(arba KDA, toliau $ie terminai vartojami kaip sinonimai) Europoje kasmet vis
did¢ja. Europos Sajungoje nuo 1992 iki 2016 mety sergamumas KDA
padidéjo 62 proc. [1]. Tai galimai lémé visuomengje plintantys pagrindiniai
Sig liga provokuojantys veiksniai — sergamumas cukriniu diabetu, létiniu
pankreatitu ir nutukimas. Prie to prisideda ir nepakankamas sveikatos
prieziiros politiky démesys S§iai ligai, per mazas atliekamy tyrimy
finansavimas. I§ visy onkologiniy ligy tyrimams Europoje skiriamy 1é8y kasos
véziui tirti skiriama tik maziau nei 2 proc. Sios sumos [1, 2]. Dél to vis dar
néra sukurta efektyviy visuomenés patikros programy, jautriy diagnostiniy
priemoniy, veiksmingy gydymo biidy bei triksta individualizuotos medicinos
sprendimy. Siy priemoniy trilkumas lemia jau kelis de§imtme¢ius iliekangia
ir nesikei¢ianéig blogg prognoze ir trumpg iSgyvenamumg po Sios ligos
diagnozavimo. Siuo metu, nepaisant medicinos ir mokslo paZangos,
iSgyvenamumo prognozé, susirgus KDA, tebéra tokia pati, kokia buvo pries
40 mety: 5 metus iSgyvena tik 3 proc. ligoniy [1]. Tai tampa dar akivaizdziau,
palyginus S$io naviko lemiama mirtinguma su kity onkologiniy ligy
mirtingumu, daugelio kuriy jis pastaruoju metu mazéja. 2017 m. Europos
Sgjungoje kasos vézio sukeliamas mirtingumas virSijo krities vézio
mirtinguma: 91 500 miréiy vs 91 000 mir¢iy [3]. Taigi KDA Europos
Sajungoje yra tre¢ia pagal daznumg onkologiniy ligy sukeliamo mirtingumo
prieZastis po plauéiy ir kolorektalinio vézio (bendrai abiem lytims) [4]. Pagal
kai kuriy specialisty prognozes, vyraujant dabartinéms tendencijoms, 2030
metais kasos vézys gali tapti antra pagal daznuma onkologiniy ligy sukeliamo
mirtingumo priezastis [5].

Jautriy Sios ligos diagnostiniy metody ir patikros programy tritkumas
lemia, kad dazniausiai liga yra diagnozuojama vélyvos stadijos [6]. ISplitusi
liga neleidzia gydytojui skirti vienintelio gydymo biido, kuris suteikia
pasveikimo galimybe — radikalios chirurginés operacijos. Vienintelis liekantis
gydymo budas — paliatyvus, lemiantis bloga ligonio i§gyvenamumo prognozg.
Vidutinis iSgyvenamumas po KDA diagnozés nustatymo yra 4—6 ménesiai
[3]. Sig liga diagnozavus ir pradéjus gydyti ankstyvose stadijose biity galima
tikeétis reikSmingai didesnio iSgyvenamumo ir geresnés prognozes. Kasos
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vézys galutinai diagnozuojamas gydytojui patologui iStyrus kasos biopsijos
arba rezekuoto organo preparata, o jtarti Sig ligag galima remiantis
laboratoriniais ir radiologiniais tyrimais.

Remiantis klinikine praktika, pagrindinis kasos vézio laboratorinis
tyrimas yra kraujo serume nustatomas biozymuo karbohidratinis antigenas
19-9 (CA19-9). Isanalizavus kelis atlikty tyrimy rezultatus nustatytas vidutinis
CA19-9 jautrumas ir specifiSkumas diagnozuojant kasos vézj atitinkamai yra
79 proc. ir 82 proc. [7]. Sis biozymuo turi kelis svarbius trikumus, galimai
lemian¢ius jo negebéjima aptikti ankstyvy stadijy kasos vézj. CA19-9
netinkamas naudoti kuriant KDA patikros programa dé¢l santykinai maZzo
sergamumo kasos véziu bendroje populiacijoje ir to lemiamos mazos
teigiamos predikcinés Sio tyrimo vertés. Kitas trikumas — nustatomos
klaidingai teigiamos tyrimo reik§més pacientams, sergantiems gerybinémis
ligomis, tokiomis kaip antai pankreatitas, cholangitas, obstrukciné gelta, taip
pat kepeny ar kasos cistos [8-11]. Apie 5-7 proc. populiacijos turi Lewis
(a-b-) kraujo grupe ir negali ekspresuoti CA19-9, taigi jiems niekada
nenustatoma $io biozymens aktyvumo padidéjimo [12]. Visi Sie trukumai
riboja visavert] §io bioZymens panaudojimg klinikingje praktikoje, ypaé
siekiant geresnés ankstyvosios kasos vézio diagnostikos, ir skatina tyréjus
ieskoti naujo biozymens, turin¢io maZziau apribojimy.

Kita tyrimy grupé, leidzianti jtarti kasos vézj, — radiologiniai tyrimai.
Tarp pastaryjy transabdominalinis ultragarsinis tyrimas yra lengviausiai
prieinamas, pigiausias ir neskleidziantis radioaktyviosios spinduliuotés, bet
Siam tyrimui triksta jautrumo. Jis, pagal literatiiros duomenis, yra 50-90 proc.
[13], dél to, nustacius reikSmingesniy pakitimy, prie$ kasos biopsijg vis tiek
reikia atlikti papildomus radiologinius tyrimus. Didesniu jautrumu ir
specifiSkumu pasizymi kompiuteriné tomografija, magnetinio rezonanso
tomografija ir endoskopinis ultragarsinis tyrimas. Keliy detektoriy eiluciy
kompiuteriné tomografija leidzia jvertinti artimgjj ir tolimajj kasos vézio
i$plitima, infiltracija i gretimas kraujagysles, teikia galimybe planuoti tolesnj
ligonio gydyma [14]. Tyrimas leidzia 100 proc. jautrumu ir 72 proc.
specifiSkumu numatyti KDA rezektabiluma [15]. Magnetinio rezonanso
tomografija neteikia galimybés jvertinti tolimojo ligos iSplitimo, bet dél
geresnés minkStyjy audiniy skiriamosios gebos pasizymi didesniu
specifiSkumu ir todél esant ryskesniems pokyciams kasoje yra pranaSesné uz
kompiutering tomografija [16]. Endoskopinis ultragarsinis tyrimas taip pat
pasizymi aukstu jautrumu ir specifisSkumu, atitinkamai 86,8 proc. ir 95,8 proc.
bei leidzia tyrimo metu atlikti biopsija [17]. Deja, visi Sie tyrimai yra riboti
dél mazo prieinamumo, didelés tyrimy kainos ir radioaktyviosios
spinduliuotés (kompiuterinés tomografijos atveju). Taigi tarp radiologiniy
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tyrimy néra lengvai prieinamo, pigaus, pakankamai jautraus ir reikSmingesn¢
populiacijos dalj dél kasos vézio leidziancio istirti metodo.

Mokslininkai sutaria, kad pirmosios piktybinés KDA lastelés kasoje
atsiranda keli metai prie§ iSplisdamos po visg kasa arba toliau
metastazuodamos [18]. Sioms lasteléms budingas pakites ir jprastoms
sveikoms lgsteléms nebiidingas metabolizmas, dél to pasigamina ir j lastelés
aplinka iSsiskiria jvairiis medziagy apykaitos produktai. Siy medZiagy
nustatymas leidzia ankstyvaja KDA diagnostikg ir atveria kelig kasos vézj tirti
tokiomis mokslo sritims kaip proteomika, metabolomika, transkriptomika,
lipidomika [19-21]. Siuos tyrimus galima atlikti tik mokslo centruose, ne
klinikinése laboratorijose, bet jais identifikuotas molekules, tarp jy jvairius
Tai leidzia jas panaudoti kaip Kklinikinius kasos vézio biozymenis [22—24].
Dalis §iy naujai identifikuoty bioZymeny jau jrodé savo potencialg buti
panaudoti KDA ankstyvajai diagnostikai: Galectin-3, IL28RA, PROZ,
TNFRSF6B, HSP70 [25-28].

Sékmingai diagnozavus kasos vézj, iSkyla dar vienas sunkumas,
lemiantis sudétingg Siy ligoniy tolesng prieziiira — individualizuotos
medicinos sprendimy stoka. KDA budingas heterogeniskumas, nulemtas
besiformuojant ligai jvykstan¢iy skaitlingy geny mutacijy [29-31]. Tai
apsunkina prognozuoti kiekvieno individualaus atvejo kliniking eigg, atsaka j
gydyma, dél to tam tikrais atvejais gydytojui sudétinga pasirinkti tinkamiausig
gydymo metoda. Individualizuotos medicinos sprendimai, paremti naujy
prognostiniy ir predikciniy biozymeny atradimu, padéty spresti Sias Klinikines
dilemas ir leisty subalansuoti geriausig kiekvieno ligonio gydymo schema:
paskirti optimaly operacijos laikg, parinkti tinkamg chemoterapija,
imunoterapija arba taikiniy terapijg. Atliktos klinikinés studijos, tyrusios $iy
gydymo principy pritaikyma kasos véziu serganéiy ligoniy priezidrai, jrodé,
kad tai gali padéti prognozuoti atsakg j chemoterapija ir reikSmingai pailginti
iSgyvenamuma [32-34].

Taigi kasos vézys yra itin aktuali liga. Jos reik§mé dél didéjancio
sergamumo, isliekanc¢io blogo iSgyvenamumo geriau kontroliuojamy
daugumos kity piktybiniy ligy kontekste vis didéja. Daugelio specialisty
nuomone, pagrindinés priemonés, galin¢ios pagerinti $ig situacija,
ankstyvoji KDA diagnostika ir individualizuotos medicinos sprendimai.
Jvertinus $iy priemoniy suktirimo galimybes — daugiausia vil¢iy teikia naujo,
pakankamai jautraus ir specifinio biozymens, turinio reikSmingy
diagnostiniy, prognostiniy ir predikciniy savybiy, radimas. Siai nuomonei
pritaria ir 2018 metais isleista Jungtinés Europos gastroenterology
organizacijos (angl. United European Gastroenterology) ataskaita apie kasos
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vézj Europoje [2]. Joje raginama plésti ir aktyvinti kasos vézio molekuliniy
biozymeny tyrimus.

1.2. Darbo tikslas

Identifikuoti ir jvertinti kasos duktalinés adenokarcinomos diagnostinius
ir prognostinius biozymenis ligoniy kraujo serume.

1.3. Darbo uzdaviniai

1. Biobanko, kuriame buty kaupiami ir saugomi kasos véZiniy, uzdegiminiy
ir sveiky audiniy bei atitinkamy asmeny kraujo serumo méginiai, sukiirimas.
2. Kasos véziniy, uzdegiminiy ir sveiky audiniy méginiy aukStos raiskos
masiy spektrometrijos atlikimas bei rezultaty proteominé analizé,
potencialaus kasos vézio biozymens identifikavimas.

3. Potencialaus kasos vézio biozymens verifikacija Western-blot metodika
kasos véziniy audiniy méginiuose, kaip neigiamg kontrole naudojant kasos
uzdegiminiy ir sveiky audiniy méginius.

4. Potencialaus kasos vézio biozymens koncentracijos nustatymas ligoniy,
serganciy KDA, uzdegimu ir sveikos kontrolés kraujo serumo méginiuose
naudojant enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) metodika. Dabar
klinikingje praktikoje naudojamy biozymeny (karcinoembrioninio antigeno
(CEA) ir CA19-9) koncentracijos nustatymas atitinkamuose kraujo serumo
méginiuose pagal mikrodaleliy chemiliuminescencinés imuninés analizés
(MCIA) metodika.

5. Potencialaus kasos vézio bioZzymens diagnostiniy savybiy vertinimas, jy
palyginimas su CEA ir CA19-9.

6. KDA serganciy ligoniy iSgyvenamumo analizé pagal Kaplan-Meier
metoda. Potencialaus KDA biozymens prognostiniy savybiy vertinimas, jy
palyginimas su CEA ir CA19-9.

1.4. Ginamieji teiginiai

1. Kasos vézio onkogenezés metu jvykstancios mutacijos lemia
metabolizmo pakitimus, dél kuriy KDA audinyje susidaro reik§mingas kiekis
unikaliy baltymy, kuriy dalis i$skiriama j 1astelés aplinka ir gali biiti panaudoti
kaip kasos véZio biozymenys.
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2. Su karcinoembrioniniu antigenu susijusios lasteliy adhezijos molekulés
6 (CEACAMBG) ekspresija kasos véziniame audinyje dominuoja, palyginti su
ekspresija uzdegiminiame ar sveikos kontrolés grupés audiniuose.

3. CEACAMS6 diagnostinés savybés yra ribotos dél koncentracijos
padidéjimo kontrolingje grupéje — ligoniy, serganciy létiniu pankreatitu,
kraujo serume.

4. CEACAMG6 yra reikSmingas prognostinis biozymuo, Kkurio didelé
koncentracija kraujo serume statistiSkai reikSmingai koreliuoja su
pablogéjusiu bendru ligoniy, serganéiy KDA, iSgyvenamumu po skirto
radikalaus gydymo ir adjuvantinés chemoterapijos.

5. CEACAM6 galima panaudoti kaip chemorezistencijos predikcijos
biozymenj, nes jo didelé koncentracija kraujo serume lemia blogesn;j atsaka j
skiriamg adjuvanting chemoterapija. Tai leidzia tobulinti kasos véziu
serganciy ligoniy individualizuotos medicinos metodikas.

1.5. Darbo mokslinis naujumas ir reik§mé

Siuo moksliniu tyrimu siekiama pagerinti ligoniy, serganéiy kasos véZiu,
gydymo baigtj. Tuo tikslu nusitaikéme j dvi pagrindines prieZastis, kurios,
daugelio specialisty nuomone, lemia bloga prognoze sergant KDA:
ankstyvosios diagnostikos priemoniy stoka ir individualizuotos medicinos
metody trukumas. IS visy Siuo metu galimy medicininiy priemoniy Sioms
problemoms iSspresti itin daug potencialo turi biozymenys [2].

Kadangi d¢l pakitusio metabolizmo KDA sintetina, kaupia ir j Iastelés
aplinka iSskiria daug unikaliy baltymy, bioZymeny tyrimams buvo sukurtas
kasos audiniy ir kraujo serumo méginiy biobankas. Tlga tyrimo trukmé (nuo
2013 iki 2020 mety) | tyrimag leido jtraukti 267 tiriamuosius. I8 jy 142
tiriamiesiems yra histologiskai patvirtintas kasos vézys, o 104 tiriamieji
jtraukti kaip kontroliné grupé, jie sirgo létiniu pankreatitu arba nepiktybinémis
kasos ligomis ar hospitalizuoti dél nesudétingy planiniy operacijy (pvz., pilvo
sienos i§varzos plastika, hemoroidektomija). Toks skaitlingas KDA serganciy
tirlamyjy ir kontrolinés grupés dydis leido galutingje analizéje iStirti
pakankamg kiekj asmeny ir gauti statistiSkai reikSmingy rezultaty. 1§ viso
ELISA ir MCIA metodika istirti 239 kraujo serumo méginiai, Western-blot
metodu istirta 16 kasos audiniy meéginiy, 0 didelés raiskos masiy
spektrometrijos metodu istirta 19 kasos audiniy méginiy. Tiek j tyrima
jtraukty tiriamyjy asmeny skai¢iumi, tiek istirtu galutiniu kasos audiniy ir
kraujo serumy méginiy kiekiu $is tyrimas yra gana unikalus ir, misy
duomenimis, kasos vézio biozymeny tyrimy srityje panasios apimties tyrimy
atlikta tik keli [25, 28, 35, 36].
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Atliktas pakankamas kiekis issamiy eksperimentiniy tyrimy, kuriais
irodyta CEACAMBS6 reikSme kasos vézio onkogenezeje, lemianti agresyvesnj,
greiCiau  progresuojantj, atsparesnj chemoterapijai ir  trumpesniu
iSgyvenamumu pasizymintj ligos tipa [35, 37—43]. Nepaisant to, atlikti tik keli
su pablogéjusiu iSgyvenamumu, tokiu biidu jvertinant jo kaip prognostinio
biozymens savybes [35, 44, 45]. Sie tyrimai, nors ir nustatytas CEACAM6
ekspresijos rySys su pablogéjusiu iSgyvenamumu, turéjo trikumy. Visy
tyrimy buvo ribotas tiriamyjy kiekis, nors tai ir leido autoriams gauti
statistiSkai reikSmingy duomeny, bet apribojo galutiniy ir svariy iSvady
suformulavima. Atliekant daugelj tyrimy tirti tik kasos audiniai, kurie nors ir
turi reikSmingg kiekj pakitusiy baltymy ir yra lengvai tiriami laboratorijoje,
bet tokius tyrimus pritaikyti klinikingje praktikoje sudétinga dél itin
invazyvaus tiriamosios medziagos paémimo metodikos (reikalinga chirurginé
operacija arba biopsija) [44, 45]. Taip pat kai kuriais atvejais triko duomeny
apie tiriamy grupiy (KDA serganéiy asmeny ir kontroliniy grupiy asmeny)
pasiskirstymg pagal amziy, lytj, kiino masés indeksa (KMI), sergamuma
cukriniu diabetu (CD) [35], o tokie svyravimai itin tikétini tarp $iy grupiy ir
gali turéti jtakos galutiniams tyrimo rezultatams. Misy atliktame tyrime
aiSkiai jvertinti Sie ir Kiti demografiniai rodikliai, jy reikSmingas
pasiskirstymas tarp grupiy, galima jtaka bioZzymeny koncentracijoms. Taip pat
$iame tyrime istirtas reik§mingas kiekis kraujo serumo meéginiy. Si tiriamoji
medziaga yra labai placiai naudojama jvairaus lygmens sveikatos prieZiiiros
jstaigose, todél tikétina, kad joje nustacius galimg bioZymenyj, jis biity lengviau
pritaikomas Klinikinéje praktikoje.

Kitas musy atlikto tyrimo naujumas, ko pasigedome anksciau kity
mokslininky atliktose studijose, — potencialaus tiriamo véZio biozymens
diagnostiniy, prognostiniy ir kity savybiy palyginimas su jau klinikinéje
praktikose naudojamais ir §iuo metu aukso standartu laikomais biozymenimis.
Siekiant rasti naujg, jautresnj, specifiSkesnj, maziau nuo jvairiy veiksniy
priklausomg, naujomis savybémis pasizyminti bioZymenj, nattraliai kyla
poreikis ji lyginti su jau naudojamais biozymenimis. D¢l to Siame
moksliniame darbe visuose tiriamuose kraujo serumo méginiuose kartu
istirtos ir CA19-9 bei CEA koncentracijos. Tai leido nustatyti sritis, kuriose
CEACAMBS6 galimai yra pranaSesnis uz $iuos konvencinius biozymenys.

Kasos véziui budingas didelis kiekis genetiniy mutacijy ir to nulemti
metabolizmo pokyciai lemia ne tik jvairiy baltyminiy molekuliy sinteze, bet
ir kiekvieno vézinio susirgimo heterogeniSkuma bei skirtingg atsakg |
chemoterapijg. Tai yra viena i$ priezasCiy, lemianciy sudétingesne Siy ligoniy
priezitira ir blogesng gydymo baigtj. Remiantis atliktais eksperimentiniais

15



tyrimais nustatyta, kad CEACAMG gali turéti chemorezistencijos predikcijos
biozymens savybiy [42, 46]. Siuo aspektu misy atliktas tyrimas yra
reikSmingas, nes pirmieji  istyréme CEACAMG6  kaip galimg
chemorezistencijos predikcijos biozymenj, atliekant klinikinj tyrimag ir tiriant
kraujo serumo méginius. Gauti rezultatai patvirtinto eksperimenty prielaidas
apie $ia svarbig ir kliniskai reik§minga CEACAMS6 savybe.

Taigi $io klinikinio tyrimo mokslinis naujumas ir reik§mé yra nulemta
tarptautiniu mastu svaraus istirto asmeny kiekio, tame tarpe ir jy kraujo
serumo méginiy, aiskaus tiriamosios ir kontrolinés grupés demografiniy
savybiy palyginimo, tiriamo bioZymens savybiy palyginimo su konvenciniais
biozymenimis, galimy chemorezistencijos predikcijos bioZymens savybiy
jvertinimo klinikiniame kontekste.
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2. LITERATUROS APZVALGA

2.1. Kasos vézio epidemiologija

Onkologinés ligos yra viena i§ aktualiausiy pasaulio ir kartu Lietuvos
sveikatos problemy. 2017 metais pasaulyje 9,56 milijono zmoniy pirma laiko
miré dél vézio, o tarp visy mirusiyjy pasaulyje kas 6 Zmogus miré nuo
onkologinés ligos [47]. I3 Siy ligy epidemiologijos kasos vézys pasizymi ypac
blogomis tendencijomis. Nuo 1992 iki 2016 m. pasaulyje sergamumas kasos
véziu padidéjo 62 proc., nuo 56 072 1992 metais iki 90 591 2016 metais [47],
tikétina todél, kad did¢ja liga provokuojanciy veiksniy paplitimas.
Sergancéiyjy cukriniu diabetu skai¢ius Europos Sgjungoje nuo 2000 m. beveik
padvigubéjo: nuo 16,8 min. 2000 m. iki 32,3 m. 2019 m. [48]. Nutukimo
paplitimas Europos Sgjungoje taip pat iSaugo nuo 9,3 proc. 1975 m. iki
22,82 proc. 2016 m. [49]. Nepaisant pasiektos pazangos, per paskutinius
kelis deSimtmecius nejvyko reik§mingesnio Sios ligos ankstyvosios
diagnostikos ar gydymo proverzio. D¢l to per paskutinius keturiasdeSimt mety
iSgyvenamumas susirgus $ia liga islieka labiau nepakites [1]. Tai lemia, kad
KDA tiek pagal sergamuma, tiek pagal sukeliamg mirtinguma vis aktualéja,
palyginti su kitomis onkologinémis ligomis, daugelio kuriy Sie rodikliai
pastaruoju metu mazéja. 2017 m. Europos Sgjungoje kasos vézio mirtingumas
praaugo motery kraities vézio mirtinguma [3], o vyry jis lenkia prostatos vézio
mirtingumg [2]. Todél KDA Europos Sajungoje dabar yra treéia pagal
daznumg onkologiniy ligy sukeliamo mirtingumo priezastis po plauciy ir
kolorektalinio vézio [4]. Yra paskelbta nerima kelianéiy jzvalgy, kad,
vyraujant dabartinéms tendencijoms, 2030 metais kasos vézys Jungtinése
Amerikos Valstijose (JAV) gali tapti antra pagal daznumg onkologiniy ligy
sukeliamo mirtingumo priezastimi [5].

Tarp Europos Sajungos Saliy Lietuva pagal sergamumg kasos véziu
priskiriama vidutinio sergamumo Salims (2.1.1 pav.) ir uzima 13 vieta tarp 27
Saliy. Maziausias sergamumas yra Portugalijoje, didZiausias — Vengrijoje [4].
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15.4-17.4

17.4-19.4
Wi19.4-213
W 21.3-233
M 23.3-25.3

2.1.1 pav. Sergamumas kasos véziu Europos Sgjungoje. Pagal amziy
standartizuotas daznis 100 000 gyventojy. 2020 m. duomenys. Saltinis —
European Cancer Information System

Tarp Europos Sajungos $aliy pagal mirStamuma dél kasos vézio Lietuva
taip pat priskiriama vidutinio mirtingumo salims (2.1.2 pav.) ir uzima 15 vieta
tarp 27 Europos Sajungos Saliy. MazZiausias mirStamumas vélgi yra
Portugalijoje, didziausias — Vengrijoje [4].
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15.2-16.9
16.9 -18.7
M 18.7-20.4
M 20.4 -22.2
W22.2-23.9

2.1.2 pav. Kasos vézio sukeliamas mirStamumas Europos Sajungoje. Pagal amziy
standartizuotas daznis 100 000 gyventojy. 2020 m. duomenys. Saltinis —
European Cancer Information System

Dar viena priezastis, lemianti kasos vézio aktualéjimg, yra visuomeneés
senéjimas, nes kasos vézys dazniausiai diagnozuojamas vyresnio amziaus
asmenims. Tai matoma ir i§ sergamumo KDA pasiskirstymo pagal amziaus
grupes Lietuvoje [4] (2.1.3 pav.).
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2.1.3 pav. Abiejy ly¢iy sergamumas kasos véziu Lietuvoje pagal amziaus grupes.
Pagal amziy standartizuotas daznis 100 000 gyventojy. 1993-2012 m. duomenys.
Saltinis — European Cancer Information System

Nerimg kelia visuomenés senéjimo Europos Sajungoje prognoze, pagal
kurig, 80 mety ir vyresniy gyventojy dalis iki 2100 m. padidés du su puse karto
—nuo 5,8 proc. iki 14,6 proc. [50].

Taigi kasos vézys dél plintanciy rizikos veiksniy ir senéjancios
visuomengs pasizymi didéjanéiu sergamumu ir mirStamumu, todél tampa vis
aktualesné visuomenés sveikatos problema.

2.2. Kasos vézio rizikos veiksniai

Siekiant suvaldyti didéjanciag kasos vézio nasta sveikatos prieziiiros
sistemai, nerandant naujy efektyviy diagnostikos ir gydymo metody, buvo
identifikuotas ne vienas rizikos veiksnys, reik8mingai padidinantis kasos
vézio iSsivystymo tikimybe. Tai teikia galimybe imtis kasos véZio prevenciniy
priemoniy.

Cukrinio diabeto, kaip svarbaus KDA rizikos veiksnio, reiksmé buvo
jrodyta keliy placiy epidemiologiniy studijy [51-54]. CD ir kasos vézys yra
labai susije. Abi Sios ligos turi bendrus rizikos veiksnius: nutukimas,
atsparumas insulinui, genetiné predispozicija, vyresnis amzius. Taip pat
nustatyta, kad medikamentai, skirti CD gydyti, sumazina KDA issivystymo
rizika, o skiriant juos kartu su chemoterapija, pageréja iSgyvenamumas [55,
56]. Nustatyta, kad CD yra ne tik KDA rizikos veiksnys, bet ir komplikacija,
atsirandanti po kasos vézio i$sivystymo [57]. Nors pacientai, sergantys CD,
turi didesne rizikg susirgti KDA, $i rizika biina didziausia pirmaisiais metais
po CD diagnozés nustatymo. Nustatyta, kad pirmaisiais 4 metais po CD
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nustatymo kasos vézio i$sivystymo rizika yra 50 proc. didesné, palyginti su
pacienty, sergan¢iy CD 5 metus ir ilgiau [52]. D¢l to daugelis specialisty po
CD diagnozés suformulavimo rekomenduoja atlikti iStyrima dél kasos naviko.
Atsizvelgiant | didéjant] sergamuma CD Europos Sajungoje, Sis rizikos
veiksnys KDA issivystyti taps vis aktualesnis [48].

Kitas svarbus kasos véZio rizikos veiksnys yra nutukimas. Nustatyta, kad
Zmongs, sergantys nutukimu, turi nuo 20 proc. iki 47 proc. didesng rizikg
susirgti KDA [2, 58]. Po diagnozés nustatymo S§ie zmongs taip pat pasizymi
blogesne prognoze ir isgyvenamumu [59, 60]. Nutukimas daznai siecjamas su
buklémis, apibrézian¢iomis metabolinj sindroma: hipercholesterolemija,
hiperglikemija, atsparumas insulinui, CD. Dieta, sukelianti cholesterolio
koncentracijos kraujyje padidéjima, taip pat padidéjusi gliukozes
koncentracija kraujyje ir hiperinsulinemija buvo identifikuoti kaip galimi
kasos vézio rizikos veiksniai [61-63]. Nutukimo paplitimas Europos
Sajungoje taip pat didéja, taigi, tikétina, prisideda prie didé¢jancio sergamumo
KDA [49].

Tabako rukymas susijgs su 20 proc. visy kasos vézio atvejy, o rikkanciyjy
rizika susirgti KDA yra padidéjusi dukart, palyginti su neriikanciais
asmenimis. Rizika didéja atitinkamai didéjant per dieng suriikomy cigareéiy
skaiCiui ir rikymo trukmei [64]. Kai kuriy studijy duomenimis, tai yra vienas
i§ reikSmingiausiy kasos vézio rizikos veiksniy, labiausiai didinantis sios ligos
i§sivystymo rizikg [65]. Laimei, tabako rikymo paplitimas mazéja tiek
Europos Sgjungoje [66], tiek Lietuvoje (2.2 pav.) [67].

2019 76,3
2014 75,0
2005 69,0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Neriiko Kartais @ Kasdien

2.2 pav. Lietuvos gyventojy tabako gaminiy riikymo jpro¢iai procentiniu santykiu
2005, 2014 ir 2019 metais. Saltinis — B] ,,Lietuvos statistika“.
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Asmenys, kurie serga létiniu pankreatitu, turi didesn¢ rizika susirgti
kasos véziu. Apskai¢iuota, kad 5 proc. $iy asmeny per 20 mety suserga KDA
[68]. Si rizika ypa¢ padidéja, kai létiniu kasos uzdegimu susergama jauno
amziaus: esant paveldimam arba tropiniam pankreatitui, rizika sirgti kasos
véziu padidéja bent 50 karty [68]. Pagal kitos studijos rezultatus, praéjus
5 metams nuo susirgimo létiniu pankreatitu, KDA i$sivystymo rizika padidéja
beveik 8 kartus [69]. Sergamumas létiniu pankreatitu, pagal tyrimus, turi
tendencija didéti [70], taigi §io rizikos veiksnio aktualumas taip pat nemazés.

Gausus alkoholiniy gérimy vartojimas (daugiau negu 3 alkoholio
vienetai per dieng) susijes su didesne kasos vézio iSsivystymo rizika [71].
Atitinkamai saikingas alkoholio vartojimas veikia kaip prevencinis KDA
atsiradimo veiksnys [72]. Europoje atliktame dideliame multicentriniame
tyrime nustatyta viduting, bet statistiSkai reikSminga kasos véZio ir
piktnaudziavimo alkoholiu sasaja [73]. Taip pat palygintos alkoholio rasys:
alus ir spiritiniai alkoholiniai gérimai sukelia didesng KDA i$sivystymo rizikg
nei vynas.

Dar vienas svarbus kasos vézio rizikos veiksnys yra paveldimumas.
Susirgimo $ia liga rizika padidéja nuo 2 iki 3 karty, jeigu asmens tévai, broliai,
sesés ar vaikai sirgo KDA [2]. Kito tyrimo nustatyta, kad kuo daugiau pirmos
eilés giminaiciy serga Sia liga, tuo labiau didéja susirgimo rizika: jeigu serga
vienas giminaitis, susirgimo rizika yra padidéjusi 4,5 karto, jeigu du —
6,4 karto, jeigu trys ar daugiau — iki 32 karty [74]. Manoma, kad 10 proc. kasos
vézio atvejy yra nulemti genetinés predispozicijos [58].

Kiti du svarbiis nemodifikuojami rizikos veiksniai yra lytis ir amzius.
D¢l lyties jtakos KDA i$sivystyti duomenys yra priestaringi: pagal vienus
Saltinius, didesng rizikg susirgti turi vyrai [58], pagal kitus — moterys [75]. Tai
gali biiti priezastimi, kodél Jungtinés Europos gastroenterology organizacijos
ataskaitoje neisskiriama lytis kaip kasos vézio rizikos veiksnys [2]. Kita
vertus, dél amziaus didéjanti rizika susirgti KDA yra ne karta jrodyta ir
visuotinai pripazjstama: du trec¢daliai visy ligoniy yra vyresni negu 65 mety
[2, 58, 75].

Taigi yra nustatyta visa grupé aktualiy kasos vézio rizikos veiksniy, kuriy
rizikos veiksniy yra modifikuojami, tai leidzia imtis efektyviy prevenciniy
priemoniy.
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2.3. Kasos vézio onkogenezé, reikSmingiausios mutacijos ir ligos
unikaluma lemiantys veiksniai

Kasos duktaliné adenokarcinoma — egzokrininés kasos dalies piktybinis
navikas, kurj sudaro sutrikusios diferenciacijos epitelinés Iastelés su gausia
rySkia desmoplastine stroma ir grupémis jsiterpusiomis duktalinio epitelio
lastelémis [76]. Manoma, kad kiekvienas kasos vézys iki visiskai
susiformuoja pereina tam tikras stadijas. Dél pakitusiy acinariniy lasteliy visy
pirma vystosi acinariné-duktaliné metaplazija, véliau atsiranda pankreatiné
intraepiteliné neoplazija 1 (PanIN1), pankreatiné intraepiteliné neoplazija
2 (PanIN2), pankreatiné intraepiteliné neoplazija 3 (PanIN3) ir galiausiai
KDA [77]. Galutinés priezastys, lemiancios §j patogenezinj mechanizma,
neistirtos, bet pasaulyje $ia linkme atlickama daug tyrimy ir dauguma
reik§mingy genetiniy mutacijy jau nustatyta. Taip pat istirti ir nustatyti KDA
unikalumga lemiantys veiksniai.

Tiriant KDA méginius matoma, kad kiekvienam pacientui budingas
skirtingas jvykusiy genetiniy mutacijy, lémusiy onkologinés ligos
i§sivystyma, rinkinys. Nepaisant to, tam tikry mutacijy aptinkama daugelyje
KDA ir galima susidaryti jspiidj, kad yra molekuliniy mechanizmy, lemianciy
kasos vézio susiformavima.

Kras yra pirmasis onkogenas, identifikuotas kaip turintis kritine svarba
KDA issivystyti. Manoma, kad Kras GTP-azé lemia naviko proliferacija,
diferenciacija ir paciento i§gyvenamumg [78]. Kras 12-0jo kodono aktyvacija
nustatyta beveik 100 proc. KDA ir daugelyje PanIN istirty audiniy méginiy
[79, 80]. Kras onkogeno reik§mé patvirtinta atlikus tyrimus su KDA lgsteliy
linijjomis, kuriose Kras buvo genetiskai nuslopintas ir tai lémé reikSminga
KDA lasteliy augimo sulétéjima [81]. Vien Kras mutacijos aktyvinimo
nepakanka kasos véziui susiformuoti, nes §i mutacija nustatoma ir daugelyje
létinio pankreatito audiniy méginiy [82]. Kita vertus, tai paaiskina, kodél $i
biiklé yra KDA iSsivystymo rizikos veiksnys.

Antra pagal daznuma genetiné mutacija, nustatoma KDA meéginiuose,
yra ARF tumoro supresoriaus Ink4a lokuse jvykstanti mutacija. Ji nustatoma
iki 95 proc. kasos vézio atvejy [79]. Sis lokusas yra atsakingas uz tinkama
lastelés senéjimo procesa kaip atsaka j stresa, amziy ar telomery erozija [83].
In vivo tyrimy jrodyta, kad $io geno lokuso funkcijos praradimas kartu su Kras
aktyvinimu lemia KDA issivystyma [84, 85]. Taigi tikétina, kad, jvykus Kras
aktyvacijos ir ARF mutacijos nulemto lagsteliy senéjimo sutrikimo
kombinacijai, susidaro tinkamos aplinkybés isivystyti KDA. Sio geno lokuso
mutacijy taip pat buvo aptikta Iétinio pankreatito audiniy méginiuose [86].
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Dar vienas tumoro supresoriaus baltymas, galimai atsakingas uz KDA
heterogeniskuma, agresyvuma ir atsparumg skiriamai chemoterapijai, yra p53
[87, 88]. Sis proteinas akumuliuoja mutacijas, jvykstan¢ias dél aktyviyjy
deguonies formy ar telomery sutrumpéjimo. Sios mutacijos biidingos
ankstyvosioms kasos vézio stadijoms, PanIN pazeidimams [79, 89]. p53
mutacijos nustatomos apie pus¢ KDA atvejy, bet kur kas dazniau aptinkama
Sio baltymo geno supresija [79, 80, 90].

SMAD4 yra kitas svarbus tumoro supresoriaus baltymas, kurio geno
pazeidimy taip pat daznai aptinkama PanIN méginiuose ir iki 50 proc. KDA
atvejy [80, 91].

Kasos vézio patogenezés metu jvykstantys pakitimai lemia Sios
onkologinés ligos unikaluma, palyginti su kitomis vézZinémis ligomis. Vienas
i§ tokiy pakitimy — itin rySki desmoplastiné stroma, kuri gali sudaryti iki
90 proc. naviko tiirio ir lemia jo mechaninj kietuma. Manoma, kad $is audinys
susiformuoja i$ su véziu susijusiy fibroblasty, o jy atsiranda dél 1étinio naviko
sukelto uzdegimo, kuris aktyvina kasos Zvaigzdines lasteles. Sios lastelés
KDA patogenezés metu pagamina didelj kiekj ekstraceliulinio matrikso [92].
Kai kuriy mokslininky nuomone, Sios lastelés onkologinés ligos eigai yra
tokios pat svarbios, o gal net ir svarbesnés uz pacias KDA lasteles [93]. Dar
viena itin kasos véZiui bidinga savybé — hipoksiné aplinka. Si aplinkybé yra
lemiama ryskios desmoplastinés stromos ir to nulemtos hipovaskuliarizacijos,
0 tai vice versa skatina kasos Zvaigzdiniy lasteliy aktyvacija ir tolesne stromos
produkcija [94, 95]. Si hipoksiné ir gausi ekstraceliulinio matrikso aplinka
nulemia dar vieng KDA budinga savybe — imunosupresing aplinkg dél
sutrikdyto T limfocity patekimo j navika ir vélesnio aktyvinimo [96-98].

2.4. Kasos vézio patogenezés moksliniai tyrimai Lietuvoje

Lietuva pasaulyje zinoma dél savo iSvystyty mokslo institucijy ir
jzvalgiy bei kruopsc¢iy mokslininky. Tarp Siy tyréjy atliekamy darby yra
nemazai tyrimy, susijusiy su kasos vézio patogeneze.

Dalis $iy tyrimy atlikta in vitro buidu tiriant kasos vézio lasteliy linijas,
jas veikiant tais paciais gydymo metodais kaip ir ligonius (radioterapija,
chemoterapija) ir vertinant $io gydymo poveikj [99, 100]. Viename i§ tokiy
tyrimy net sukurta ir iSanalizuota nauja kasos vézio lasteliy linija pavadinimu
,Capan-26 [101], o kitame tirtas specialiy nanodaleliy poveikis kasos vézio
lasteléms [102]. Lietuvos mokslininkai taip pat yra atlike svarbiy $ios ligos
jtakos ligoniy metaboliniams pokyc¢iams, kurie galiausiai lemia gyvenimo
kokybés blogéjima ir blogesne Siy ligoniy gydymo baigti, tyrimy [60, 103]. I$
atlikty klinikiniy studijy iSsiskiria randomizuotas skirtingy diagnostiniy
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algoritmy gebéjimo atlikti kasos véZzio ir létinio pankreatito tikslig diferencing
diagnostika tyrimas [104].

Kasos vézio biozymeny tyrimy srityje Lietuvoje pasizyméjo tyréjas dr.
Jaroslav Tumas, identifikaves aminortig§ciy profilius, kurie gali padéti kasos
naviky (piktybiniy vs. gerybiniy) diferencinéje diagnostikoje, taip pat
nustatant kasos vézio tipus, tuo prisidedama prie Sios ligos individualizuotos
medicinos tobulinimo [24].

2019 metais Lietuvos mokslo premija uz 15 mety mokslinj darbg kasos
navikiniy ir uzdegiminiy ligy srityje apdovanoti Lietuvos sveikatos moksly
universiteto mokslininkai profesoriai Giedrius Barauskas, Antanas Gulbinas
ir Zilvinas Dambrauskas. llgametis tyréjy darbas matomas desimtyse issamiy
moksliniy publikacijy [60, 105-108].

2.5. Kasos vézio ankstyvoji diagnostika ir individualizuotas gydymas

2.5.1. Efektyviy ankstyvosios diagnostikos metodiky trakumai

Kasos vézio diagnozavimas ankstyvosiose stadijose leidzia taikyti
vienintelj efektyvy gydymo biida — radikalia chirurging operacija. Deja, toks
gydymas galimas tik 15-20 proc. ligoniy [19, 93]. Didesnés tokiu bidu
operuojamy ligoniy dalies pasiekti nepavyksta, nes néra kasos vézio
ankstyvosios diagnostikos programos. KDA issivystymo rizika bendroje
populiacijoje per visa asmens gyvenimg néra didelé — 0,5-1 proc. [109], o
90 proc. asmeny diagnozés nustatymo metu ligos simptomy nejaucia [93].
Taigi sukurti efektyvig ir ekonomiskai naudingg ankstyvosios diagnostikos
programa visos populiacijos tyrimui yra sudétinga.

Atlikty tyrimy nustatyta, kad 40 proc. kasos vézio atvejy yra sporadiniai,
30 proc. susije su tabako rukymu, 15 proc. —su netinkama mityba, 10-15 proc.
— Su genetine predispozicija ir < 5 proc. — su létiniu pankreatitu [109]. Taigi
panasu, kad rizikos grupiy, turin¢iy vieng ar daugiau rizikos veiksniy, tyrimai
galimai bty perspektyvesni. Bet ir Sioms grupés efektyviy ankstyvosios
diagnostikos metodiky dar néra sukurta. Atlikti tokios placios visuomenés
dalies radiologinius tyrimus buty sudétinga dél jy kainos ir riboto
prieinamumo.

Siuo atveju daug vilties teikia vadinamoji skystoji biopsija, kai, atliekant
kiino skysc¢iy (kraujo, §lapimo, seiliy) tyrimus, gaunama iSsami informacija
apie galimg onkologing liga. DaZniausiai Siomis metodikomis tiriamos
medZziagos yra jvairlis baltymai, cirkuliuojancios vézinés deoksiribonukleino
ragstys (DNR) ir ribonukleino riigstys (RNR) arba net nuo tumoro
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atsilaisvinusios vézinés lastelés. Jau yra atlikta nemazai ikiklinikiniy Sios
krypties studijy, bet klinikingje praktikoje pritaikomo metodo néra sukurta
[110-112]. Vienas i§ svarbiausiy vis dar esamy tokios sistemos trikumy yra
mazas diferencinés diagnostikos pajégumas, kai KDA siekiama atskirti nuo
biopsijy technologija — pirmiau minéty medziagy paieska kiino skysciuose,
kur jy koncentracija yra itin maza. Pavyzdziui, radiologiniais tyrimais
aptinkamas 1 cm skersmens kasos vézys gali nesintezuoti ir nei$skirti
pakankamo kiekio pakitusiy molekuliy, kad jas galéty aptikti Siuolaikiné
laboratoriné jranga [93]. Tai ypac aktualu, kai yra tiriama cirkuliuojanti véziné
DNR, kurios paprastai aptinkama itin mazos koncentracijos. Taip pat kai
kurios mutacijos, pvz., Kras, nustatomos ne tik KDA, bet ir sergant kitomis
vézinémis ligomis ar net gerybinése kasos cistose ir ne visada reiskia didesne
supiktybéjimo rizikg [114, 115]. Galima gauti klaidingai teigiamy tyrimo
rezultaty, kuriy turéty bati itin vengiama dél sukeliamo nepagristo streso
tiriamiesiems. Dél to $iuo metu yra rekomenduojama §ias mutacijas tirti ne tik
kokybiskai, bet ir kiekybiSkai arba net derinti Siuos tyrimus su baltymine
analize [93].

Kasos vézio ankstyvosios diagnostikos programai sukurti reikia
pazangos dviejose srityse. Viena, jau aptarta, yra ankstyvy vézio formy
aptikimo metodikos tobulinimas. Kita sritis, ne ka maziau svarbi, sukurti tokig
metodikg, kuri leisty identifikuoti asmenis, turin¢ius didZiausia KDA
issivystymo rizika. Si metodika turéty apimti ne tik jau identifikuotus rizikos
veiksnius, bet ir kompiuteriy programy arba dirbtinio intelekto atlickama
asmens elektroninés sveikatos sistemos jrasy, joje atsirandanciy per visg tokio
asmens gyvenima, analizg. Dirbtinio intelekto gebéjimas aiskiai identifikuoti
kasos vézio rizikos grupes, kurioms indikuotini papildomi tyrimai, jau
patikrintas atliktoje studijoje [116]. Atitinkamos ankstyvosios diagnostikos
programos, kai reguliariai tiriama tiksliai atrinka rizikos grupé, jrodé savo
nauda. Viename S$iy tyrimy 354 pacientai buvo stebimi 16 mety [117].
Stebéjimo metu, atsizvelgiant j Kasos vézio iSsivystymo rizika, kas 3, 6 arba
12 ménesiy buvo atliekamas endoskopinis ultragarsinis tyrimas, kompiuteriné
tomografija arba magnetinio rezonanso tomografija. Per studijos laikotarpj
14 Sios grupés asmeny susirgo KDA. Tyrimo rezultatas: 90 proc. pacienty
buvo galima atlikti radikalia operacija, 0 trejy mety iSgyvenamumas pasieké
85 proc.

Taigi kasos vézio ankstyvosios diagnostikos programa dar néra sukurta,
bet nubréztos aiSkios kryptys, kuriomis reikia judéti. Tai yra rizikos grupiy
identifikavimas, pasinaudojant kompiuteriy programomis arba dirbtiniu
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tyrimai ir bandomosios studijos jau pateikia daug zadanciy rezultaty, todél
reikia tik kazkiek laiko, kol tokia programa bus sukurta.

2.5.2. Tobuléjantis KDA chirurginis gydymas

Galimybé atlikti radikalias chirurgines operacijas ligoniams, sergantiems
kasos duktaline adenokarcinoma, pastaruoju metu didéja. Ji padidéjo nuo
5 proc. [118] XX amziaus viduryje iki 15-20 proc. §iais laikais [19, 93]. Tai,
daugelio tyréjy nuomone, lémé patobuléjusi neoadjuvantiné¢ chemoterapija,
pageréjusi chirurginé technika ir jranga bei iStobuléjusi perioperaciné ligoniy
priezitra [119]. Per tg patj laikotarpj pooperacinis mirStamumas po tokiy
operacijy reik§mingai sumaz¢jo ir dabar tesiekia maziau nei 5 proc. [120].
Manoma, kad vienas i§ pagrindiniy veiksniy, Iémusiy § mir§tamumo
sumazgéjimg ir geresne pooepracine baigti, buvo kasos chirurginiy operacijy
atlikimo sukoncentravimas specializuotuose centruose [121]. Kitas svarbus
veiksnys — optimizuota pooperaciniy komplikacijy priezitra dél padidéjusio
tarpdisciplininio komandinio darbo [119]. Patobulé¢jo ir adjuvantiné
chemoterapija, lémusi iSaugus] bendra iSgyvenamuma po KDA operacinio
gydymo [119]. Bendrai tobuléjant gydymui atsirado net nauja KDA i$plitima
apibtidinanti sagvoka — paribiskai operabilus navikas [122]. Tai toks navikas,
kai atliekant radikalig operacija yra didesné tikimybé nevisiskai rezekuoti
navika ir dél to turéti blogesne gydymo baigtj. Geriausias gydymo biidas esant
tokio tipo navikui tebéra diskusijy objektas [119]. Tuo tarpu esant dar vienam
KDA i8plitmo tipui, vietiskai iSplitusiam navikui, tinkamiausia yra skirti
neoadjuvanting chemoterapija. Tai leidzia 60 proc. ligoniy galy gale atlikti
chirurging operacija [123]. Taigi per paskutinius deSimtmecius KDA
chriruginio gydymo galimybés iSsiplété ir patobuléjo, bet tai iSlieka sudétinis
multidisciplininés $iy ligoniy prieziiiros elementas.

2.5.3. Ligoniy istyrimas chemorezistencijai numatyti —
KDA gydymo ateitis

Kasos vézys dél budingo gausaus jvairiy mutacijy skai¢iaus biina itin
heterogeniskas ir dél to Sia liga serganciy pacienty atsakas j skiriama gydyma
dazniausiai skirtingas [29-31]. Viena i§ kasos vézio gydymo aktualijy —
chemorezistencija ir sudétingai prognozuojama ligos eiga. Taigi susidaro
ispudis, kad galimai yra tam tikry KDA potipiy, kuriy kiekvienam biity galima
pasitlyti individualizuota medicina paremta gydymo metodika. Siekiant
jvertinti galima tokiy potipiy egzistavimg atlikti tyrimai jne$¢ daugiau
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aiSkumo Sia tema, bet unifikuotai KDA potipiy nenustaté, taip pat nebuvo
daugiau démesio skirta chemorezistencijai [24, 80, 124-126]. Tik Waddel su
bendraautoriais tarp savo darbo rezultaty pateikia tikétinus terapinio atsako
biozymenis j platinos pagrindu skiriamg chemoterapija. I8 tikryjy klinikinéje
praktikoje reik§mingo kasos vézio galimos chemorezistencijos bioZymens,
kuris galéty KDA sugrupuoti pagal tikéting atsaka j chemoterapijg, praktiskai
néra. Siuo metu aukso standarto biozymuo CA19-9 gali bati naudojamas ne
tik kasos vézio diagnozés tikimybei jvertinti, bet ir siekiant vertinti atsaka i
paskirta chemoterapijg, prognozuoti ligos stadijg, chirurginio gydymo baigtj
[127-133]. Taip pat nustatyta CA19-9 savybé, kuri leidzia pagal jo
koncentracijos dinamika neoadjuvantinés chemoterapijos metu numatyti
tinkamiausig adjuvantinés chemoterapijos rezimg [134]. Vis délto néra
duomeny apie CA19-9 galimybe prognozuoti atsaka j chemoterapija dar
padioje ligos pradzioje, iskart po diagnozés nustatymo. Siuo metu daugelis
mokslininky ir klinicisty linke manyti, kad kasos vézj reikia vertinti ne kaip
vienalyte liga, net ir tuo atveju, kai liga yra iSplitusi ir chemoterapija yra
praktiskai vienintelis gydymo variantas. Tokiu biidu i§vengiama ,,vienas dydis
tinka visiems® pozifirio ir pacientai yra apsaugomi nuo medikamenty toksinio
poveikio ir Salutiniy reakcijy, kurie kai Kkuriais atvejais nepailgina
i§gyvenamumo ir nepagerina gyvenimo kokybés.

Siuo metu pagrindinés adjuvantinés chemoterapijos schemos KDA
gydyti yra FOLFIRINOX (FOL - foliné ragstis, F — fluorouracilas, IRIN —
irinotekanas, OX — oksaliplatina) ir gemcitabino pagrindu bei galimos jvairios
§iy schemy modifikacijos, papildymai. Nors abiejy schemy pagrindu skiriamo
gydymo efektyvumas jau Sio amziaus pradzioje buvo jrodytas ir patvirtintas
mazai jautris Sioms gydymo metodikoms. Identifikuoti Siems KDA tipams
skirti tam tikros raSies bioZymenys — chemoterapijos rezistencijos
biozymenys.

Atliktose bandomosiose klinikinése studijose kaip galimi kasos vézio
chemoterapijos rezistencijos biozymenys yra istirtos kelios medziagos. JoOS
gali atverti duris individualizuotai medicinai $ioje onkologijos srityje. Shin et
al. pagal hENT1 (angl. human Equilibrative Nucleoside Transporter 1)
baltymo ekspresija KDA audiniuose atrinko grupe ligoniy ir jg suskirsté j du
pogrupius. Pirmas pogrupis buvo su maza hENT1 ekspresija (< 50 % audinio),
ligoniams skirtas adjuvantinis 5-fluorouracilas su folio rtgstimi. Antro
pogrupio ligoniai su didele hENT1 ekspresija (> 50 % audinio), jiems skirtas
adjuvantinis gemcitabinas. Véliau visi Sie ligoniai buvo palyginti su
kontroline tiriamyjy grupe, kuriai chemoterapija buvo skirta neatsizvelgiant |
hENT1 ekspresija. Rezultatas — pagal hENT1 ekspresija KDA audinyje
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ligoniams paskyrus chemoterapinj gydyma statistiskai reikSmingai pageréjo
iSgyvenamumas be ligos (IBL) ir bendras iSgyvenamumas (Bl), palyginti
Siuos ligonius su kontroline grupe: 22,9 vs. 10,9 ménesio (p = 0,043) ir
36,2 vs. 22,1 ménesio (p = 0,001). Kita studija taip pat paskelbta 2021 metais,
joje Gao su bendraautoriais kaip galimag KDA biozymenj jvertinto glikang —
sialintg (sialilinimas — kovalentinis sialo rugsties pridéjimas terminaliniame
glikoproteino gale) su tumoru susijusj antigeng (angl. sialylated Tumor-
Related Antigen (STRA)) [137]. Tyrime jvertinti STRA ekspresija jvairiy tipy
KDA lasteliy linijose, organoiduose, pirminiuose navikuose ir kraujo
plazmoje. Atlikus studija nustatyta, kad lgsteliy linijjos su sSTRA buvo
atsparios 7 dazniausiai nuo kasos vézio skiriamiems chemoterapiniams
preparatams, pacientams su STRA ekspresuojanéiu pirminiu naviku skiriama
chemoterapija nedavé statistiskai reikSmingo efekto (skirtingai nei pacientams
su sSTRA neekspresuojanciu pirminiu naviku), 0 pacientams su kraujo
plazmoje aptinkama padidéjusia STRA Koncentracija pasireiské greitas ligos
atkrytis po neoadjuvantinés chemoterapijos.

Taigi individualizuota medicina paremti medicinos sprendimai turéty
teikti daugiau galimybiy parenkant ligoniui tinkamiausig chemoterapinj
preparatg ir tokiu btudu pagerinti $iy ligoniy iSgyvenamuma, kuris §iuo metu
yra vienas i§ blogiausiy tarp visy onkologiniy ligy. Chemorezistencijos
prognostiniai bioZymenys, kuriy nustatoma tiek pa¢iame navike, tiek ligoniy
kraujyje, tikétinai yra perspektyviausia priemoné tikslui pasiekti Sioje srityje.
Siuo metu naudojamas biozymuo CA19-9 neturi galimybés KDA diagnozés
nustatymo pradzioje jvertinti galimo atsako j buisimg chemoterapinj gydyma,
dél to mokslininkai ieSko kito. Atlikti tyrimai, ypac paskelbti Siais metais,
atskleidé kelias medziagas, turinCias tokio bioZymens savybiy, ir net
preliminariai jrodé galimg jy klinikinj efektyvuma.

2.6. Kasos vézio bioZymenys

SNV —

Remiantis Nacionalinio vézio instituto (angl. National Cancer Institute
at the National Institutes of Health, USA) rekomenduojamu apibrézimu,
biozymuo — biologiné molekulé, randama kraujyje, kituose kiino skyscCiuose
ar audiniuose, kuri yra normalaus ar nenormalaus proceso, biklés ar ligos
pozymis [138]. BioZymenys yra vienas i§ pagrindiniy daugelio onkologiniy
ligy diagnostikos, prognozavimo ir atsako j gydyma vertinimo elementy.
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Ne i$imtis yra ir kasos véZzys, kurio diagnostikai ir eigai prognozuoti dabar yra
naudojami keli bioZymenys.

CA19-9 Siuo metu visuotinai pripazjstamas kaip aukso standarto KDA
biozymuo. Sis biozymuo atrastas dar 1982 m. ir yra tolygiai pasiskirstes
pankreatobiliarinés sistemos lgstelése [139]. Nuo pat atradimo CA19-9 buvo
jvertintas kaip galimas biozymuo ir jvairioms kitoms onkologinéms ligoms:
kolorektaliniam, skrandzio, tulZies lataky, kiausidziy véziui [140]. Vis délto
didziausia jo pritaikymo galimybé nustatyta kasos véziui [7]. Tai vienintelis
JAV maisto ir vaisty administracijos patvirtintas kasos véZio bioZymuo.
Nepaisant to, Sis biozymuo turi ne vieng trikuma, kuris riboja jo platesnj
pritaikyma. CA19-9 jautrumas ir specifiskumas yra nepakankami, dél to jo
negalima naudoti kasos vézio prevencinése programose, siekiant diagnozuoti
ankstyvas ligos formas [7, 141-143]. Kitas svarbus trikumas, nulemtas Sio
bioZymens gausaus pasiskirstymo visoje pankreatobiliarinéje sistemoje —
gaunami  klaidingai teigiami tyrimo rezultatai esant gerybinéms
hepatopankreatobiliarinés sistemos ligoms: obstrukcinei geltai, cholangitui,
pankreatitui, kepeny cirozei, kepeny ir kasos cistiniams navikams [10, 11,
144]. CA19-9 ekspresija taip pat priklauso nuo Lewis kraujo grupés. Asmenys,
turintys Lewis (a+b—) ir Lewis (a—b+) kraujo grupes, gali sintetinti CA19-9, o
5-7 proc. populiacijos turi Lewis (a—b—) kraujo grupe ir CA19-9 sintetinti
negali, nes neturi fukoziltransferazés, kuri katalizuoja vieng svarbig Sio
angliavandenio sintezés reakcija [12]. Sio biozymens ekspresija lemia ir
Secretor genotipas [145].

CA19-9 yra netinkamas tikrinti visuomeng, net atrinktas rizikos grupes
dél nepakankamo specifiskumo ir santykinai mazo bendro sergamumo Sia
liga. Sio biozymens jautrumo mediana yra 79 proc., o specifiskumo mediana
— 82 proc. [7]. CA19-9 predikciné verté asimptominiams pacientams yra
0,5-0,9 proc., tai taip pat apribojama ankstyvyjy ligos stadijy identifikavimo
galimybe daugeliui tiriamyjy [143, 146]. Taigi Sio biozymens naudojimas
tokiose patikros programose baigtysi dideliu klaidingai teigiamy tyrimo
rezultaty skai¢iumi, be reikalo sunerimusiais tiriamaisiais ir reikSmingais
sveikatos prieziiiros sistemos kastais dél reikalingy atlikti papildomy tyrimy
siekiant atmesti KDA diagnoze¢. Tam, kad biozymuo biity tinkamas tokioms
patikros programoms, jo jautrumas ir specifiSskumas turéty bati arti 100 proc.
[144].

Nepaisant prie§ beveik tris deSimtmecius jvykusio atradimo, CA19-9 i§
naujo domina mokslininkus ir tyréjus dél galimo pritaikymo. Luo et al.
nustate, kad CA19-9 jautrumg ir neigiamg predikcing verte galima padidinti,
pries tai atlikus tiriamyjy Lewis ir Secretor genotipavima [147]. Nors tokia
galimybé ir reikSmingai iSple¢ia CA19-9 naudojimo ribas, patys genotipavimo
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tyrimai yra brangis ir dar nesukurta platesnio jy pritaikymo klinikingje
praktikoje technologijy. Atrasta ir galimybé §j biozymenj panaudoti vertinant
atsaka | skiriamg chemoterapija. CA19-9 koncentracija kinta priklausomai
nuo chemoterapijos efektyvumo, kai kasos vézys gydomas jvairiose i$plitimo
stadijose [127-129], o koncentracijos padidéjimas po operacijos gali buti
ankstyvas ir patikimas KDA atkry¢io pozymis [148]. Vis délto Siuo metu
pasaulyje itin ieSkomas kasos vézio biozymuo Su chemorezistencijos
predikcijos savybe, kurios CA19-9 neaprasyta.

Kiti véziniai biozymenys, turintys karbohidratinj antigena, jskaitant
CA242, CA50, CA195, CA72-4, CAL25, taip pat buvo istirti dél galimo
pritaikymo kasos véziu serganciy ligoniy klinikingje prieziiiroje, bet pasirodé
esantys maziau jautras ir specifiski nei CA19-9 [149, 150].

IS minéty bioZymeny su karbohidratiniu antigenu galima iSskirti CA242.
Sio biozymens reik§mé isryskéjo paskutiniais metais, atlikus didelés apimties
tyrimus, ir lemia jo naudojima klinikinéje praktikoje. Dou et al. Kinijoje
atliktame tyrime iStyré CA242 koncentracija 34 680 pacienty kraujo serumo
méginiuose ir nustaté reikSmingg jo koncentracijos padidéjimag ligoniy,
serganéiy KDA, kraujyje [151]. Sio biozymens panaudojimas kartu su
CA19-9 ispleCia pastarojo diagnostines savybes, ypa¢ diagnozuojant
metaanalize [149, 152, 153]. Taip pat manoma, kad dél maZesnés ekspresijos
kasos ir tulzies latakuose, CA242 yra jautresnis diferencingje KDA ir 1étinio
pankreatito diagnostikoje uz CA19-9 [154]. Tikétina galutinj aiSkumg dél
CA242 vietos klinikinéje praktikoje jne$ tarptautiné metaanalizé, kurios
tyrimo protokolas jau paskelbtas [155].

Pagal §j protokola atlickamas tyrimas turéty jvertinti ir kitg biozymenj su
karbohidratiniu antigenu, CA125 ir jo vietg ligoniy, serganciy KDA,
prieziiiroje. Sis biozymuo laikomas aukso standartu tiriant ligonius dél
kiausidziy vézio, dél to jis yra gana paplites ir lengvai prieinamas klinikingje
praktikoje. 1986 m. aprasytas ir galimas §io biozymens pritaikymas tiriant
ligonius dél jtariamo kasos vézio [156]. Nuo tada atlikta nemazai tyrimuy,
kuriais vertintas galimas CA125 pritaikymas pankreatologijoje. Liu et al.
nustaté Sio bioZymens s3sajas su metastazavusiu kasos véziu [157]. Jiang et
al. imunohistocheminiu metodu pademonstravo normalaus kasos audinio ir
KDA CA125 ekspresijos skirtumus [158]. Luo et al. net nustaté Sio bioZymens
pranaSumg prognozuojant kasos vézio rezektabiluma, palyginti su CA19-9
[159]. Taip pat CA125 yra itin perspektyvus pacientams su Lewis (a—b—)
kraujo grupe ir negaminantiems CA19-9, kurie yra tiriami ir gydomi dél kasos
vézio [160]. Vis délto susidaro jspudis, kad pats vienas CA125 yra per mazai
jautrus ir specifiskas, kad ji buty galima naudoti klinikingje praktikoje
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pavieniui. Kita vertus, atlikti tyrimai rodo, kad CA125 naudojant kartu su
kitais KDA biozymenimis, biina sinergetinis efektas ir padidéja visy
naudojamy bioZymeny efektyvumas [161-165].

Kitos grupés biozymuo, dazniausiai naudojamas ligoniy, serganciy
storosios Zarnos véziu, priezitiroje, bet turintis savo vaidmen; ir kasos vézio
medicinoje yra karcinoembrioninis antigenas, arba CEA. Sis biozymuo
priklauso su karcinoembrioniniu antigenu susijusiy lasteliy adhezijos
molekuléms, o pilnas ir daznai primirStas pavadinimas yra su
karcinoembrioniniu  antigenu susijusi lasteliy adhezijos molekulé
5 (CEACAMS5). 2020 m. Olandijos mokslininky atliktoje studijoje
rekomenduojama naudoti CEA per multidisciplininius onkologiniy ligoniy
aptarimus dél jo itin didelés koreliacijos su KDA rezektabilumu [130]. Sis
biozymuo, Kaip ir CA125, yra tinkamas tirti pacientus, turin¢ius Lewis (a—b—)
kraujo grupe ir todél neturin¢ius CA19-9 ekspresijos [160]. Jvertinus visus
duomenis taip pat persasi ivada, kad vienas CEA yra per silpnas, kad jj bty
galima naudoti vieng. Tai pagrindzia ir atlikti tyrimai, kai CEA naudojant
kartu su kitais biozymenimis padidéja visy naudojamy bioZzymeny
efektyvumas [162, 166-168].

Ivertinus Siuo metu klinikingje praktikoje naudojamus biozymenis
(CA19-9, CA242, CA125 ir CEA) akivaizdu, kad juos galima naudoti kasos
siekiant pagerinti $iy ligoniy gydymo baigtj. Tai yra KDA ankstyvoji
diagnostika, prevencijos programos bei individualizuota medicina, ypac
galimos chemorezistencijos numatymas.

2.6.2. Kuino audiniai ir skysciai, kuriuose galima tirti biozymenis

Kasos vézio biozymeny paieskai gali biiti panaudoti jvairlis Zmogaus
kiino audiniai ir skys€iai. Vieni yra gaunami be invaziniy metodiky, pvz.,
Slapimas ar seilés, kitiems reikia minimalios invazijos, pvz., kraujui, dar kity
surinkimas yra itin invazyvus, pvz., kasos audinio, suléiy ar cisty skyscio.
Galimy gauti biozymeny kiekis ir tipai taip pat skiriasi. Juos toliau
panagrinésime $iame poskyryje.

Kasos audinys. Kaip ir galima tikétis, Siame darinyje yra aptinkama
daugiausiai jvairiy galimy biozymeny. Dél to tai puiki tiriamoji medziaga
biozymeny atradimo etape. Kita vertus, Sios medziagos surinkimas labai
invazyvus, reikalinga chirurginé operacija arba biopsija. Tai riboja didesnio
kiekio méginiy surinkimg, dél to kasos audinio nebegalima panaudoti
validizacijos etape. Taigi kasos audinys yra puiki tiriamoji medziaga atradimo
etape, leidzianti identifikuoti gausy sgrasg patikimy biozymeny kandidaty, bet
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dél invazyvaus surinkimo budo tolesniais tyrimo etapais paprastai
nebenaudojama.

Kraujas. Tai vienas placiausiai tiriamy ir lengviausiai prieinamy
organizmo skyséiy biozymeny tyrimams. Cia gausu jvairiy baltymy, galimy
KDA biozymeny. Kraujo plazmos interleukinas 11 buvo nustatytas kaip
galimas kasos vézio biozymuo, turintis 97,7 proc. jautrumag ir 70 proc.
specifiSkumg [169]. Kraujyje aptinkamas makrofagy inhibicinis citokinas
1 turi ankstyvyjy KDA stadijy diagnostinio biozymens savybiy [36]. Kraujo
komplemento faktorius b taip pat turi kasos vézio diagnostinio biozymens
savybiy, leidzia diferencijuoti KDA nuo kity gastrointestiniy naviky [170].
Kraujo autoantikiinai prie§ su naviku susijusius antigenus taip pat gali buti
panaudoti kaip kasos véZio diagnostiniai biozymenys, pasizymintis mazesniu
jautrumu (< 50 proc.), bet dideliu specifiskumu (> 90 proc.) [171]. Kraujo
méginiai yra ir metabolomikos tyrimy objektas, nes juose aptinkama
reikSmingy, su KDA susijusiy, ivairiy metabolity koncentracijy pakitimy
[172,173].

Kraujyje taip pat galima aptikti egzosomy — pastaruoju metu intensyviai
tiriamy nanodaleliy. Tai jvairiy lasteliy i$skiriamos ekstraceliulinés puslelés,
kurios turi pakitusiy DNR, RNR ir baltymy. ,,Nature* Zurnale paskelbtoje
publikacijoje nurodoma, kad kraujo serume aptinkamos egzosomos su
glipikanu-1 leidzia su absoliu¢iu specifiskumu ir jautrumu diferencijuoti
sveikus asmenis, gerybines ir piktybines kasos ligas [174]. Egzosomose taip
pat galima aptikti ir nustatyti kasos KDA budingas jvairias genetines
mutacijas, pavyzdziui, Kras onkogeno mutacijas [175].

Slapimas. Tai, viena vertus, yra puikus biozymeny §altinis, nes yra
gaunamas visiSkai neinvaziniu btdu, o pagal savo sudétj leidzia atlikti
proteominius ir metabolominius tyrimus. Kita vertus, $lapimo baltymy, DNR
ir RNR Kiekis yra ribotas, be to, slapimo sintezé neturi tiesioginio rySio su
pakitimais kasoje [176]. Radon et al. jrodé, kad trijy baltymy-biozymeny
(LYVE-1, REG1A ir TFF1) palet¢ gali identifikuoti ankstyvasias KDA
stadijas su 80 proc. jautrumu ir 76,9 proc. specifiSkumu [177]. Hogendorf et
al. nustaté, kad su neutrofily zelatinaze susijes lipokalinas Slapime taip pat gali
buti panaudotas ankstyvai kasos vézio diagnostikai ir yra pranasesnis uz
kraujo CA19-9 ir CA125 [178]. Be baltymy, kaip galimi §lapimo biozymenys
nustatyti ir mikroRNR (mikroRNR-143, mikroRNR-30e ir mikroRNR-223)
[179]. Visy pastaryjy tyrimy iSanalizuoty $lapimo méginiy Kiekis, nepaisant
lengvo tiriamosios medziagos prieinamumo, yra mazas, atitinkamai: 18 [177],
36 [178] ir 26 [179]. Tiksliau jvertinti Slapimo bioZymeny vaidmenj kasos
véziu serganéiy ligoniy priezitiroje turéty didelés apimties, galimai
multicentrings, prospektyvinés studijos.
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Kasos cisty skystis. Kasos cistos gali biiti gerybinés, ikivézinés ir
vézinés. Diferenciné Siy bikliy diagnostika iki $iol yra i$§tkis net ir
patyrusiems specialistams specializuotuose centruose. Tai gali palengvinti
Siuose cistiniuose pakitimuose aptinkamos medziagos, potencialiis
biozymenys. Jabbar et al. nustate, kad kasos cistos mucinas-5AC ir mucinas-
2 gali atskirti gerybinius pakitimus nuo ikivéZziniy ir véziniy pakitimy 97 proc.
tikslumu [180]. Pagrindinis $iy tyrimy trikumas — biitina invazyvi méginiy
surinkimo metodika.

Kasos sultys. Tai daug biozymeny turintis skystis, tiesiogiai atspindintis
poky¢ius kasoje, kuri galima analizuoti proteomikos, metabolomikos,
genomikos ir transkriptomikos metodais. Wang et al. jrodé, kad padidéjusi
keturiy kasos sul¢iy mikroRNR koncentracija leidzia KDA diagnozuoti su
87 proc. jautrumu ir su 88 proc. specifiskumu, kraujo CA19-9 koncentracijos
itraukimas i Sig schemag jautruma padidino iki 91 proc., o specifiskuma iki
100 proc. [181]. Mateos et al. tyré genetines mutacijas kasos sultyse ir nustaté,
kad mutacijos ir jy kopijy kiekis leidzia patikimai diferencijuoti KDA nuo
intraduktalinés papilinés mucininés neoplazijos (IPMN) [182]. Proteominé
kasos sul¢iy analizé leido nustatyti ARG2 baltyma kaip galimg ankstyvo kasos
vézio biozymenj [183]. Vis délto kasos sultims surinkti reikia chirurginés
operacijos ar bent endoskopinés intervencijos, tai riboja atrasty biozymeny

validizacijg. Taigi nors S§ie tyrimo rezultatai ir padaro aiSkesng KDA
patogenezg, platesnis jy klinikinis pritaikymas yra ribotas.

Seilés. Tai taip pat geras biozymeny Saltinis, 0 joms surinkti nereikia
invaziniy procediry. Kaip galimi KDA biozymenys seilése yra nustatytos
informacinés RNR (KRAS, MBD3L2, ACRV1 ir CDKL3), kurios kasos vézj
gali diagnozuoti su 71 proc. jautrumu ir 69 proc. specifiskumu [184]. Kitu,
taip pat transkriptomikos srities tyrimu, jrodyta, kad seiliy ilgas
nekoduojan¢ias RNR (HOTAIR ir PVTL1) taip pat galima panaudoti KDA
diagnostikai su 78,2 proc. jautrumu ir 90,9 proc. specifiskumu [185].

2.6.3. Su karcinoembrioniniu antigenu susijusios Iasteliy adhezijos
molekulés (CEACAM-ai), jy kaip biozymeny reiksmé

Su karcinoembrioniniu antigenu susijusios lasteliy adhezijos molekulés
(CEACAM-ai) yra grupé baltymy, aptinkamy tik zinduoliuose. Visi
CEACAM-ai sudaro $eimg, o ji atitinkamai priklauso lgsteliy adhezijos
molekuliy imunoglobuliny superSeimai, kurig sudaro didelé¢ grupé lasteliy
pavirSiaus glikoproteiny [186]. CEACAM-y Seimoje yra 12 struktariskai
panasiy baltymy, ekspresuojamy jvairiy lgsteliy apikaliniuose pavirSiuose,
iskaitant epitelines, endotelines ir hemopoetines (2.6.3 lentelé¢) [35].
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Pagrindiné Siy baltymy funkcija — lasteliy tarpusavio adhezija ir atpazinimas,
taip pat jvairiy Igsteliniu lygmeniu vykstan¢iy procesy valdymas, jskaitant
lastelés gyvavimo ciklo etapy reguliavima, tumoro supresija, angiogeneze ir
metastazavimg [186-189]. Kadangi CEACAM-ai valdo tokius svarbius
lasteliy gyvavimo procesus, nestebina ir nustatyta jy jtaka bei reikSmé jvairiy
véziniy ligy, jskaitant KDA, onkogenezéje.

Pirmasis Sios Seimos baltymas atrastas 1965 m. ir iki $iol naudojamas
kaip pagrindinis storosios zarnos vézio biozymuo — CEA (karcinoembrioninis
antigenas) [190]. Toks pavadinimas baltymui duotas dél to, kad bioZymenj
antigeno pavidalu atrade Gold et al. ji aptiko ne tik pirminiame ir
metastatiniame kolorektaliniame vézyje, bet ir 2—6 mén. Zmogaus embriono
zarnoje, kepenyse, kasoje. Vélesnis tyrimas, patvirtings §io biozymens galima
kliniking reik§mg¢, paskelbtas 1972 metais [191]. Jame nurodoma, kad, istyrus
ligoniy, serganciy storosios zarnos véziu, kraujo serumo meéginius, Sis
biozymuo aptiktas 85 proc. méginiy. Dar véliau nustatytas pakartotinio CEA
koncentracijos padidéjimo po radikalios operacijos ir vietinio recidyvo arba
tolimyjy metastaziy rySys [192]. Tobuléjan¢ios monokloniniy antikiiny
technologijos leido klonuoti CEA cDNR [193], pagal kurias toliau klonuoti
bei atrasti ir kiti $ios Seimos baltymai: tulZies glikoproteinas (angl. Biliary
glycoprotein) ir nespecifinis kryzmiSkai reaguojantis antigenas (angl.
Nonspecific cross-reacting antigen) [194, 195]. Siy trijy baltymy reik§me
jvairiy naviky onkogenezéje, galimybé biiti biozymenimis yra labiausiai
iStirta. Véliau atrasta ir daugelis kity $ios Seimos nariy, dél daug skirtingy
pavadinimy jy Klasifikacija tapo per daug sudétinga ir dél to 1999 metais
suvienodinta [187]. Taigi tulzies glikoproteinas tapo su karcinoembrioniniu
antigenu susijusia lgsteliy adhezijos molekule 1 (CEACAML), CEA -
CEACAMS, o nespecifinis kryzmiskai reaguojantis antigenas — CEACAMSG.

Specifing $iy baltymy strukttra leidzia atlikti jiems numatytas funkcijas.
Kiekvienas CEACAM-y Seimos baltymas turi j imunoglobuling panasy
domeng — kompaktiska ~85—110 aminoriig§¢iy struktirg, sudaryta i§ dviejy
B lanky, isdeéstyty vienas priesais kita [196]. Sio domeno formai bidingos
mazos variacijos, dél kuriy galimi keli domeno variantai: kintamasis (angl.
Ig variable, IgV), pastovusis 1 (angl. Ig constant-1, 1gC-1) ir pastovusis
2 (angl. lg constant-2, 1gC-2). Evoliuciniu pozidriu j imunoglobuling
panaSaus domeno formos mazos variacijos yra svarbi sékmés istorija, kuri
paverté $io domeno koduojancias sekas gausiausiais genais zmogaus genome.
Taigi Sis domenas baltymams suteikia universalia sasaja, kurig galima
pritaikyti beveik kiekvienai susijungimo uzduo¢iai. CEACAM-y susijungimo
uzduotys dazniausiai nukreiptos j tos pacios klasés molekules arba juos
pacius, tai jrodyta genetiniu, biocheminiu ir struktariniu lygiu [197, 198].
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2.6.3 lentelé. Zmogaus CEACAM 3eimos baltymy panaudojimas kaip biozymeny

- . - Informacij
Pavadinimas [Senasis pavadinimas BioZymuo VO . ,C ,JOS
Saltiniai
KDA, melanoma, §lapimo
puslés Ca, plauciy Ca,
skrandzio Ca, skydliaukés
Ca, storosios zarnos Ca
CEACAML1 [Tulzies glikoprotei o ’ 231-245
ulzles glikoproteinas galvos ir kaklo Ca, kepeny [ ]
Ca, kriities Ca, kiausidziy
Ca, kepeny Ca, mieloma,
gimdos Ca, prostatos Ca
CEACAMS3 CEA geny Seimos Storosios Zar_r_los Ca, [229, 230]
narys 1 leukemija
CEACAMA CEA geny Seimos Skydhaulfes Ca, [227, 228]
narys 7 stemplés Ca,
Storosios zarnos Ca,
prostatos Ca, plauciy Ca,
CEACAMS Karcmoe_mbrlonlms KDVA, .tu121es_p1'151es Ca, [161, 190,
antigenas Slapimo piislés Ca, 222-226]
kiausidziy Ca, gimdos Ca,
skrandzio Ca, kriities Ca,
KDA, kriities Ca, kiausidziy
Ca, skrandzio Ca, plauciy
Nespecifinis Ca, prostatos Ca, leukemija,
kr p“mi‘k i pt 1Zies piislés C J [35, 205,
CEACAMS yZmska wizies pusies -4, 206, 212—
reaguojantis osteosarkoma, inksto Ca, 221]
antigenas galvos ir kaklo Ca,
cholangiokarcinoma, tulzies
puslés Ca,
CEA oenu Seimos KDA, storosios zarnos Ca,
CEACAMY7 gend skrandzio Ca, krities Ca, [207-211]
narys 2 S
liezuvio
EA Sei i0s 7 kraiti
CEACAMS CEA geny Seimos Storosios zarnos C.Z.l, rities [204-206]
narys 6 Ca, leukemija
CEACAM16 | Atrastas po 1999 m. Néra Néra
CEACAM18 | Atrastas po 1999 m. Néra Néra
" T
CEACAMIO | Atrastas po 1999 m, |~ arpos €a skrandzio Ca, o) 5 q)
krities Ca,
CEACAM20 | Atrastas po 1999 m. Néra Néra
CEACAM21 | Atrastas po 1999 m. Prostatos Ca, kiausidziy Ca [199, 200]

CEACAM - su karcinoembrioniniu antigenu susijusi lasteliy adhezijos molekulé; KDA — kasos
duktaliné adenokarcinoma; CEA — karcinoembrioninis antigenas; Ca — karcinoma.
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2.7. Literatiiros apzvalgos apibendrinimas ir idéja atlikti $ig studija

Ivertinus prieinamus literatiiros Saltinius tampa aiSku, kad KDA iSlicka
itin aktuali neiSsprgsta sveikatos prieziiiros sistemos problema visame
pasaulyje ir Lietuvoje. Sj aktualuma daugiausia lemia Sos ligos
heterogeniskumas, ankstyvos diagnostikos ir individualizuotos medicinos
metody trikumas, daznas KDA chemorezistentyvumas. Siekiant iSspresti Sig
dilema, visame pasaulyje atliekami jvairtis moksliniai tyrimai, tarp kuriy labai
svarbiis yra bioZymeny tyrimai. Dauguma mokslininky sutaria, kad butent
Siose medziagose slypi raktas, kaip iSspresti minétas KDA aktualijas.

Sios disertacijos autorius ir jo darbo vadovas dirbdami klinikinj darbg i§
arti mato kasos vézio sukeliamg nasta sveikatos priezitiros sistemai. Taigi
noréjome prisidéti ne tik sprendziant Sios ligos sukeliamus padarinius, bet
pabandyti spresti priezastis, nulemian¢ias KDA aktualumg, t. y. tinkamy
biozymeny triikumg. D¢l to truputi maziau nei prie§ deSimtmetj buvo
uzmegzti glaudis rysiai su Vilniaus universiteto Gyvybés moksly centro (VU
GMC) Proteomikos centru, kuris turi sukaupes didelj potenciala, techning
bazg ir proteomikos bei baltymy tyrimy patirtj. Pasitléme Sio centro
mokslininkams tinkamai surinkta pakankama kiekj tiriamosios medziagos ir
rezultaty klinikine interpretacija. Greitai rad¢ bendra kalba, po kruopstaus
planavimo nusprendéme atlikti klasikinj kasos véZzio biozymeny tyrima:
atradimo etape proteomikos metodais tirti kasos audinius, antrame etape
biozymenis verifikuoti tuose paciuose kasos audiniuose Western-blot
metodika ir galutiniame etape juos validizuoti kraujo serumo méginiuose.

Vykdant tyrimg surinktas ir istirtas unikaliai skaitlingas kasos audiniy ir
kraujo serumo méginiy biobankas, o tyrimams panaudota viena i§ naujausiy
ir itin tiksli VU GMC Proteomikos centro moksliniy tyrimy jranga leido mums
tikétis atrasti nauja KDA biozymenj. Sis biozymuo galéty jnesti daugiau
aiSkumo tiriant iSlickanCias neiSsprestas $ios ligos aktualijas: tikslios
diagnostikos ir individualizuotos medicinos priemoniy trikumg, ligos
heterogeniskuma ir chemorezistentyvuma.
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3. TYRIMO METODIKA

3.1. Bendras studijos dizainas, tyrimo eiga

Sio biomedicininio tyrimo (BMT) tipas — prospektyvinis, stebimasis,
analitinis, monocentrinis. Tyrimas vykdytas Vilniaus universiteto ligoninés
Santaros klinikose (VUL SK) bendradarbiaujant su VU GMC. Leidima atlikti
BMT isdavé Vilniaus regioninis biomedicininiy tyrimy etikos komitetas
(VRBTEK) 2013 m. rugséjo 10 d., leidimo nr. 158200-13-675-214 (priedas
nr. 1). Dél sékmingy, daug zadanciy pradiniy tyrimy rezultaty ir iskilusiy
naujy idéjy atlikti papildomus tyrimus kartu su kitais vykdomais moksliniais
projektais kelis kartus kreiptasi | VRBTEK ir jy leidimu $io BMT atlikimo
terminas pratestas iki 2021-12-31. Visi tiriamieji buvo informuoti apie
galimybe dalyvauti tyrime, savanoriskai sutiko buti jtraukti ] BMT ir pasirasé
informuoto asmens sutikimo forma. Nuo 2013 m. lapkricio 20 d. iki 2020 m.
spalio 6 d. j tyrima i§ viso jtraukti 267 asmenys, kurie gydyti VUL SK Pilvo
chirurgijos bei Hepatologijos, gastroenterologijos ir dietologijos centruose.

Tiriamieji suskirstyti j tris grupes (tiriamoji grupé ir dvi kontrolinés
grupés): KDA sergantys ligoniai (tiriamoji grupé), létiniu pankreatitu (LP)
sergantys ligoniai (kontroliné grupé), asmenys kaip sveika kontrolé (SK)
(kontroliné grupé).

KDA sergantys ligoniai hospitalizuoti radikaliam gydymui ir jiems
atlikta  pylorus  iSsauganti  pankreatoduodeniné  rezekcija  ar
hemipankreatektomija arba hospitalizuoti paliatyviam gydymui ir jiems
atlikta apeinamyjy jungéiy operacija ir (ar) kasos naviko biopsija. LP
sergantiems ligoniams atlikta Frey rezekcijos operacija. Sveikos kontrolés
asmenims atlikta nesudétinga planiné operacija (pilvo sienos i§varzos plastika,
hemoroidektomija) arba pylorus issauganti pankreatoduodeniné rezekcija ar
hemipankreatektomija dél nepiktybinés kasos ligos. Pastaruoju atveju
paimami kasos audiniai traktuoti kaip ,,sveiki®, nes buvo iSpjaunami i$
nepakitusio kasos audinio, kuris standarti$kai turéjo bati paSalintas pagal
operacijos plana. Ligoniams ryte prie§ chirurging operacija ir (arba) biopsija
paimti kraujo serumo méginiai. Radikalios chirurginés operacijos metu paimti
kasos audinio méginiai. Gavus rezekuoto organo preparato arba biopsinio
stulpelio histologinio istyrimo iSvada dalis ligoniy atkrito dél netinkamos
galutinés diagnozés (diagnozés pateikiamos 3.1 pav.), like tiriamieji galutinai
suskirstyti j tris grupes. Itraukimo i kiekvieng grupe kriterijai pateikiami
3.1 lenteléje.
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3.1 lentelé. Jtraukimo ] tiriamyjy grupes kriterijai

I.<DA. sgrgantys ITP se_rgantys Asmenys kaip SK

ligoniai ligoniai

o AmZius: 18-85 | o Amzius: 18-85 | e Amzius: 18-85 metai.
metai. metai. e Anamnezéje néra onkologiniy

o Anamnezéje e Anamnezéje ligy.
néra kity néra ¢ Rezekuoto organo preparato
onkologiniy onkologiniy histologinio istyrimo i$vada:
ligy. ligy. nepiktybiné kasos liga (kasos

o Rezekuoto e Rezekuoto mucininé arba seroziné
organo organo cistadenoma).
preparato arba preparato ARBA
biopsinio histologinio ¢ Hospitalizacija dél nesudétingos
stulpelio iStyrimo i$vada: planinés operacijos (pilvo sienos
histologinio LP. i§varzos plastika,
i$tyrimo i$vada: hemoroidektomija).
KDA.

KDA - kasos duktaliné adenokarcinoma; LP — létinis pankreatitas; SK — sveika kontrolé.

Po galutinio tiriamyjy jtraukimo j grupes surinkta numatyta informacija
apie tiriamuosius. Demografiniai rodikliai: lytis, amzius, KMI, sirgimas CD.
Rezekuoto organo preparato arba biopsinio stulpelio histologinio istyrimo
duomenys: T — tumoro dydis, N — tumoro infiltracija | regioninius
limfmazgius, M — tumoro tolimosios metastazés, G — tumoro diferenciacija,
R — tumoro rezekcijos statusas, tumoro stadija, LMS — limfmazgiy santykis
(angl. lymph node ratio, apskai¢iuojamas visy rezekuoto organo preparate
rasty naviko infiltruoty limfmazgiy skai¢iy padalijus i$ bendro preparate rasto
limfmazgiy skaiCiaus), perineuriné tumoro invazija, perivaskuliné tumoro
invazija, tumoro skersmuo, tumoro lokalizacija kasoje. Laboratoriniy tyrimy
rodikliai: bilirubino koncentracija prie§ operacija. Visi TNM (tumour, nodes,
metastases) rodikliai perskaiCiuoti ir atitinka Amerikos jungtinio komiteto
vézio klausimais (angl. American Joint Committee on Cancer arba AJCC)
nustatyta patologinés kasos egzokrininiy naviky stadijavimo sistemos
8 leidima [246].

I biobankg surinkus tinkamg meéginiy skaiciy atlikti numatyti tyrimai:
kasos audiniy aukstos raiSkos masiy spektrometrija ir rezultaty proteominé
analiz¢ (atliko dr. Algirdas Kaupinis), biozymens verifikavimas Western-blot
metodika (atliko disertacijos autorius), kraujo serumo méginiy tyrimas ELISA
(atliko disertacijos autorius ir studentas Tomas Bukys) ir MCIA metodikomis
(atliko VUL SK Laboratorinés medicinos centro darbuotojai).
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Tyrimo pabaigoje, t. y. 2021 m. kovo mén., i§ VUL SK elektroninés ligos
istorijos sistemos surinkta informacija apie KDA sergantiems ligoniams skirta
adjuvanting chemoterapijg, jos toleravimg, ménesiy skai¢iy nuo radikalios
operacijos iki ligos recidyvavimo (iSgyvenamumo be ligos laikotarpis).
Ligoniy stebéjimo laikotarpis buvo nuo 0,5 iki 5 mety. Taip pat, padedant
VUL SK Biomedicininiy tyrimy vykdymo skyriui, i§ V] ,,Registry centras*
gauta informacija, ar KDA sergantys ligoniai tebéra gyvi, ar mire. Jeigu
pastarieji identifikuoti kaip mirg, mums perduoti duomenys apie mirties data
ir priezastis. Pagal §ig informacija apskai¢iuotas ménesiy skai¢ius nuo
operacijos ir (ar) biopsijos iki letalios baigties (bendro isgyvenamumo
laikotarpis). Tai taip pat leido i$ iS§gyvenamumo analizés atmesti tiriamuosius,
mirusius dél kity priezasciy, bet ne dél onkologinés ligos progresavimo, bei
90 dieny pooperaciniu laikotarpiu mirusius asmenis.

Remiantis Sia informacija jvertintos biozymeny koncentracijy ribinés
reik§més, diagnostinés ir prognostinés savybés, jos palygintos, nustatyta
tiriamo bioZzymens savybé numatyti chemorezistencijg, taip pat atlikta
iSgyvenamumo analizé pagal Kaplan-Meier metoda. Bendra tyrimo schema
pateikiama 3.1 pav.
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163 ligoniai, kuriems jtariama KDA

21 ligoniaia
neuroendo

& karcinoma

mujy atranka

deliy B-Igsteliy limfoma
stinekarcinoma

Papilla Vateri adenokarcinoma

Le duoden

bendrojot 0 adenckarcinoma
Ziediniy lgsteliy adenokarcinoma

142 ligoniai, kuriems histologiskai patvirtinta
KDA

Diagnostiniy
vertinimas

o

67 ligoniai
radikalaus gydymo
pogrupyje

58 ligoniai
paliatyvaus
gydymo pogrupyje

Bendrai j BMT jtraukti 267 ligoniai

66 ligoniai, kuriems jtariamas LP

Ligoniai neatkrito

66 ligoniai, kuriems histologiskai
patvirtintas LP

5 ligoni <rito, nes miré ne dél onkologinés ligos progresavimo
12 ligoniy atkrito, nes miré 90 dieny pooperaciniame laikotarpyje

38 asmenys kaip 5K

7 asmenys,
kuriems
jtariama

nepiktybiné
kasos liga

31 asmenys, kuriems
atlikta nesudétinga
planiné operacija

3 asmenys atkrito:
*  Papilla Vateri
adenokarcinoma

4 asmenys kaip
histologiskai
patvirtinta SK

BMT - biomedicininis tyrimas; KDA — kasos duktaliné adenokarcinoma; LP — Iétinis pankreatitas; SK — sveika kontrolé.

3.1 pav. Bendra tyrimo schema
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3.2. Naujy biozymeny radimo principai

Nuo galimo biozymens identifikavimo iki jo pradéjimo taikyti
klinikingje praktikoje jo tyrimai turi pereiti tam tikrus etapus: atradimo (angl.
discovery), verifikacijos (angl. verification), validizacijos (angl. validation)
[247]. Siems etapams praeiti dazniausiai prireikia keliy de§imtmegiy. Turint
mintyje, kad $iuo metu kaip kasos vézio biozymuo yra patvirtintas tik
CA19-9, kiti galimi biozymenys tebéra jstrige minétuose etapuose. To
priezastis — 1éSy trikumas tolesniems tyrimams, didelis potencialiy
biozymeny kiekis, dél to tyréjams sudétinga sutelkti démesj ir tyrimus j
daugiausiai zadanc¢ius biozymenis.

Atradimo etape dazniausiai atlickami sudétingi tyrimai specializuotuose
mokslo centruose. Tiriamas nedidelis kiekis kruopsciai atrinkty méginiy.
Juose potencialis biozymenys identifikuojami tiek kokybiskai, tiek
kiekybiskai. Sis jvertinimas leidzia atlikti statistinius skaiiavimus, siekiant
nustatyti statistiSkai reikSmingus svyravimus tarp tiriamosios ir kontrolinés
grupés meéginiy. Siame etape paprastai dirbama su tokiomis mokslo sritimis
kaip genomika, transkriptomika, proteomika, metabolomika. Jy atrandami
potenciallis biozymenys atitinkamai gali buti traktuojami kaip genetiniai,
tiksliniy medziagy identifikavimas ir iSskyrimas i§ likusiy ,,foniniy*
medziagy. Pavyzdziui, Zzmogaus kraujo plazma turi ~1 milijong skirtingy
baltymy, i$ kuriy 22 gerai Zinomi baltymai sudaro 99 proc. viso §io baltymy
kiekio. Taigi galimy baltymy biozymeny koncentracija santykinai yra labai
maza, palyginti su bendra baltymy koncentracija. Taigi reikalingas itin
kruopstus méginiy paruoSimas, jautri metodika ir jranga. Atradimo etape
paprastai dirbama su itin dideliu duomeny, kurie matuojami terabaitais,
kiekiu. Siems duomenims apdoroti ir iSanalizuoti reikalingos specialios
bioinformatinés kompiuteriy programos, nes zmogus tokio kiekio duomeny
jvertinti pats nesugebéty. Sio etapo rezultatas — potencialiy biozymeny, kurie
yra statistiSkai reikSmingai labiau iSreiksti tiriamyjy méginiuose negu
kontroliniuose méginiuose, rinkinys.

Kitas etapas yra verifikacija. Tai yra pirmame etape nustatyty biozymeny
kandidaty tolesnis tyrimas, tolesn¢ atranka prie§ paskutinj etapa. Verifikacija
reikalinga siekiant i§vengti ,,butelio kaklelio* fenomeno, kuris galéty sulétinti
viso tyrimo eiga, validizacijos etape. Taigi Siame etape su kiekvienu
potencialiu biozymeniu atliekami papildomi tyrimai, vertinama jy ekspresija
tarp tirlamyjy méginiy ir kontrolinése grupése. Taigi tiriamas ne bendras visy
galimy biozymeny kiekis ir koncentracija, 0 konkrecios ankséiau
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identifikuotos medziagos, turint tiksla jvertinti, ar jos tikrai gali buti
nustatomos tiriamuose méginiuose. Sie papildomi tyrimai i§ potencialiy
biozymeny rinkinio leidzia atrinkti perspektyviausius ir daugiausiai zadancius
biozymenis, kuriy reikSminga ekspresija tik tiriamosios grupés meéginiuose
patvirtinta jau dviem tyrimy metodikomis.

Dél galimo biologinio ar klinikinio kintamumo atradimo fazéje nustatyti
ir verifikacijos faze¢je patikrinti biozymenys turi biiti galutinai patvirtinti
paskutiniame — validizacijos etape. Siame etape tiriamas didesnis méginiy
kiekis, nuo keliy Simty iki keliy tukstanciy. Dél to pakyla tyrimy kaina, ilgéja
atlikimo laikas, reikalinga tyrimo metodika su nesudétingu méginiy
paruoSimu. Sékmingai atliktas validizacijos etapas patvirtinta bioZymens
efektyvuma, pakankamga jautrumg ir specifiSkumg ir uzbaigia bioZymens
iStyrimo eiga.

Taigi atradimo etape nustatomi galimi bioZymenys, jy iSreikStumas
méginiuose antrg kartg patikrinamas verifikacijos etape ir tada galutinai
patvirtinamas istiriant didelj kiekj méginiy validizacijos etape. Uzbaigus $iuos
etapus iki galutinio biozymens pradéjimo naudoti klinikingje praktikoje dar
reikia gauti atsakingy reguliavimo institucijy patvirtinimg, bioZzymens
iStyrimo reagentus turi pradéti komerciskai gaminti ir tiekti suinteresuotos
biotechnologijy kompanijos, reikia patvirtinimo apie §io tyrimo iSlaidy
padengimg i§ sveikatos draudimo kompanijy / fondy, biozymuo ir jo ribinés
reikSmes turi biti jtrauktos j klinikiniy gairiy sprendimy priémimo schemas.

3.3. Kasos audiniy ir kraujo serumo méginiy surinkimas,
saugojimas ir paruo$imas tyrimams

Kasos audiniy surinkimas ir saugojimas. Kasos audiniy iSpjauta pragjus
ne daugiau kaip 5 minutéms po chirurginio preparato rezekcijos i$ pagal
standartinj operacijos plang pasalinto chirurginio preparato. ISpjovima atliko
operacija atliekantis chirurgas arba jo padedamas pats disertacijos autorius.
Kasos audiniai sudéti j tris 2 mililitry talpos saldymo mégintuvélius ,,Cryo
Tubes with Internal Thread* (Ratiolab, Dreieichas, Vokietija) (3.3 pav. A).
Véliau mégintuvéliai 5 minuciy intervale greitai uzsSaldyti skysto azoto
pripildytame konteineryje, t. y. -196 °C temperattroje. Su $iuo konteineriu
Saldymo mégintuvéliai per 10-15 minuciy pernesti j galutinio saugojimo
vietg, t. y. -80 °C temperatiirg uztikrinantj Saldikl;.

Kasos audiniy paruo$imas aukstos rai§kos masiy spektrometrijai ir lizaty
sukiirimas. Skalpeliu homogenizuoti audiniai buvo lizuojami naudojant
karbamido / tiokarbamido lizés buferi ir veikti ultragarsu ,,Sonopuls®
(Bandelin, Berlynas, Vokietija) 1 minutg 20 % amplitudéje 0,4 sekundziy
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trukmés pulsacijy jjungimo / i§jungimo ciklais. Véliau susidarg lizatai
centrifuguoti 20 000 x g greic¢iu 15 minuciy 4 °C temperataroje, galutiniai
supernatantai surinkti ir saugoti -80 °C temperattroje. Tripsinizacija atlikta
pagal modifikuotg su filtro pagalba atlickamg méginio paruosimo protokola,
kaip buvo aprasyta anksé¢iau [248].

Kasos audiniy paruoSimas Western-blot analizei ir lizaty sukiirimas.
Skalpeliu i kiekvieno méginio homogenizuota po 0,02 g audinio, $i vientisa
masé kieckviename mégintuvélyje sumaiSyta su 240 uL buferio, pagaminto i$
TRIS/HCI pH 7,6 ir natrio dodecilsulfato. Susidare tirpalai 5 minutes Kaitinti
100 °C temperattroje, véliau veikti ultragarsu ,,Sonopuls® (Bandelin,
Berlynas, Vokietija) po 1 minute ciklais 4 x 10 %, 20 % amplitudéje. Sis
kaitinimo ir veikimo ultragarsu ciklas pakartotas dar karta prie§ galutinj

mégintuvéliy centrifugavimg 20 000 x g grei¢iu 15 minuciy 22 °C
temperataroje. Tolesniems tyrimams susidare supernatantai atskirti nuo
mégintuvélinose likusiy nuosédy. I 210 pL Siy lizaty jdéta po 50 pL
dichlordifeniltrichloretano ir sie tirpalai iki Western-blot analizés saugoti -20°
C temperattroje. Lik¢ 30 pL Kiekvieno sukurto lizato panaudoti matuojant
bendra baltymy koncentracija méginiuose, panaudojant baltymy tyrimy
rinkinj ,,BCA Protein Assay Kit“ (Thermo Fisher Scientific, Valthamas, JAV).
Sis tyrimas atliktas pagal gamintojo pateikiama instrukcija, naudojant
spektrofotometra ,,BioPhotometer (Eppendorf, Hamburgas, Vokietija).
Remiantis Sia informacija -20 °C temperatiiroje saugomi atitinkami lizaty
méginiai véliau buvo praskiesti iki vienodos 50 ug/puL. bendros baltymy
koncentracijos.

Kraujo serumo méginiy surinkimas, Saugojimas ir paruosimas tyrimames.

Visi kraujo serumo méginiai buvo surenkami operacijos rytg, venos punkcijos
metu kartu su kitais pagal ligonio standartinio iStyrimo plang atliekamais
kraujo tyrimais. Paimti 2 arba 4 mégintuvéliai ,,BD Vacutainer® (Becton,
Dickinson and Company, Niujorkas, JAV) su kres¢jimo aktyvikliu ir
skiriamuoju geliu, siekiant surinkti 3-4,5 mililitrus kraujo serumo.
Meégintuvéliai kambario temperatiiroje vertikalioje padétyje laikyti nuo 30 iki
60 min., kad kresulys susiformuoty mégintuvélyje ir kraujo serumas atsiskirty
nuo kraujo lasteliy. Tada mégintuvéliai centrifuguoti 20 000x g greiciu
20 minuciy 22 °C temperatiiroje ir vienkartine pipete ispilstyti j tris 2 mililitry
talpos saldymo mégintuvélius ,,Cryo Tubes with Internal Thread* (Ratiolab,
Dreieichas, Vokietija) (3.3 pav. B). Jeigu mégintuvélyje nustatyta hemolizés
pozymiy (mégintuvélis nusidazé rausvai), toks serumas buvo sunaikinamas ir
toliau nesaugomas. Galutinai saugoti mégintuvéliai laikyti -80 °C temperatiirg
palaikan¢iame $aldiklyje. Kraujo serumo méginiai surinkti pagal tarptautinj
protokola [249]. Kraujo serumo méginiai paruosti ELISA ir MCIA analizéms
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juos atitirpinant kambario temperatiiroje ir naudojant atitinkamiems tyrimams
nepraskiestus.

3.3 pav. A —Kasos audiniai, sudéti j tris 2 mililitry talpos $aldymo mégintuvélius.
B — kraujo serumas, pipete iSpilstytas j tris 2 mililitry talpos Saldymo
meégintuvélius

3.4. Kasos audiniy masiy spektrometrija ir gauty duomeny
proteominé analizé

Siekiant identifikuoti baltymus — kandidatus j KDA bioZymenis Sios
studijos atradimo etape atlikta auks$tos raiSkos masiy spektrometrija. Tirtas
kasos vézinis audinys, kaip neigiama kontrolé naudoti kasos uzdegiminis ir
sveiki audiniai. Sio etapo tyrimai pradéti nuo skys¢iy chromatografijos biidu
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paremtos peptidy separacijos, kuri atlikta su skys¢iy chromatografijos sistema
,»NanoAcquity*“ (Waters Corporation, Elstré, Jungtiné Karalyst¢), naudojant
atvirkstinés fazés gaudyklés kolona, kaip apraSyta anks¢iau [248]. Duomenys
gauti naudojant programing jranga ,,MassLynx 4.1 (Waters Corporation,
Milfordas, JAV) teigiamo jono rezimu. Skys¢iy chromatografijos — masiy
spektrometrijos duomenys surinkti naudojant nepriklausoma nuo duomeny
analizés rezimg (MSE) kartu su internetiniu jony judrumo atskyrimu. Masés
spektrometro gaudyklés susidiirimo energija buvo tarp 18 eV — 40 eV, skirta
aukstos energijos nuskaitymams MSE rezimu. Gaudyklés ir perkélimo
susidiirimo energija, skirta auksStos energijos nuskaitymams aukstos raiskos
masiy spektrometrijos rezimui, buvo atitinkamai tarp 4 eV — 5 eV ir tarp
27 eV — 50 eV. Masés diapazonas buvo nustatytas tarp 50 Da — 2000 Da, o
nuskaitymo laikas 0,9 sekundés. Etaloninis junginys [Glul]-fibrinopeptidas B
(Merck, Kenilvorthas, JAV), kurio koncentracija 500 fmol/uL, buvo pilamas
nuolatine srove 500 nL/min. grei¢iu ir kas 30 sekundZziy nuskaitomas dél
masiy spektrometro internetinio kalibravimo. Méginiai buvo tiriami trimis
egzemplioriais.

Neapdoroti arba ,,7ali proteominiy duomeny failai buvo apdoroti ir
analizuoti programine jranga ,,ProteinLynx Global SERVER 2.5.3“ (Waters
Corporation, Milfordas, JAV). Sie parametrai naudoti kuriant piko sarasus:
(i) minimalus pirmtaky intensyvumas nustatytas iki 150 skaiCiavimy;
(i1) minimalus fragmento jony intensyvumas nustatytas iki 50 skaiciavimy;
(iii) intensyvumas nustatytas iki 500 skaic¢iavimy. Apdoroti duomenys buvo
analizuojami naudojant tripsing kaip skilimo proteaz¢. Buvo leidziamas
vienas praleistas skilimas, fiksuota modifikacija nustatyta kaip ,.cisteiny
karbamidometilinimas®, 0 kintama modifikacija nustatyta kaip ,,metionino
oksidacija““. Minimalts identifikavimo kriterijai: 1 fragmento jonas peptide,
3 fragmento jonai baltyme ir maziausiai 2 peptidai baltyme. Klaidingy
atradimy daznis peptidams ir baltymams identifikuoti buvo nustatytas pagal
paieska atvirkstinéje duomeny bazéje, automatiskai sugeneruotoje, kai
pasaulinis klaidingy atradimy daznis buvo 4 %. Baltymams identifikuoti buvo
naudojamasi zmogaus baltymy duomeny baze ,,UniProtKB/SwissProt*.

3.5. Kasos audiniy Western-blot tyrimas

Potencialaus kasos véZio baltyminio biozymens Vverifikacijai naudota
Western-blot metodika, tiriant kasos vézinj audinj, kaip neigiamag kontrole
naudojant kasos uzdegiminj ir sveika audinius. Sioje analizéje kaip
skirstomasis gelis naudotas 10 % tirpalas, sudarytas is: 7,5 ml akrilamido /
bisakrilamido; 5,6 ml TRIS / SDS pH 8,8; 9,4 ml distiliuoto vandens; 225 pl
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amonio persulfato 10 %; 35 ul TEMED. Kaip koncentruojantis gelis naudotas
tirpalas, sudarytas i$: 0,97 ml akrilamido / bisakrilamido; 1,9 ml TRIS / SDS
pH 6,8; 4,6 ml distiliuoto vandens; 75 pl amonio persulfato 10 %; 15 ul
TEMED. Sistema is§ viso turi 16 tyrimui tinkamy takeliy, i kiekvieng jy jpilta
po 30 uL anks¢iau paruosty lizaty. Kaip bloto Zzymuo naudotas ,,PageRuler™
Prestained Protein Ladder“ (Thermo Fisher Scientific, Valthamas, JAV),
dazantis 10-180 kDa. Baltymams perkelti i$ lizaty j gelj 30 minuciy buvo
leidziama 30—35 mA elektros srové (3.5 pav. A). Baltymams i§ lizaty peréjus
i gelj, dar 16 valandy leista 4 mA elektros srové. Véliau baltymai nuo gelio
perkelti j polivinilideno difluorido membrana (Bio-Rad, Hercules, JAV),
naudojant perkélimo buferj ir 2,5 valandos sistema veikiant 400 mA elektros
srove (3.5 pav. B). Po perkélimo membrana dar 15 minuciy paveikta bloto
buferiu, sudarytu i8: 0,9 % NaCl; 8 mM Tris HCI; 2 mM Tris; 1 % nugriebto
pieno; 0,025 % Tween-20; 0,05 % NaN3. Membranai dazyti kaip pirminiai
antiktinai naudoti CEACAMSG6 pelés monokloninis antikiinas, klonas 9A6,
kategorijos numeris sc-59899 (Santa Cruz Biotechnology Inc., Dalasas, JAV)
ir B-aktino pelés monokloninis antikiinas, klonas #937215, kategorijos
numeris MAB8929 (Bio-Techne, Mineapolis, JAV). B-aktino funkcija §iuo
atveju — pakrovimo kontrolé, nes $io baltymo kiekis visuose takeliuose turéty
biti toks pats. Jais membranos veiktos dvi valandas. Kaip antrinis antikiinas
naudotas IRDye® 800 CW ozkos antipelés imunoglobulinas G (LI-COR
Biosciences, Linkolnas, JAV), juo membranos veiktos 30 minué¢iy. Nuskaityti
naudotas membrany skaitytuvas ,,LI-COR Odyssey 9120 kartu su jam
pritaikyta programine jranga ,,Odyssey* (LI-COR Biosciences, Linkolnas,
JAV). Baltymy ekspresijos intensyvumui vertinti densitometrija naudota
programa ,,ImageJ* (National Institutes of Health and the Laboratory for
Optical and Computational Instrumentation, Viskonsino universitetas, JAV).
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3.5 pav. A — Baltymy perkélimas i$ lizaty i geli. B — Baltymy perkélimas i§ gelio

i polivinilideno difluorido membrang
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3.6. Kraujo serumo méginiy tyrimai ELISA ir MCIA metodikomis

Potencialaus kasos vézio baltyminio biozymens koncentracijoms
nustatyti ligoniy, serganCiy kasos véziu, létiniu pankreatitu ir Sveikos
kontrolés kraujo serume naudota ELISA (imunofermentinis tyrimas, angl.
enzyme-linked immunosorbent assay) metodika. Si tyrimo dalis atitinka
studijos validizacijos etapa. Dabar Kklinikinéje praktikoje naudojamy KDA
biozymeny (CEA, CA19-9) koncentracijoms nustatyti tuose pac¢iuose kraujo
serumo méginiuose naudota MCIA (mikrodaleliy chemiliuminescenciné
imuniné analizé, angl. chemiluminescent microparticle immunoassay)
metodika.

Kiekybiskai jvertinti CEACAMG6 ekspresija kraujo serumo méginiuose
naudotas CEACAM6 ELISA tyrimo rinkinys, katalogo numeris
MBS7203989 (MyBiosource, San Diegas, JAV). Gamintojo rekomendacijy
buvo laikomasi ruoSiant meéginius ir reagentus, atliekant pat] tyrima ir
apskai¢iuojant rezultatus. Sio tyrimo principas — konkurenciné fermentiné
imunologiné reakcija, panaudojant anti-CEACAMS6 antikiinus ir CEACAMG6-
krieny peroksidazés konjugata. 100 pL kraujo serumo buvo inkubuota su
50 uL. CEACAMG6-krieny peroksidazés konjugato j i§ anksto padengta
96 Sulinéliy mikrotitravimo palete¢ 1 valandai 37 °C temperatiiroje. PO
inkubacijos periodo Sulinéliai buvo dekantuoti, 5 kartus perplauti ir inkubuoti
su krieny peroksidazés fermento substratu 15 minuciy 37 °C temperatiiroje.
Reakcijai uzbaigti j kiekvieng Sulinélj jpilta po 50 pL specialaus reakcijos
stabdymo tirpalo (ragstinis tirpalas). Dél Sio tirpalo kiekvieno Sulinélio turinys
igijo geltong spalva, kurios intensyvumas priklaus¢ nuo CEACAMG6
ekspresijos méginyje (3.6 pav.). Sulinéliuose esanéiy tirpaly spalvy
intensyvumas  (optinis tankis, OT) vertintas pale¢iy skaitytuve
spektrofotometru ties 450 nm bangos ilgiu.
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3.6 pav. 96 sulinéliy mikrotitravimo paleté uzbaigus chemines reakcijas, prie$
tirpaly spalvy intensyvumo vertinima spektrofotometru

Gauti rezultatai jvertinti nubraizius kalibracing kreive. Apskai¢iuoti
tiriamyjy méginiy ir kiekybiniy standarty OT reikSmiy vidurkiai. I§ gauty
reikSmiy atimtas kontroliniy Sulinéliy OT ver¢iy vidurkis. Ant abscisiy aSies
atidétos kiekybiniy standarty koncentracijy reik§més, o ant ordinaciy asies
apskaiciuotos jy OT reikSmés. Per iSdéliotus taskus nubrézta logit-log linijinés
regresijos kreivé. Po §io Zingsnio apskaiciuotos tiriamyjy méginiy CEACAM6
koncentracijos.

Sios ELISA sistemos jautrumas yra 0,1 ng/mL. Gamintojas néra nustates
reikSmingo kryZminio reaktyvumo ar trikdziy tarp CEACAMSG ir analogy.

Kiekybiskai jvertinti CA19-9 ir CEA ekspresijas kraujo serumo
méginiuose naudota: ,,ARCHITECT i2000“ analizatorius, ,, ARCHITECT
iSystem* laboratoriné jranga su atitinkamais reagentais ,,ARCHITECT CA
19-9XR assay“ ir ,,ARCHITECT CEA assay“ (Abbott, Cikaga, JAV).
Gamintojo rekomendacijy buvo laikomasi ruoSiant méginius ir reagentus,
atliekant patj tyrimg ir apskai¢iuojant rezultatus. Minimalus méginio tdris
buvo apskai¢iuotas su sistema ir pateiktas ,,Orderlist“ ataskaitoje. Sukelta
reakcija tarp tiriamy méginiy kraujo serumo ir antikiinais (1119-NS-19-9 buvo
naudojamas CA19-9 nustatyti, anti-CEA — CEA nustatyti) padengty
paramagnetiniy mikrodaleliy. Sios reakcijos metu sureagavo méginiuose
esantys antigenai (1116-NS-19-9 reaktyviis determinantai arba CEA) su
atitinkamais antiktinais padengtomis mikrodalelémis. Po tirpaly iSplovimo j
sistema jpilta antik@ino, zyméto akridinu, konjugato, siekiant sukurti reakcijos
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misinj. Tada vél atliktas susidariusiy tirpaly iSplovimas, po to j reakcijos
misinj jpilta iSankstinio paleidiklio (Pre-Trigger) ir paleidiklio (Trigger)
tirpaly. Ivykusios chemiliuminescencinés reakcijos intensyvumas vertintas
santykiniais S§viesos vienetais. Tyrimo esmé ta, kad yra tiesioginé
priklausomybé tarp antigeno kiekio méginyje ir santykiniy $viesos vienety,
kuriuos iSmatuoja analizatoriaus optika.

Meéginiai, kuriuose CEA koncentracijy vertés buvo didesnés nei
1500 ng/ml (standartiné matavimo riba), buvo skiedziami: 20 pl méginio
praskiesta su 1980 ul ,,ARCHITECT multi-Assay* méginiy skiedikliu. Tada
skiedimo koeficientas jvestas j sistema. Pagal $ig reikSme sistema po skiedimo
automatisSkai apskai¢iavo meéginio koncentracija. Praskiesto méginio verté
negaléjo bati mazesné nei 4 ng/ml. ,,ARCHITECT CEA* tyrime rezultatai
apskaiCiuoti sudarius keturiy parametry logisting kreive, kuri atitinka
duomeny redukcijos metoda.

Méginiai, kuriuose CA19-9 koncentracijy vertés buvo didesnés nei
1200 U/ml (standartiné matavimo riba), buvo skiedziami: 50 pl méginio
praskiesta su 450 pl ,,ARCHITECT multi-Assay* méginiy skiedikliu. Tada
skiedimo koeficientas jvestas j sistema. Pagal Sig reikSmg sistema po skiedimo
automatiSkai apskai¢iavo méginio koncentracijg. Praskiesto méginio verté
negaléjo biuti mazesné nei 30 U/ml. ,,ARCHITECT CA19-9XR* tyrime
rezultatai apskaiciuoti sudarant kalibracing kreive, pritaikant tiesinés
regresijos duomeny redukcijos metoda.

Gamintojo apskaiCiuota, kad analitinis sistemos jautrumas naudojant
LARCHITECT CA 19-9XR assay“ reagentus yra geresnis nei 2,00 U/mL, o
naudojant ,,ARCHITECT CEA assay“ — geresnis nei 0,5 ng/mL.

3.7. Statistiné analizé

Statistiné analizé atlikta naudojant programine¢ jrangg: ,,R statistical
software package V 4.0.2 (© The R Foundation for Statistical Computing,
https://www.r-project.org/foundation), ,,Rstudio 1.3.959“ (© 2021-2020
RStudio, Inc.), ,,SPSS Statistics V.23 (IBM, Niujorkas, JAV), ,,G*Power V.
3.1.9.4 (Diuseldorfo universitetas, Vokietija). Shapiro-Wilk ir Kolmogorov-
Smirnov testai buvo naudojami patikrinti duomeny normaluma. Intervaliniai
kintamieji, kurie nebuvo normaliai pasiskirstg, apibtidinti medianomis ir
interkvartiliniais intervalais (IQR). Nominaliniai kintamieji apibadinti pagal
daznj ir santykj atitinkamame imties pogrupyje. Tikrinant kategoriniy
kintamyjy rySius naudotas chi kvadrato (x2) nepriklausomybeés testas. Kai
reikSmiy dazniai buvo mazesni nei 5, tikrinant kategoriniy kintamyjy rysius,
naudotas Fisher tikslusis testas. Siekiant jvertinti statistiskai reikSmingg rysj
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tarp kintamyjy grupiy naudotas Kruskal-Wallis rangy sumos testas. Rysio
stiprumas buvo matuojamas eta kvadratu, remiantis H statistikos (eta? [H])
efekto dydziu. Kai eta? [H] = 0,01 < 0,06, efektas buvo nedidelis; kai eta? [H]
=0,06 < 0,14, efektas buvo vidutinis ir kai eta? [H] > 0,14 efektas buvo didelis.
Youden indeksas naudotas apskaiéiuojant optimalig kraujo serumo
koncentracijos ribing reiksme kiekvienam bioZzymeniui pagal jo prognostines
savybes. Kaplan-Meier analizé (log-rank testas) naudota analizuojant IBL ir
BI, atmetus 90 dieny mirtinguma (15 jvykiy) ir su onkologine liga nesusijusias
mirtis (5 jvykiai). Kintamyjy rySys vertintas kaip statistiskai reikSmingas, kai
p reik§mé buvo mazesné nei 0,05 (p < 0,05), o statistiné testo galia buvo
0,95 (1-B=0,95).
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4. TYRIMO REZULTATAI

4.1. Kasos audiniy masiy spektrometrijos ir proteominés analizés rezultatai,
CEACAMG kaip potencialaus kasos vézio biozymens atradimas

Potencialiems kasos vézio bioZzymenims rasti pirmame (atradimo)
studijos tyrimy etape atlikta surinkty kasos audiniy méginiy masiy
spektrometrija ir gauty duomeny proteomingé analiz¢. IS viso istirta 19 i$ kasos
audiniy sukurty lizaty: 4 lizatai sukurti i§ sveiko kasos audinio (SK), 5 i$
létinio pankreatito paveikto kasos audinio (LP) ir 10 lizaty sukurta i§ vézinio
kasos audinio (KDA). Turint tiksla nustatyti, kurie biozymenys budingesni
maziems, 0 kurie — dideliems navikams, KDA méginiai suskirstyti j dvi
grupes: 5 lizatai sukurti i§ mazesniy KDA naviky (skersmuo < 2 cm arba T1
pagal Amerikos jungtinio komiteto vézio klausimais nustatyta patologinés
kasos egzokrininiy naviky stadijavimo sistemos 8 leidima), Kiti 5 lizatai — i$
didesniy KDA naviky (skersmuo > 3 cm arba T2-T4 pagal Amerikos
jungtinio komiteto vézio klausimais nustatytg patologinés kasos egzokrininiy
naviky stadijavimo sistemos 8 leidimg). Pradinius tyrimo duomenis po
pirminio apdorojimo galima perziairéti internete adresu:
https://www.mdpi.com/2075-1729/11/6/542/s1 arba prie publikacijos skilties
»oupplementary Material: Supplementary File 1° [250], failo pavadinimas
,Table Sl1: Proteins identified in HDMS analysis“. Visuose tirtuose
méginiuose i§ viso nustatyti ir kiekybiSkai jvertinti 3 627 baltymai. Trijy

tiriamyjy grupiy bendras baltymy pasiskirstymas aiskiai skyrési, LP méginiy
baltymy profilis net suformavo pereinamaja grupe i§ SK j KDA baltymus,
taigi LP galéty buti traktuojamas kaip kasos ikivéziné biiklé ir tai dar kartg
pabrézia Sios ligos kaip KDA rizikos veiksnio aktualumg (4.1 pav.).
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KDA - kasos duktaliné adenokarcinoma; LP — létinis pankreatitas; SK — sveika kontrolé.

4.1 pav. Skirtingy tiriamyjy grupiy baltymy pasiskirstymas. Taskine rodykle
pazymeéta, kaip LP baltymy komponentés suformavo pereinamgja grupe is SK
baltymy j KDA baltymus

IS nustatyty baltymy 350 baltymy buvo statistiSkai reik§mingai labiau
iSreiks§ti KDA meéginiuose (p verté < 0,05; karty pokytis > 1,5). Vertinant
baltymy pasiskirstyma pagal naviky dydj, kaip maziems navikams biidingi
baltymai identifikuoti PCBP3, HBEL ir RHOB, o dideliems — GPRC5A,
KRT13 ir GNAT3. Pradiniy duomeny tyrimu taip pat nustatyta, kad
10 baltymy buvo aptikta tik KDA méginiuose, bet neidentifikuota SK ar LP
méginiuose (4.1 lentelé). Atlikta Siy KDA baltymy proteominé analizé
atskleidé, kad du is jy buvo pirma karta identifikuoti KDA audinyje (THBS3
ir MYOI1F), bet jie neturi savybés biti sekretuojami j krauja, taigi ir galimo
pritaikymo klinikinéje praktikoje, todél i§ tolesniy studijos tyrimy pasalinti.
Kaip turintys savybe biiti sekretuojami | krauja nustatyti tik du baltymai:
CEACAMS ir CEACAM6. CEACAMS arba CEA jau yra naudojamas
klinikingje praktikoje kaip keliy onkologiniy ligy, i$ jy ir KDA, bioZymuo.
CEACAMBG, kaip toks biozymuo dar nenaudojamas, bet pagal literatiiros
duomenis yra glaudziai susijes su KDA onkogeneze [35, 37-39, 41, 42], todél
yra itin perspektyvus kaip galimas naujas kasos vézio biozymuo. Taigi §is
baltymas buvo pasirinktas kitam studijos tyrimy etapui — verifikacijai.

54



4.1 lentele. Tik KDA méginiuose aptikti baltymai ir jy pagrindinés
charakteristikos

Zinomas .
Geno . . Sekretuojamas
pavadinimas Baltymo pavadinimas rySys su i krauja
KDA

THBS3 Thrombospondin-3 Ne Ne
FLT3 Receptor-type tyrosine- .

protein kinase FLT3 Taip Ne
CEACAMS6 | Carcinoembryonic antigen-

related cell adhesion Taip Taip

molecule 6
GPRC5A Retinoic acid-induced .

. Taip Ne

protein 3
MYO1F Unconventional myosin-If Ne Ne
GPX2 Glutathione peroxidase 2 Taip Ne
KRT23 Keratin, type | cytoskeletal 23 | Taip Ne
CEACAMS | Carcinoembryonic antigen-

related cell adhesion Taip Taip

molecule 5
PSCA Prostate stem cell antigen Taip Ne
S100A14 Protein S100-A14 Taip Ne

KDA - kasos duktaliné adenokarcinoma.

4.2. CEACAMBG verifikacija KDA audiniuose

Siekiant verifikuoti, t. y. patvirtinti, CEACAMG6 ekspresija KDA
méginiuose ir paneigti $io baltymo ekspresija SK ir LP méginiuose, atlikta
surinkty kasos audiniy méginiy Western-blot analizé. I§ viso iStirta 16 i$ kasos
audiniy sukurty lizaty: 4 lizatai sukurti i sveiko kasos audinio (SK), 4 — i$
létinio pankreatito paveikto kasos audinio (LP) ir 8 — i§ vézinio kasos audinio
(KDA). Turint tiksla nustatyti biozymens ekspresijos israiskos sasaja su
naviko dydziu, KDA méginiai suskirstyti j dvi grupes: 3 lizatai sukurti i$
mazesniy KDA naviky (skersmuo < 2 cm arba T1 pagal Amerikos jungtinio
komiteto vézio klausimais nustatyta patologinés kasos egzokrininiy naviky
stadijavimo sistemos 8 leidima), Kiti 5 — i§ didesniy KDA naviky (skersmuo
> 3 cm arba T2-T4 pagal Amerikos jungtinio komiteto vézio klausimais
nustatytg patologinés kasos egzokrininiy naviky stadijavimo sistemos
8 leidima). Pilnus, neapkarpytus Western-blot analizés skenuotus atvaizdus
galima perzitreéti internete adresu:
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https://www.mdpi.com/2075-1729/11/6/542/s1 arba prie publikacijos skilties
,Supplementary Material: Supplementary File 1 [250], faily pavadinimai:
»Figure S1: Full view of Western blot analysis of CEACAM6 expression in
HC, CP, and PDAC tissue lysates ir ,,Figure S2: Full view of Western blot
analysis of p-actin used as a loading control for HC, CP, and PDAC tissue
lysates. Si analizé ir paskui atlikti densitometriniai skai¢iavimai jrodé
CEACAMG6 ckspresija KDA audiniuose (4.2 pav., 4.2 lentel¢). Taip pat
nustatyta tendencija, kad, didéjant naviko skersmeniui, didéja ir Sio baltymo
ekspresija. Siuo tyrimu taip pat paneigta CEACAMG6 ekspresija SK
méginiuose, 0 LP méginiuose nustatyta tik ekspresijos pédsaky. Tai vélgi gali
biiti uzuomina j LP kaip kasos ikivézinés buklés aktualuma. Taigi §is tyrimy
etapas verifikavo CEACAMG6 ekspresijos dominavimg KDA audiniuose ir
atvéré kelig tre¢iam studijos etapui — CEACAMG6 ekspresijos validizacijai
klinikingje praktikoje labiau pritaikomoje tiriamojoje medZziagoje, t. y. kraujo
serume.

95—

CEACAMG6 —

72—

B-aktinas —
43—

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

| )\ ) L J J
i} T Y

I
SK LP KDA <2 cm KDA>3 cm

KDA - kasos duktaliné adenokarcinoma; LP — létinis pankreatitas; SK — sveika kontrolé;
CEACAMBG - su karcinoembrioniniu antigenu susijusi Igsteliy adhezijos molekulé 6.

4.2 pav. Western-blot analizé, jvertinusi CEACAMS6 ekspresija KDA, SK ir LP
audiniy lizatuose
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4.2 lentelé. Densitometrijos duomenys, atspindintys santykinji CEACAMSG ir B-aktino ekspresijos intensyvumg Western-blot analizéje

SK LP KDA <2cm KDA >3 cm
Takelio nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
CEACAM6 | 10 | 06 | O5 | 24 | 11,7 18 | 14 | 11 |199| 1,2 | 64 | 156 | 69,4 |110,3| 14,9 | 24,0
B-aktinas 10|18 (19 | 07 | 13 | 23 | 22 | 14 | 28 | 27 | 23 | 38 | 24 | 28 | 21 | 272

molekulé 6.

KDA — kasos duktaliné adenokarcinoma; LP — létinis pankreatitas; SK — sveika kontrolé; CEACAMG6 — su karcinoembrioniniu antigenu susijusi lasteliy adhezijos
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4.3. CEACAMBG validizacija kraujo serume, CEACAMSG6 palyginimas
su CEA ir CA19-9

4.3.1. CEACAMSG, CEA ir CA19-9 diagnostiniy savybiy vertinimas

Siekiant validizuoti CEACAMS6 ekspresija KDA serganéiy ligoniy
kraujo serume ir palyginti jg su ekspresija SK asmeny ir LP serganciy ligoniy
kraujo serume, atliktas surinkty méginiy iStyrimas ELISA metodika.
Galimybé detektuoti CEACAMSG6 kraujo serume jau buvo jrodyta kity tyréjy
[35]. Turint tikslg palyginti §io baltymo savybes su klinikinéje praktikoje
naudojamy biozymeny savybémis, tuose paciuose kraujo serumo meéginiuose
MCIA metodika nustatyta CA19-9 ir CEA koncentracija.

Pries pradedant tyrimg palyginti tiriamyjy grupiy demografiniai
duomenys: jvertinti demografiniai ir bendri sveikatos buklés rodikliai
(4.3.1.1 lentel¢). Sis palyginimas atskleidé tiriamyjy grupiy statistiskai
reik§mingy visy tirty rodikliy skirtumy. Sie skirtumai galéjo turéti jtakos
tolesniems tyrimo rezultatams, bet jy nejmanoma iSvengti dél kiekvienai
tiriamyjy grupei budingy tam tikry ypatybiy: LP ligoniams paprastai biidingas
mazesnis KMI, vyriska lytis ir didesnis sergamumas CD, KDA ligoniams
biidingas vyresnis amzius, SK asmenims biidingas mazas sergamumas CD ir
didesnis KMI.
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4.3.1.1 lentelé. Demografiniai tiriamyjy grupiy duomenys

Rodiklis KDA LP SK p
Tiriamyjy skai¢ius 142 66 31
Lytis <0,001
Moterys
skai¢ius (procentiné dalis) 71(50.0) 15(22,7) 17.(54.8)
Vurai
yral 71 (50,0) 51 (77.3) 14 (45,2)

skai€ius (procentin¢ dalis)

Amzius (metais)

median (IOR) 66 (13,8) 49 (12,0) 56 (11,0) <0,001
KMI 25,4 (5,5) 22,5 (4,4) 27.3(9,7) <0,001
mediana (IQR) B TR T ’
Cukrinis diabetas 0,009

Yra

skaicius (procentiné dalis) 32(229) 27(409) 5(16.1)

Nera 110 (77,5) 39 (59,1) 26 (83,9)

skai€ius (procentiné dalis)

KDA — kasos duktaliné adenokarcinoma; LP — létinis pankreatitas; SK — sveika kontrolé; IQR — interkvartilinis intervalas; KMI — kiino masés indeksas.
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Pradedant kraujo serumo tyrimus pirmiausia siekta jvertinti CEACAM®6
galimybe atskirti KDA serganéius ligonius nuo LP serganéiy ligoniy bei SK
asmeny, taigi jo diagnostines savybes. Tuo tikslu istirti 239 kraujo serumo
méginiai, nustatyta CEACAMG6 koncentracija juose. Palyginti su klinikingje
praktikoje jau naudojamais biozymenimis tuose paciuose méginiuose
nustatytos ir CA19-9 bei CEA koncentracijos. Tirty medziagy koncentracijos
kraujo serume medianos buvo statistiSkai reik§mingai skirtingos visy trijy
tirilamyjy grupiy, jos pateikiamos 4.3.1.2 lentel¢je. Taigi tiriamyjy biozymeny
diagnostiniy savybiy tyrimas patvirtino CEA ir CA19-9 diagnostinj potencialg
tiriant ligonius, kuriems jtariama KDA, nes jy koncentracijos buvo statistiskai
reikSmingai padidéjusios KDA méginiuose. O CEACAMG6 koncentracija
buvo statistiSkai reikSmingai padidéjusi vienos kontrolinés grupés, t. y. LP
serganciy ligoniy, kraujo serume, taip apribodama $io biozymens diagnostines
savybes.

4.3.1.2 lentelé. Skirtingy tiriamyjy grupiy tiriamy bioZymeny koncentracijy
kraujo serume medianos

BioZymuo KDA LP SK p

CEA (mkg/L)
mediana (IQR)
CEACAMSG6 (ng/mL)
mediana (IQR)
CA19-9 (kU/L)
mediana (IQR)

KDA — kasos duktaliné adenokarcinoma; LP — 1étinis pankreatitas; SK — sveika kontrolé; CEA

— karcinoembrioninis antigenas; CEACAMBG6 — su karcinoembrioniniu antigenu susijusi lasteliy
adhezijos molekulé 6; CA19-9 — karbohidratinis antigenas 19-9.

2,9 (3,8) 2,6 (2,7) 1,4 (0,8) <0,001

2.1 (2,4) 3,3(2,3) 1,1(1,8) <0,001

176,0 (1386,9) 7,6 (22,1) | 3,6 (5,1) <0,001

4.3.2. Pasiruo$imas vertinti CEACAMS6, CEA ir CA19-9
prognostines savybes

Siekiant tiksliai jvertinti CEACAMS6, CEA ir CA19-9 prognostines
savybes visy pirma jvertinta kiekvieno bioZymens priklausomybé nuo jvairiy
demografiniy ir onkologiniy rodikliy, apskaiciuotos jy koncentracijy
optimalios ribinés reik§més, KDA grupés ligoniai suskirstyti j pogrupius pagal
jiems skirtg gydyma.

Turint tiksla nustatyti, kuris i§ tiriamy bioZymeny yra maziausiai
priklausomas nuo jvairiy demografiniy ir onkologiniy rodikliy, atlikta KDA
serganciy ligoniy CEACAMSG6, CEA ir CA19-9 koncentracijos kraujo serume
priklausomybés nuo $iy rodikliy analizé (4.3.2.1 lentelé). Si analizé leido
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nustatyti, kad CEACAMEG statistiskai reik§mingai priklauso nuo 4 rodikliy
(T, M, perineurinés invazijos, perivaskulinés invazijos), o CEA priklauso nuo
5 rodikliy (T, M, stadijos, perineurinés invazijos, perivaskulinés invazijos),
CA19-9 — nuo 7 rodikliy (T, N, M, stadijos, perineurinés invazijos,
perivaskulinés invazijos, tumoro skersmens). Taigi $i analizé atskleidé, kad
CEACAMG6 yra maziausiai nuo jvairiy rodikliy priklausomas KDA biozymuo,
palyginti su CEA ir CA19-9.

4.3.2.1 lentelé. Tiriamy biozymeny priklausomybé nuo demografiniy ir
onkologiniy rodikliy

CEA CEACAMG6 CA19-9
Rodiklis Efekto dydis Efekto dydis Efekto dydis
(p reikSmeé) (p reikSme) (p reikSmeé)
Demografinis
Lytis 0,01 (0,1) ** ~0,01 (0,8) ** 0,00 (0,3) **
AmZius 0,04 (0,46) * 0,09 (0,13) * ~0,05 (0,42) *
Cukrinis diabetas 0,01 (0,1) ** 0,01 (0,06) ** 0,00 (0,9) **
KMI ~0,04 (0,47) * 0,01 (0,85) * 0,04 (0,51) *
Onkologinis
T 0,05 (0,001) ** | 0,04 (0,008) ** | 0,05 (0,001) **
N ~0,01 (0,9) ** 0,00 (0,5) ** 0,05 (0,002) **
M 0,07 (0,00005) ** | 0,02 (0,03) ** 0,03 (0,004) **
G —0,01 (0,9) ** 0,00 (0,6) ** —0,01 (0,7) **
R 0,00 (0,5) ** 0,00 (0,3) ** 0,01 (0,1) **
Stadija 0,06 (0,002) ** 0,00 (0,3) ** 0,04 (0,01) **
LMS -0,05 (0,59) * ~0,05 (0,56) * 0,13 (0,14) *
Perineuriné invazija| 0,10 (0,000004) ** | 0,05 (0,0008) ** | 0,03 (0,02) **
Perivaskuline 0,09 (0,000007) ** | 0,06 (0,0005) ** | 0,02 (0,02) **
invazija
Tumoro skersmuo 0,1(0,1)* 0,1(0,09) * 0,2 (0,00) *
Tumoro lokalizacija| 0,00 (0,3) ** -0,02 (0,9) ** 0,00 (0,4) **
E;:L‘;ﬁ';:cua 0,05 (0,4) * 0,01 (0,83) * 0,04 (0,46) *

* Kendall koreliacijos koeficientas; ** eta?, remiantis H statistikos efekto dydziu; CEA —
karcinoembrioninis antigenas; CEACAMG6 — su karcinoembrioniniu antigenu susijusi lasteliy
adhezijos molekulé 6; CA19-9 — karbohidratinis antigenas 19-9; T — tumoro dydis; N — tumoro
infiltracija | regioninius limfmazgius; M — tumoro tolimosios metastazés, G — tumoro
diferenciacija; R — tumoro rezekcijos statusas; LMS — limfmazgiy santyKkis.
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Tiriamy bioZymeny prognostinéms savybéms tinkamai jvertinti reikéjo
apskaiCiuoti jy Kraujo serumo koncentracijy optimalias ribines reikSmes.
Kadangi diagnostines CEACAM6 savybés buvo atmestos, §ios ribinés
reikSmeés apskaiCiuotos remiantis kiekvieno bioZzymens prognostinémis
savybémis pagal Youden indeksg. Apskai¢iuotos tokios ribinés reik§més:
CEA 2,6 mkg/L; CEACAM6 3,018 ng/mL; CA19-9 308,85 kU/L. Sias
reikSmes apskai¢iuojant kiekvienam biozymeniui naudotos priéméjo veikimo
charakteristikos (angl. receiver operating characteristic) (ROC) kreivés
pateikiamos 4.3.2 paveiksle. Nustatytos atitinkamos optimalios ribinés
reik§més naudotos atlikti tolesnj §iy medziagy prognostiniy savybiy
vertinimg.
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CEA — karcinoembrioninis antigenas; CEACAMG6 — su karcinoembrioniniu antigenu susijusi
lasteliy adhezijos molekulé 6; CA19-9 — karbohidratinis antigenas 19-9; ROC — priéméjo
veikimo charakteristika.

4.3.2 pav. CEA (A), CEACAMG (B), CA19-9 (C) ROC kreivés, nubréztos pagal
ju prognostines savybes apskai¢iuojant optimalias kraujo serumo koncentracijos
ribines reikSmes
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Siame tyrime KDA grupés ligoniams buvo taikytas skirtingas gydymas,
jis turéjo jtakos jy ligos prognozei ir iSgyvenamumui. Dél to KDA grupés
ligoniai suskirstyti j pogrupius pagal jiems skirtag gydyma: radikalaus gydymo
ir paliatyvaus gydymo. Radikalaus gydymo pogrupio 73 ligoniams atlikta
pankreatoduodeniné rezekcija ar hemipankreatektomija, o paliatyvaus
gydymo pogrupio 69 ligoniams atlikta apeinamyjy jung¢iy operacija ir (ar)
kasos naviko biopsija. Siame pogrupyje taip pat buvo ligoniy, serganéiy
rezektabiliu kasos véZziu, kurie radikalios operacijos atsisaké arba ji negaléjo
buti atlikta dél gretutiniy ligy. Kiekvieno pogrupio charakteristikos
pateikiamos 4.3.2.2 lenteléje.

4.3.2.2 lentelé. KDA serganéiy tiriamyjy pogrupiy charakteristikos

Rodiklis Radikalus gydymas | Paliatyvus gydymas
Tiriamyjy skai¢ius 73 69
Stadija

1A 4
1B 0
A 11 1
11B 33 8
I 17 21
v 0 35
Adjuvantiné chemoterapija
Bendrai gavo 58 57
Gemcitabino pagrindu 23 19
Folfirinox pagrindu 13 8
F()Baegr?icnlélrzb|no ir Folfirinox 99 30
Atsisakeé / netoleravo 11 11
Néra duomeny 4 1
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4.3.3. CEACAMEG, CEA ir CA19-9 prognostiniy savybiy vertinimas,
Kaplan-Meier isgyvenamumo analizé ir CEACAMG6 savybé prognozuoti
chemorezistencija

CEACAMG6 prognostinéms savybéms jvertinti ir jas palyginti su
tokiomis paciomis CEA ir CA19-9 savybémis atlikta Kaplan-Meier
iSgyvenamumo analizé. Jos metu tirta kiekvieno bioZymens koncentracijy,
vir§ijjanCiy anks¢iau apskaiCiuotas optimalias ribines reikSmes, jtaka
iSgyvenamumui. Siekiant jvertinti tik su onkologinés ligos progresavimu
susijusj mirtinguma i§ analizés paSalinti tiriamieji, mire dél kity priezascCiy,
bet ne dél onkologinés ligos progresavimo, bei 90 dieny pooperaciniu
laikotarpiu mir¢ asmenys. Abiejy KDA serganciy ligoniy pogrupiy kiekvieno
biozymens apskaiciuotos BI ir IBL medianos (4.3.3 lentelé).
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4.3.3 lentelé. KDA serganciy ligoniy pogrupiy apskaic¢iuotos Bl ir IBL medianos priklausomai nuo tiriamy bioZymeny koncentracijos

reikSmés
Bl (ménesiai) IBL (ménesiai)
Neigiamas * Teigiamas ** p Neigiamas * Teigiamas ** p
CEA
mediana (IQR) 15,6 (22,8) 15,4 (16,6) 0,3 8,7 (17,3) 7,9 (11,0) 0,38
Radikalus CEACAM®6
aydymas mediana (I0R) 17,0 (21,3) 12,6 (14,1) 0,017 8,7 (14,4) 7,0 (19,0) 0,094
CA19-9
mediana (IOR) 16,4 (18,8) 13,3 (21,8) 0,64 8,1 (16,4) 9,2(11,9) 0,23
CEA
mediana (IQR) 11,7 (13,6) 13,6 (9,9) 0,71
Paliatyvus CEACAMG6
gydymas mediana (IQR) 11,8 (7,9) 13,5 (12,6) 0,87
CAL9-9 13,6 (16,4) 12,0 (10,5) 0,12

mediana (IQR)

* - biozymens koncentracijos Zemiau optimalios ribinés reik§més; ** -

biozymens koncentracijos auk$¢iau optimalios ribinés reik§més; Bl — bendras

iSgyvenamumas; IBL — i§gyvenamumas be ligos; CEA — karcinoembrioninis antigenas; CEACAMG6 — su karcinoembrioniniu antigenu susijusi lasteliy adhezijos
molekulé 6; CA19-9 — karbohidratinis antigenas 19-9.
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Paliatyvaus gydymo pogrupio né vienas biozymuo neidentifikuotas kaip
gebantis statistiskai reik§mingai prognozuoti Bl (4.3.3.1 pav. A, B, C). Kita
vertus, radikalaus gydymo pogrupio tiriamyjy tik CEACAMG6 koncentracijos,
vir§ijjanCios optimalia ribing reikSme, leido statistiskai reikSmingai
prognozuoti blogesnj BI (12,6 ménesio CEACAMG6 koncentracijai esant
didesnei nei ribiné reiksmé vs. 17,0 ménesiy CEACAM®6 koncentracijai esant
zemiau ribinés reikSmeés, p = 0,017) (4.3.3.2 pav. B). To paties pogrupio
tyriamyjy CEA ir CA19-9 koncentracijy reik§més negaléjo statistiskai
reik§mingai prognozuoti BI (4.3.3.2 pav. A, C). N¢ vienas i$ tirty bioZymeny
neidentifikuotas kaip gebantis reik§mingai prognozuoti IBL (4.3.3.3 pav. A,
B, C). Kadangi auksta CEACAMG6 ekspresija kraujo serume leidZia
reikSmingai prognozuoti blogesnj BI, bet ne IBL, galime teigti, kad $io
biozymens koncentracija, virSijanti ribing reikSme, neleidzia numatyti
ankstyvesnio onkologinés ligos atkrycio. Taciau kai tai nutinka, ligoniams,
kuriy CEACAMG6 koncentracija didesné nei ribiné reik§mé, liga bina
agresyvesné ir grei¢iau progresuoja. Kadangi dauguma radikalaus gydymo
pogrupio ligoniy buvo gydyti adjuvantine chemoterapija (4.3.2.2 lentelé),
galime konstatuoti, kad CEACAMG koncentracija, virsijanti ribing reikSme,
taip pat leidzia prognozuoti KDA serganciy ligoniy chemorezistencijg po
radikalaus gydymo.
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CEA — karcinoembrioninis antigenas; CEACAMG6 — su karcinoembrioniniu antigenu susijusi

lasteliy adhezijos molekulé 6; CA19-9 — karbohidratinis antigenas 19-9.

4.3.3.1 pav. Kaplan-Meier kreivés, atspindincios paliatyvaus gydymo pogrupio
tiriamy bioZymeny kraujo serumo koncentracijy ir Bl priklausomybe. A — CEA,;

B — CEACAMG; C — CA19-9.
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CEA - karcinoembrioninis antigenas; CEACAMG6 — su karcinoembrioniniu antigenu susijusi
lasteliy adhezijos molekulé 6; CA19-9 — karbohidratinis antigenas 19-9.

4.3.3.2 pav. Kaplan-Meier kreiveés, atspindin¢ios radikalaus gydymo pogrupio
tiriamy bioZymeny kraujo serumo koncentracijy ir Bl priklausomybe. A — CEA,;
B — CEACAMG; C — CA19-9.
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4.3.3.3 pav. Kaplan-Meier kreiveés, atspindin¢ios radikalaus gydymo pogrupio
tiriamy biozymeny kraujo serumo koncentracijy ir IBL priklausomybe. A — CEA,;
B — CEACAMG; C — CA19-9.
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5. REZULTATU APTARIMAS

5.1. CEACAMBG6 — prognostinis KDA biozymuo

Masy tyrimo rezultatai jrodé, kad KDA sergantiems ligoniams, kuriy
kraujo serume CEACAMG6 koncentracija prie§ atlikta radikalia operacija
vir$ijo nustatytg ribine reik§me (> 3,018 ng/mL), Bl prognozé buvo statistiskai
reikSmingai blogesné (12,6 ménesio vs. 17,0 ménesio, p = 0,017) (4.3.3.2
pav. B).

Sis jrodymas buvo tikétinas, nes pasaulyje iki $iol atlikta nemazai
moksliniy tyrimy ir eksperimenty, Kuriuose analizuota ir jrodyta, Kaip
CEACAMBG nulemia agresyvesng KDA eigg ir greitesnj ligos progresavima.
Duxbury su bendraautoriais 2004 metais paskelbé keliy tyrimy, kuriuose
nagringjo CEACAMG6 vaidmenj kasos vézio onkogenezéje, rezultatus. Vienas
i§ jdomesniy mokslininko komandos istirty procesy — anoikis. Tai yra
ypatinga lasteliy apoptozés forma, sukelta lasteliy atsijungimo nuo
tarplastelinés matricos ir kity lasteliy, o atsparumas anoikiui yra piktybiskumo
pozymis ir paprastai nulemia Iasteliy tumorogenezés ir metastazavimo
potencialg. Duxbury et al. Sio reiskinio jtakg KDA onkogenezéje ir sgsajas su
CEACAMBG istyre atlikdami in vitro ir in vivo tyrimus [37]. Mokslininkai tyré
paplitusios kasos vézio lgsteliy linijos MiaPaCa2 potipj Mia”R, kuris buvo
specialiai modifikuotas ir pasizyméjo atsparumu anoikiui. Tyrime vienoje $iy
Iasteliy linijjy CEACAMG6 ekspresija buvo uzblokuota inaktyvinant jos
sintezés gena. Tai lémé atsparumo anoikiui praradima, kuris jrodytas
suleidziant lasteliy linijy su uzblokuota ir normalia CEACAMS6 ekspresija
laboratorinéms peléms. Po 4 savaiciy atlikus skrodimg, visoms peléms,
kurioms suleista lasteliy su aktyvia CEACAMG ekspresija, nustatytos kepeny
metastazés. O peléms, kurioms suleista Igsteliy su uzblokuota CEACAMG6
ekspresija, jokiy tolimyjy metastaziy nenustatyta. Kitame tyrime to paties
autoriaus vadovaujama tyréjy grupé tyré kita KDA lasteliy linija, BXPC,
pasizymin¢ia gausia CEACAMG6 ekspresija [38]. Naudodami Sio baltymo
specifinius antikiinus mokslininkai kryzmiSkai susiejo intraceliulinius
signalizavimo procesus ir nuo prisitvirtinimo nepriklausoma i§gyvenamuma,
tokiu biidu reikSmingai padidindami tiriamy lasteliy atsparuma anoikiui. Dar
kitame tyrime to paties autoriaus komanda tyré KDA lasteliy linija Capan2,
kuri buvo paveikta stabilia transfekcija ir émé gausiai ekspresuoti CEACAM6
[39]. Véliau naudojant slopinan¢ius antikiinus jrodyta, kad $io baltymo
hiperekspresija lemia tiriamy lasteliy invazyvuma link j insuling panaSaus
augimo faktoriaus | (angl. Insulin-like growth factor I), kuris turi svarby
poveikj kasos vézio Igsteliy piktybiskumui. Sie tyréjai taip pat istyré
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CEACAM6 jtaka KDA |lgsteliy sgveikai su tarplgstelinés matricos
komponentais fibronektinu ir vitronektinu [40]. Analizuotos BXPC3 linijos
lastelés, kurios natiiraliai sintetina §j tiriamg baltymg. Nustatyta, kad
CEACAMG skatina KDA lasteliy interakcija su tarplasteline matrica per
kryzming saveika su alphavbeta3 integrinu ir taip prisideda prie lasteliy
invazinio ir metastatinio potencialo. Galiausiai Duxbury komandos
mokslininkai dviejose kasos vézio lasteliy linijjose (Capan2 ir BxPC3)
modifikavo CEACAMG6 ekspresija [41]. Véliau buvo kiekybiskai istirtas iy
linijy lasteliy invazyvumas panaudojant ,,modified Boyden chamber assay*
bei jy buvo suleista laboratorinéms peléms. Nustatyta, kad lasteliy linijoje su
didesne CEACAMG6 ekspresija reik§mingai padidéjo lasteliy invazyvumas,
lastelése su mazZesne pastarojo baltymo ekspresija, priesingai, — sumazgjo.
O in vivo eksperimentas atskleidé, kad CEACAMG ekspresija gali lemti
invazinj KDA fenotipg per lasteliy matricos metaloproteinazés-9 aktyvumo
pakitimus. Gebauer et al. taip pat atliko in vivo tyrimus ir j pusés laboratoriniy
peliy paod;j suleido jprasty KDA lasteliy, o | kity peliy — modifikuoty KDA
lasteliy, kurios neekspresuoja CEACAMBG6 [35]. Peliy, kurioms buvo suleista
modifikuoty KDA lasteliy, bendras iSgyvenamumas buvo statistiskai
reikSmingai ilgesnis. Epitelio — mezenchimos moduliacija yra procesas,
apimantis Igsteliy tarpusavio adhezijos praradimg, o KDA lasteliy atveju tai
leidzia jgyti invaziniy ir metastatiniy gebéjimy. Chen et al. nustaté, kad
CEACAMBS6 skatina kasos vézio lasteliy plitimg veikiant Siam procesui per
ZEBI1 / ZEB2 kelig [42]. Pastarasis baltymas taip pat gali moduliuoti KDA
lasteliy proliferacija per ciklino D1/ CDK4 ekspresija, tai jrodé Yan et al [43].

Ivertinus kity tyréjy darbus aisku, kad jau paskelbta nemazai studijy,
nustaciusiy stiprios CEACAMG6 ekspresijos ir agresyvesnio KDA tipo rysj.
Nepaisant to, atlikta dar nedaug tyrimy, kuriuose tirtos $io baltymo
prognostinés savybés Klinikiniame kontekste. Viena i§ tokiy studijy buvo
paskelbta to paties Duxbury et al., praé¢jus metams po autoriaus ikiklinikiniy
CEACAMBG tyrimy serijos, tikriausiai nusprendus issiaiskinti, ar laboratoriniy
eksperimenty rezultatai pasitvirtins praktikoje [44]. Mokslininko komanda
analizavo  chirurgiskai rezekuotus kasos vézio audinius  juose
imunohistochemiskai vertindami $io baltymo ekspresija. CEACAMO6
ekspresija nustatyta 92 % KDA méginiy ir buvo statistiSkai reik§mingai
susijusi su blogesniu §iy ligoniy bendru iSgyvenamumu (1,37 mety vs. 5,42
mety, p = 0,047). Pandey et al. atliktame tyrime analizuoti VézZio genomo
atlaso (angl. The Cancer Genome Atlas) duomenys apie KDA sergancius
ligonius [45]. Autorius taip pat CEACAMG6 ekspresija kasos vézio audiniuose
statistiSkai reikSmingai susiejo su iSgyvenamumu: Kai ekspresija maza, Bl
buvo ~ 800 dieny, o esant didelei ekspresijai ~ 400 dieny (p = 0,01). Alikta
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Cox regresin¢ analiz¢ leido nustatyti, kad esant didelei CEACAMG ekspresijai
rizikos santykis yra 1,92 (95 % pasikliovimo intervalas: 1,11-3,30). Vienas i$
iSsamiausiy tyrimy, atlikty iki Siol, kai tirta ne tik CEACAMSG6, bet ir
CEACAML1 bei CEACAMS5, buvo paskelbtas Gebauer et al [35]. Sis darbas
buvo inovatyvus, palyginti su anksciau atliktais tyrimais, nes mokslininkai
analizavo ne tik chirurgiskai rezekuotus kasos audinius, bet ir ligoniy kraujo
seruma, be to, vertintas ne tik BI, bet ir IBL. KDA audiniuose, vertinant
imunohistochemiskai, didele CEACAMS5 ir CEACAMG6 ekspresija buvo
statistiskai reikSmingai susijusi su blogesniu Bl ir IBL. O kraujo serume tik
didele CEACAMI1 koncentracija buvo statistiSkai reikSmingai Susijusi su
blogesniu Bl, 0o CEACAMS5 ar CEACAMG6 koncentracijy reik§mingo rysio su
iSgyvenamumu nenustatyta. Sio rysio galimai nepavyko nustatyti dél mazos
tirlamyjy imties, nes istirti tik 46 KDA serganéiy ligoniy Kraujo serumo
méginiai.

CEACAMBS6 savybés skatinti onkogeneze yra universalios, biidingos ne
tik KDA, todél jis jau buvo identifikuotas kaip prognostinis biozymuo ir kity
onkologiniy ligy: cholangiokarcinomos, osteosarkomos, inksty véZio,
storosios zarnos vézio, skrandzio vézio [218, 219, 221, 251-254].

Misy ziniomis, $ioje disertacijoje ir susijusioje publikacijoje yra pirma
kartg skelbiama, kad CEACAMG6 ekspresija kraujo serume yra statistiSkai
reik§mingas kasos vézio prognostinis biozymuo.

5.2. CEACAMBG — netinkamas diagnostinis KDA biozymuo

Misy tyrimo duomenimis, CEACAMS6 néra tinkamas biiti naudojamas
kaip diagnostinis kasos véZio biozymuo. Sio baltymo koncentracija vienos i§
kontroliniy grupiy, t. y. ligoniy, serganciy LP, kraujo serume buvo didesné nei
ligoniy, kurie serga KDA (3,3 ng/mL vs. 2,1 ng/mL, p = < 0,001)
(4.3.1.2 lentelé).

Kity mokslininky anksciau atlikty tyrimy nustatyta, kad ankstesniame
skyriuje aprasyti CEACAMSG6 inicijuojami onkogeneziniai procesai gali
prasidéti labai anksti, tik galimai be zymesnés klinikinés israiskos. Taip
galime teigti, nes Sio baltymo ekspresija nustatyta ne tik KDA audiniuose, bet
ir ikivézinés biiklés kasoje — kasos intraepitelinés neoplazijos audiniuose [35,
44,255, 256]. Taip pat svarbu, kad siai ikivézinei buklei budingi histologiniai
pakitimai buvo nustatyti ir LP audiniuose [255, 257-259]. Tai yra viena i$
priezasciy, kodél kai kurie mokslininkai LP mano esant kasos ikivézine biikle.
Esant tokiai situacijai nattraliai Kyla poreikis jvertinti CEACAMS6 ekspresija
LP audiniuose ar ligoniy kraujo serume. Sio baltymo ekspresija buvo
patvirtinta LP chirurgiskai rezekuotuose audiniuose, bet iStirtas méginiy
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skai¢ius buvo mazas, atitinkamai: 32 ir 18 [255, 260]. CEACAMG aptiktas net
LP serganciy ligoniy tulzies méginiuose, bet tiriamyjy imtis simboliné (tik
2 ligoniai) ir skirta tik metodikos efektyvumui patikrinti. Gebauer et al.
minétame iSsamiame CEACAM Seimos baltymy tyrime taip pat kaip
kontrolines grupes tyré ir ligoniy, serganciy LP, ir SK asmeny kraujo serumo
méginius. Jis nustaté, kad KDA kraujo serumo méginiuose CEACAM6
koncentracijy mediana yra didesné nei LP ar SK méginiuose (KDA 2,90 pg/l
vs. LP 2,25 pg/l vs. SK 2,34 ng/l; p = 0,06 ir p = 0,029), bet statistiskai
reikSmingas skirtumas buvo tik KDA ir SK koncentracijy. Todél tyréjai
daugiau diagnostiniy §io baltymo savybiy neanalizavo. Sie miisy rezultatai
netgi i$ dalies atitinka Sharma et al. studijos radinius, kad CEACAM6
ekspresija Bareto stemplés (t. y. stemplés ikivézinés buklés) audiniy
méginiuose buvo didesné nei paties stemplés vézio audiniuose [261].

Taigi dél dideles CEACAMS6 ekspresijos kontrolinés grupés méginiuose
nei mums, nei kitiems tyréjams nepavyko jrodyti Sio baltymo diagnostinio
potencialo, 0 KDA ir LP ligoniy diferenciné diagnostika yra itin aktuali
klinikiné dilema. Viena tai galéjusiy lempti priezas¢iy — devyniuose misy LP
audiniy méginiuose chirurginio preparato patologinio iStyrimo metu buvo
identifikuota kasos intraepiteliné neoplazija, t. y. ikivéziné buklé, kuriai
budinga CEACAMG6 ekspresija. Tuo metu jvertinti, ar meéginyje yra tokiy
pakitimy, nebuvo standartinio patologo tyrimo dalis, dél to tikrasis S$iy
pakitimy paplitimas masy LP méginiuose liko nezinomas. Kita vertus,
CEACAMS6 galimai galéty buti panaudotas kaip LP klinikinés priezitiros
biozymuo, turintis tikéting prognostinj potenciala, nurodantj ligos
supiktybéjimo rizika. Iki Siol néra atlikta Sios krypties tyrimy.

5.3. CEACAM seimos baltymai — potencialus KDA gydymo taikinys

Kadangi CEACAMS inicijuoja reikSmingus onkogenezinius procesus,
tikétina, kad ji uzblokavus Sie procesai turéty sutrikti. Taigi nenuostabu, kad
Sis baltymas buvo istirtas ir kaip galimas taikiniy terapijos taikinys, o0 CEA
Siuo metu tiriamas dél galimo vaidmens imunoterapijoje.

Cheng et al. jrodé, kad antikiinai prieSs CEACAMG6 gali nuslopinti KDA
lasteliy linijos angiogenezg, invazyvuma ir Matricos metaloproteinazés-9
aktyvumg — tris savybes, itin svarbias tumoro augimui ir tolesniam
metastazavimui [262]. Sioje studijoje lasteliy linijos taip pat buvo paveiktos
skirtingais gydymo budais: vienai skirta standartiné chemoterapija
gemcitabino pagrindu, kitai — CEACAMG6 specifiniai antikiinai. Nustatyta,
kad Sie antikiinai yra pranaSesni nei gemcitabinas, nes geba slopinti
angiogenez¢ ir Matricos metaloproteinazés-9 aktyvuma. Strickland et al. savo
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studijoje sukiiré antikiino — vaisto konjugatg, kaip antikiinus panaudodamas
CEACAMG specifinius imunoglobulinus [256]. Sukurto medikamento
poveiki mokslininkas isbandé su laboratoriniais gyviinais: pelémis ir
primatais, bet ne Zmonémis. Peléms j paodj buvo suleista KDA Iasteliy ir
véliau joms skirtas $is medikamentas, o primatams pastarasis medikamentas
skirtas tik tiriant dél galimo gydymo toksiskumo. Tiriamo baltymo ekspresija
patvirtinta > 90 % pelése susidariusiy augliy, o peléms j vena leidziant sukurtg
medikamenta nustatyta reikSminga naviko augimo inhibicija. Kontrolingje
peliy grupéje, kuriy navikai neekspresavo CEACAMS6, leidziamas
medikamentas efektyvumo neturéjo. Tyrimai su primatais leido konstatuoti
tik griztamajj toksinj poveikj kauly ¢iulpams.

Kitas CEACAM Seimos baltymas — CEA $iuo metu yra tiriamas dél
galimo panaudojimo imunoterapijoje [263]. Sioje studijoje tiriami ligoniai,
sergantys 1V stadijos kasos véziu, kurio metastazés kepenyse ekspresuoja
CEA. | studijg jtrauktiems tiriamiesiems j kepeny arterija kiekvieng savaite
suleidziama CAR2 Anti-CEA CAR-T limfocity. Tai yra speciali
imunoterapijos rasis, kai i§ ligonio surinkti T limfocitai laboratorijoje yra
modifikuojami, padauginami ir vél suleidziami ligoniui. Modifikacijos metu
jiems integruojami specials receptoriai, pagerinantys jy prisijungima prie
naviko pavirsiaus, $iuo atveju tas receptorius atpazjsta CEA molekules. Toks
receptorius bendrai vadinamas chimeriniu antigeno receptoriumi (CAR), taigi
i§ ¢ia kyla ir gydymo metodikos terminas. Siems modifikuotiems
T limfocitams prisijungus prie naviko, imuniné sistema sugeba jj atpazinti ir
su juo kovoti, nes tumoro ,,slépimosi mechanizmai tampa nebeefektyvis. Sio
tyrimo pabaigos data — 2022 m. vasario 1 d., tada tikétina bus aiSkesné ir
galima CEACAM Seimos baltymy reik§mé imunoterapijoje.

Taigi CEACAMEO ir CEA yra svarbiis ne tik kaip KDA bioZymenys. Dél
universaliy onkogenez¢ skatinanciy savybiy CEACAMG yra galimas KDA
taikiniy terapijos taikinys, o CEA dél paplitimo kasos navikuose gali rasti savo
vieta imunoterapijoje.

5.4. CEACAMSG6 — KDA chemorezistencijos predikcijos biozymuo

CEACAMG ekspresija kasos vézio audinyje lemia agresyvesneg ligos
eiga, o vienas S§io agresyvumo pozymiy Yyra atsparumas skiriamai
chemoterapijai — chemorezistencija.

Chemorezistencijg, kaip CEACAMS6 lemiamg kasos véZio agresyvumo
iSraiSka, vienoje savo studijy apra$é Sio baltymo tyrimuose daug nuveikes
Duxbury et al [46]. Studijoje vél tirtos KDA lasteliy linijos su modifikuota
CEACAMG ekspresija (Capan2 ir BxPC3). Abi lasteliy linijos veiktos

75



gemcitabinu, o jo sukeliamas citotoksiSkumas vertintas Siomis metodikomis:
tekmes citometrijos apoptozés kiekybiniu vertinimu, kaspazés profiliavimu,
Western-blot budu analizuojant citoplazminio citochromo C atsipalaidavima
ir 3-2,5-difeniltetrazolio bromido citotoksiskumo tyrimu. Siomis tyrimo
metodikomis jrodyta, kad CEACAMG6 ekspresuojancios lasteliy linijos
pasizyméjo padidéjusia chemorezistencija skiriamam gemcitabinui, o tiriamo
baltymo neekspresuojanciy lgsteliy linijy nustatytas reikSmingas jautrumo
gemcitabinui padidéjimas. Ankstesniame skyriuje minétam procesui — epitelio
—mezenchimos moduliacijai budinga tai, kad, be kity piktybiskumo veiksniy,
ji KDA lasteléms suteikia ir chemorezistencijos savybiy. Chen et al. jrodé, kad
§j procesa skatina CEACAMEG [42].

Klinikiniy tyrimy, nagriné¢jan¢iy CEACAMS6 kaip chemorezistencijos
predikcijos biozymens reikSme, néra atlikta. Vieninteliame tyrime, kuriame
nagrinétas ligoniy su KDA iSgyvenamumas ir Sio bei kity jo Seimos
biozymeny ekspresija ligoniy Kraujo serume, apie tirtiems ligoniams skirtg
chemoterapinj gydyma neuzsimenama, taigi ir daugiau jzvalgy padaryti
negalima [35]. Masy tyrime daugumai ligoniy buvo skirta chemoterapija,
nepaisant to radikalaus gydymo pogrupio ligoniy, turincéiy CEACAMG6
koncentracijg, didesn¢ nei optimali ribiné reiksme, toks gydymas buvo
neefektyvus dél reikSmingai blogesnio Bl (12,6 ménesio vs. 17,0 ménesio,
p =0,017) (4.3.3.2 pav. B).

Galime daryti i8vada, kad CEACAM6 koncentracijos kraujo serume
reik§mé gali padéti klinicistams rasti specifinius KDA sergancius ligonius,
kuriy tumoras tikétinai biity atsparus paskirtai chemoterapijai, bet galimai
buty jautrus | CEACAMG6 nukreiptai taikiniy terapijai arba imunoterapijai.
Tokiu biuidu bty ne tik pagerintas $iy ligoniy iSgyvenamumas, bet ir jy
gyvenimo kokybé, nes bty atsisakoma daug salutiniy poveikiy sukelian¢io ir
Siuo atveju neefektyvaus gydymo. Galiausiai, pritaikius $ig individualizuotos
medicinos metodikg, buty optimizuotos ir taupomos sveikatos priezitiros
sistemos islaidos.

5.5. Tiriamyjy grupiy demografiniai skirtumai

Masy studijoje yra iSnagrinéti ir pateikti tiriamy grupiy (KDA serganciy
ligoniy, LP serganciy ligoniy ir SK asmeny) demografiniai duomenys:
jvertinti demografiniai ir bendri sveikatos biiklés rodikliai (4.3.1.1 lentelé). Si
analize¢ atskleidé statistiSkai reikSmingy tiriamyjy grupiy skirtumy pagal visus
nagrinétus rodiklius (lytj, amziy, KMI, sirgima cukriniu diabetu). Sie
skirtumai nebuvo netikéti, nes kai kurie demografiniai ypatumai yra budingi
tam tikroms tiriamyjy grupéms, pavyzdziui: LP sergantys ligoniai dazniau
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biina jaunesnio amziaus vyrai, kuriy sumazéjes KMI ir serga CD, KDA
dazniau serga vyresnio amziaus zmongs, jy KMI vidutinis, jie taip pat turi
didesn;j polinkj sirgti CD, o SK asmenys daznai gali turéti padidéjusi KMI.
Misy tirty bioZymeny sintezé organizme priklausé nuo jvairiy veiksniy, i8 jy
ir nuo Siy analizuoty rodikliy. Manome, kad $ie demografiniai skirtumai
galéjo daryti jtakg miisy tyrimo rezultatams, bet jy buvo nejmanoma iSvengti.
Kiti tyréjai atlikdami tyrimus su panasiomis tiriamyjy grupémis taip pat galéjo
susidurti su panaSia situacija. Pavyzdziui, Gebauer et al. savo panaSios
strukttiros studijoje pateikia tik KDA ir SK grupiy tiriamyjy pasiskirstyma
pagal lytj, bet apie tiriamyjy ly¢iy santykj LP grupéje informacijos néra [35].
Tame paciame tyrime amziaus mediana vélgi pateikiama tik KDA ir LP
grupiy, 0 informacijos apie SK grupés amziaus mediang triiksta.

Taigi demografiniai skirtumai tarp tiriamyjy grupiy kasos véZio
tyrimuose yra praktiS$kai nei§vengiami. Juos atvirai pateikiame, norédami
parodyti jy galimg jtakg tyrimo rezultatams.

5.6. CEACAMG — maziausiai priklausomas KDA biozymuo

Vienas i§ misy tyrimo uzdaviniy buvo jvertinti tiriamy bioZymeny
priklausomybe nuo jvairiy demografiniy ir onkologiniy rodikliy KDA ligoniy
grupéje (4.3.2.1 lentelé). Nustatyta, kad CEACAMEG statistiskai reiksmingai
priklauso tik nuo 4 rodikliy: T, M, perineurinés invazijos ir perivaskulinés
invazijos. CEA priklausomybé nuo tirty rodikliy beveik identiska, tik
papildomai nustatyta priklausomybé nuo rodiklio stadija. Atsizvelgiant j tai,
kad jie abu yra priklausomi nuo T, M, perineurinés invazijos ir perivaskulinés
invazijos rodikliy, skirtuma dél rodiklio stadija galima susieti su imties
dydziu. Kitas biozymuo CA19-9 pasizyméjo didesniu priklausomybiy nuo
tirty rodikliy kiekiu. Nustatyta, kad jis priklausomas nuo ty paciy rodikliy kaip
CEACAMBG ir CEA, bet papildomai ir nuo N ir tumoro skersmens rodikliy.
Tiriamy bioZymeny Kraujo serumo koncentracijos priklausomybg¢ nuo panasiy
rodikliy savo studijoje vertino ir Gebauer et al. [35]. Sio tyréjo analizéje
CEACAMBS6 priklausé nuo rodikliy G ir M, o CEA biozymens nenustatyta
priklausomybés né nuo vieno rodiklio. Tac¢iau $ioje studijoje istirti tik 46 KDA
serganciy ligoniy kraujo serumo méginiai, be to, vertinta priklausomybé nuo
maziau rodikliy.

Taigi miisy tyrime, nustacius 142 KDA ligoniy Kraujo serumo méginiy
biozymeny koncentracijas ir jy priklausomybe nuo jvairiy demografiniy ir
onkologiniy  rodikliy, CEACAMG6 identifikuotas kaip labiausiai
nepriklausomas KDA biozymuo, palyginti su Siuo metu klinikingje praktikoje
naudojamais biozymenimis CEA ir CA19-9.
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6. ISVADOS

1. Sukurtas 267 tiriamyjy biologinés medziagos méginiy biobankas.

2. Kasos audiniy méginiuose CEACAMS6 identifikuotas kaip potencialus
KDA biozymuo.

3. CEACAMBG verifikacijos metu nustatytas jo ekspresijos KDA audinyje
dominavimas, palyginti su LP ir SK audiniais.

4. Optimali CEACAM6 kraujo serumo koncentracijos ribiné reikSme
3,018 ng/mL; CEA — 2,6 mkg/L; CA19-9 — 308,85 kU/L.

5. CEACAMG6 kraujo serumo koncentracijos neturi KDA diagnostiniy
savybiy.

6. CEACAMG6 kraujo serumo koncentracijos turi KDA prognostiniy
savybiy. KDA sergantiems pacientams, kuriy CEACAMG6 koncentracija
kraujo serume yra > 3,018 ng/mL, vietoje chemoterapijos biity galima sitilyti
taikiniy terapija arba imunoterapijg.

7. PRAKTINES REKOMENDACIIOS

Atsizvelgdami | Sios disertacijos iSvadas siiilytume Sias praktines
rekomendacijas.

Ligoniams pries radikalig operacijg dél jtariamo kasos véZio (operacijos
dienos ryta) rekomenduotume atlikti CEACAMS6 koncentracijos kraujo
serume tyrimg. Jeigu po operacijos patvirtinama KDA diagnozé, dél tolesnés
gydymo taktikos sprendziantis gydytojas onkologas turéty atsizvelgti j pries
operacija nustatytg CEACAMG6 koncentracija. Jeigu ji < 3,018 ng/mL,
rekomenduotume skirti jprasta adjuvanting chemoterapija, o jeigu > 3,018
ng/mL, — kliniking situacija reikéty aptarti su paciu pacientu ir jam pritarus
nuo chemoterapijos susilaikyti, vietoje jos skirti taikiniy terapijg arba
imunoterapija, esant galimybei kaip taikinj arba imunoterapijos elementa
panaudoti CEACAMG ar kitg jo Seimos baltymg (7 pav.).
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Ligonis, kuriam jtariama KDA, ryte pries radikalig operacijg atliekamas
CEACAMSG koncentracijos kraujyje tyrimas

Po operacijos istyrus rezekuoto organo preparatg ir patvirtinus KDA
diagonze, ligonis siunc¢iamas gyd. onkologo konsultacijai

CEACAMSG6 <3,018 ng/mL CEACAMG >3,018 ng/mL

Adjuvantiné
chemoterapija pagal
algoritmg

Taikiniy terapija arba
imunoterapija

KDA - kasos duktaliné adenokarcinoma; CEACAM6 — su karcinoembrioniniu antigenu
susijusi lasteliy adhezijos molekulé 6.

7 pav. Praktinés ligoniy iStyrimo ir gydymo rekomendacijos, esant jtariamam
kasos véziui ir planuojamam radikaliam gydymui
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10. SANTRAUKA

SUMMARY

Search for Diagnostic and Prognostic Biomarkers of Pancreatic
Adenocarcinoma

ABBREVIATIONS

AUC — area under the curve;

BMI — body mass index;

CA19-9 — carbohydrate antigen 19-9;

CEA — carcinoembryonic antigen;

CEACAMs — carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecules;
CEACAMG6 — carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 6;
CMIA - chemiluminescent microparticle immunoassay;

CP — chronic pancreatitis;

DFES — disease-free survival;

ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay;

EU — European Union;

G — differentiation;

HC — healthy control;

HDMS — high-definition mass spectrometry;

IQR — interquartile ranges;

LNR — lymph node ratio;

M — distant metastasis;
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N — regional lymph nodes;

OS — overall survival;

PDAC - pancreatic ductal adenocarcinoma;
R — resection status;

ROC - receiver operating characteristic;

T — primary tumour.

10.1. Introduction

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC), the most common type of
pancreatic cancer, is emerging as one of the most significant oncological
diseases in the European Union (EU). Recent estimations have concluded that
pancreatic cancer mortality rates overtook the number of deaths from breast
cancer in the EU in 2017. Pancreatic cancer is now the EU’s third leading
cause of cancer-related death, just below lung and colorectal cancers [1]. The
only option for curative treatment of this disease is radical surgery, while
properly selected chemotherapy or immunotherapy can improve survival.
Most cases of pancreatic cancer are identified in the late stages, thus making
curative treatment impossible and leading to a poor prognosis. Life
expectancy after diagnosis is just 4 to 6 months and has not improved much
over the last four decades [2]. This is mostly due to the lack of ways to
diagnose the disease at the early stages. Radiological methods are limited in
terms of availability, cost, and diagnostic sensitivity. Scientists agree that the
first invasive cancer cells are present in the pancreas for several years before
they expand across the pancreas or further metastasize [3]. Due to altered
metabolism, these cells distinguish themselves by producing and secreting
various unique metabolites, including amino acids and proteins. These
molecules can be used as biomarkers, providing exceptional potential for early
cancer detection [4-6]. Another important reason for poor prognosis after
pancreatic cancer diagnosis is the heterogenic nature of the disease [7—9]. This
makes it difficult for clinicians to select the best treatment strategy for each
individual patient. A significant prognostic biomarker, especially with the
possibility to predict chemoresistance, would enable more individualised
patient evaluations and eventually lead to a more balanced treatment plan for
each particular patient. A recently published United European
Gastroenterology report on pancreatic cancer called for efforts at the highest
level to increase research into molecular markers [10].
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Carcinoembryonic  antigen-related cell adhesion molecule 6
(CEACAMBG) belongs to the carcinoembryonic antigen-related cell adhesion
molecules (CEACAMs) family. This is a group of proteins found only in
mammals [11]. This family belongs to the immunoglobulin superfamily of cell
adhesion molecules, which is comprised of a large group of cell surface
glycoproteins [12]. Inside the CEACAMSs family, there are more than
17 structurally similar members expressed on the apical surfaces of various
cells, including epithelial, endothelial and hematopoietic cells [13]. These
proteins specialize in cell-cell adhesion and recognition, as well as
modulating various cellular processes, including regulation of the cell cycle,
tumour suppression, and angiogenesis [11,12,14,15]. Because CEACAMSs are
crucial for such important processes of the cell cycle, they influence the
progression of various cancers, including pancreatic cancer. One of the
CEACAMs members, CEACAMSG, is particularly promising. Research
analysis has already shown its potential to be used as a biomarker, even in
pancreatic cancer precursor lesions—pancreatic intraepithelial neoplasia
[13,16-18]. Since increased CEACAMG6 expression is associated with a more
aggressive subtype of PDAC, it was identified as a prognostic biomarker, also
relevant to evaluating the patients’ response to chemotherapy [13,16,19,20].
However, CEACAMBG analyses performed so far have rarely examined blood
serum samples, nor have there been comparisons with biomarkers already in
use. Thus, its evaluation for possible clinical use remains incomplete.

In our study, we searched for a new improved biomarker for PDAC and
identified and validated CEACAMG6 expression predominantly in pancreatic
cancer tissue samples. Furthermore, we evaluated CEACAMG6 and the
conventional biomarkers carcinoembryonic antigen (CEA) and carbohydrate
antigen 19-9 (CA19-9) concentrations in blood serum samples from patients
with PDAC, chronic pancreatitis (CP), and healthy controls (HC). Finally, we
determined optimal concentration cut-off values and evaluated and compared
the diagnostic and prognostic capabilities of these three biomarkers.

10.2. Aim of the study

To identify and evaluate diagnostic and prognostic biomarkers of PDAC
in patients' blood serum.
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10.3. Tasks of the study

1. Establishment of a biobank to collect and store samples of pancreatic
cancerous, inflammatory and healthy tissue and blood serum samples from
relevant individuals.

2. High-resolution mass spectrometry analysis of pancreatic cancerous,
inflammatory and healthy tissue samples and proteomic analysis of the results,
identification of a potential PDAC biomarker.

3. Verification of a potential PDAC biomarker by Western-blot technique in
PDAC tissue samples using inflammatory and healthy pancreatic tissue
samples as a negative control.

4. Determination of potential PDAC biomarker concentrations in blood serum
samples from patients with PDAC, CP and HC using enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). Determination of concentrations of
biomarkers currently used in clinical practice (CEA and CA19-9) in the same
blood serum samples using chemiluminescent microparticle immunoassay
(CMIA).

5. Evaluation of diagnostic capabilities of potential PDAC biomarker, their
comparison with those of CEA and CA19-9.

6. Kaplan—Meier survival analysis of PDAC patients. Evaluation of prognostic
capabilities of potential PDAC biomarker, their comparison with those of
CEA and CA19-9.

10.4. Statements to be defended

1. Mutations during the oncogenesis of pancreatic cancer lead to metabolic
changes that result in the production of significant amounts of unique proteins
in PDAC tissue, some of which are secreted into the cellular environment and
can be used as biomarkers of pancreatic cancer.

2. CEACAMBG expression in pancreatic cancer tissue dominates compared to
expression in inflammatory or healthy control tissues.

3. CEACAMG diagnostic capabilities are limited due to the increase in blood
serum concentrations in the control group - patients with chronic pancreatitis.
4. CEACAMG is a significant prognostic biomarker whose high serum
concentrations are statistically significantly correlated with deteriorating
overall survival (OS) in PDAC patients after radical treatment and adjuvant
chemotherapy.

5. CEACAMG6 can be used as a biomarker for the prediction of
chemoresistance, as the high concentration of the latter in the blood serum
leads to a worse response to adjuvant chemotherapy. This enables the
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improvement of individualized medicine methods for patients with pancreatic
cancer.

10.5. Materials and Methods

10.5.1. Study Design, Patients’ Selection and Samples Collection

This research was approved by Vilnius Regional Ethics Committee for
Biomedical Research on September 10th, 2013 (approval number 158200-13-
675-214). Informed consent was obtained from all subjects involved in the
study. Between 20 November 2013 and 6 October 2020, 267 Caucasian
patients were included in the study. They were treated in the Vilnius
University Hospital Santaros Clinics. Patients were divided into three groups:
patients with histologically proven PDAC, patients with histologically proven
CP, and patients as HC (patients with histologically proven benign pancreatic
disease (pancreatic mucinous or serous cystadenomas), or patients
hospitalized for surgery of benign conditions (i.e., inguinal hernia,
haemorrhoids). Surgical pancreatic tissue samples and blood serum samples
were collected. Patients with PDAC were hospitalized either for radical
treatment and underwent pancreaticoduodenectomy/hemipancreatectomy or
for palliative treatment and underwent bypass operations and/or biopsies.
Patients with CP underwent Frey’s procedure. HC patients
underwent standard treatment for their benign conditions or
pancreaticoduodenectomy/hemipancreatectomy in  cases of benign
pancreatic disease. In latter cases, samples are considered as HC as they were
taken from adjacent healthy pancreatic tissue. The study design, numbers of
patients in each analysed group, and reasons for exclusion are demonstrated
in Figure 1. All tissue samples were collected during surgery and flash-frozen
in liquid nitrogen for 10-15 min, then further stored at —80 °C until lysate
preparation. All blood serum samples were collected directly before surgery
and prepared for further storage at —80 °C according to a standardized protocol
[21]. None of the patients in the PDAC group received neoadjuvant
chemotherapy. Most of the patients with PDAC received adjuvant
chemotherapy. All patients with PDAC had subsequent follow up between
0.5 and 5 years.
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10.5.2. Proteomic Analysis of Tissue Samples

To examine disease-associated changes in the proteome, high-
throughput differential label-free quantitative proteomic analysis of PDAC,
CP, and HC patients’ tissue samples was performed using high-definition
mass spectrometry (HDMS) technology. In addition, PDAC samples were
divided into 2 groups according to diameter: smaller (<2 cm) tumours and
larger (>3 cm) tumours. Homogenized samples were lysed using urea/thiourea
lysis buffer and sonicated for 1 min at the amplitude of 20% and 0.4 s
pulsations of on/off cycles. Lysates were centrifuged at 20,000% g for 15 min
at 4 °C, and the supernatants were collected and stored at —80 °C. Trypsin
digestion was performed according to a modified filter-aided sample
preparation protocol, as described previously [22].

Liquid chromatography separation of peptides was performed with the
nanoAcquity ultra-performance liquid chromatography system (Waters
Corporation, Elstree, UK) on a reversed-phase trap column, as described
previously [22]. Data were acquired using MassLynx version 4.1 software
(Waters Corporation, Milford, MA, USA) in positive ion mode. Liquid
chromatography—mass spectrometry data were collected using data-
independent acquisition mode MSE in combination with online ion mobility
separation. The trap collision energy of the mass spectrometer was ramped up
from 18 to 40 eV for high-energy scans in MSE mode. The trap and transfer
collision energy for high-energy scans in HDMS mode was ramped up from
4 to 5 eV and from 27 to 50 eV. The mass range was set to 50-2000 Da with
a scan time set to 0.9 s. The reference compound [Glul]-fibrinopeptide B
(Merck, Kenilworth, NJ, USA) was infused continuously (500 fmol/pL at a
flow rate 500 nL per minute) and scanned every 30 s for online mass
spectrometer calibration purposes. The samples were run in triplicate.

Raw proteomic data files were processed and searched using
ProteinLynx Global SERVER (PLGS) version 2.5.3 (Waters Corporation,
Milford, MA, USA). The following parameters were used to generate peak
lists: (i) the minimum intensity for precursors was set to 150 counts; (ii) the
minimum intensity for fragment ions was set to 50 counts; (iii) the intensity
was set to 500 counts. Processed data were analysed using trypsin as the
cleavage protease. One missed cleavage was allowed, fixed modification was
set to “carbamidomethylation of cysteines”, and variable modification was set
to “oxidation of methionine”. Minimum identification criteria included
1 fragment ion per peptide, 3 fragment ions per protein, and a minimum of
2 peptides per protein. The false discovery rate for peptide and protein
identification was determined based on the search of a reversed database
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generated automatically when the global false discovery rate was set to 4%.
The UniProtKB/SwissProt human database (5 February 2018) was used for
protein identification.

10.5.3. Tissue Lysates Preparation and Western Blot

Validation of CEACAMG6 expression in PDAC tissue samples was
performed using the Western blot technique. Eight PDAC samples were used.
As a negative control, 8 corresponding pancreatic tissue samples were used.
Of them, 4 were CP and 4 were HC. From each tissue sample, a lysate was
prepared. Pieces of tissue weighing 0.02 g were ground into smaller pieces
and mixed with 240 pL buffer containing TRIS/HCI pH 7.6 and sodium
dodecyl sulphate. The solutions were then heated at 100 °C for 5 min. After
heating, each sample was disintegrated for 1 min using ultrasound
SONOPULS (BANDELIN, Germany) cycle 4 x 10% power 20%. The cycles
of heating and ultrasound disintegration were repeated one more time before
final centrifugation at G at a temperature of 22 °C for 15 min. The transparent
solutions were isolated from the remaining debris for further processing. From
each of them, 210 pL of the solution was taken, DTT was added to 0.1 M
concentration, and the samples were stored at —20 °C. The remainder left after
centrifugation was used for the measurement of total protein concentrations
using the BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) according to the manufacturer’s instructions and a BioPhotometer
Spectrophotometer (Eppendorf, Hamburg, Germany). Using this information,
all stored solutions were diluted to the same protein concentration of
50 pg/ul.

For Western blot analysis, tissue lysates were resolved using 10% SDS-
PAGE, and 30 pL of lysate were loaded into each track. PageRuler™
Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) was used as a marker. The proteins were transferred to
polyvinylidene difluoride membrane (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) and
blocked in Blotto (0.9% NaCl, 8 mM Tris HCI, 2 mM Tris, 1% skimmed milk,
0.025% Tween-20, 0.05% NaN3) solution. Staining was done using primary
antibodies: CEACAM®6 mouse monoclonal antibody, clone 9A6, cat. Nr. sc-
59899 (Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, TX, USA) and B-actin mouse
monoclonal antibody, clone # 937215, cat. Nr. MAB8929 (Bio-Techne,
Minneapolis, MN, United States). As secondary antibodies, IRDye® 800CW
Goat anti-Mouse 1gG (LI-COR Biosciences, Lin-coln, NE, USA) were used
with an effect time of 30 min. For scanning, the membrane scanner LI-COR
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Odyssey 9120 was used together with its software package, Odyssey (LI-COR
Biosciences, Lincoln, NE, USA).

10.5.4. Enzyme linked immunosorbent assay and chemiluminescent
microparticle immunoassay

For quantitative analysis of CEACAMG6, CEA, and CA19-9 in peripheral
blood serum samples, two techniques were used. ELISA was used for the
guantification of CEACAMG6 and CMIA for CEA and CA19-9. Blood samples
of 142 patients with PDAC, 66 patients with CP, and 31 patients as HC were
analysed. For the quantitative analysis of CEACAMG in the blood serum,
CEACAMBG ELISA Kits (catalog number: MBS7203989 (MyBiosource, San
Diego, CA, USA)) were used. The manufacturer’s recommendations were
used for the preparation of samples and reagents, the assay procedure, and the
calculation of the results. CEA and CA19-9 concentrations in blood serum
samples were determined using the CMIA technique. The ARCHITECT
iSystem with reagents ARCHITECT CA 19-9XR assay (Abbott, Chicago, IL,
USA) and ARCHITECT CEA assay (Abbott, Chicago, IL, USA) were used.
The manufacturer’s recommendations were used for sample and reagent
preparation, assay procedures, and the calculation of results.

10.5.5. Statistics

Statistical analysis was performed using software: R statistical software
package V 4.0.2 (© The R Foundation for Statistical Computing,
https://www.r-project.org/foundation/), Rstudio Version 1.3.959 © 2009-
2020 RStudio, Inc., IBM SPSS Statistics V.23, G*Power V. 3.1.9.4
Universitit Diisseldorf, Germany. Shapiro-Wilk and Kolmogorov-Smirnov
(K-S) tests were used to check the data for normality. Interval variables, which
were not normally distributed, were described by medians and interquartile
ranges (IQR). The nominal variables were characterized by their frequencies
and percentage across the corresponding subset of the sample. For testing
relationships between categorical variables, the chi-square (y?) tests of
independence were used. When the frequencies of the values were below 5,
for testing relationships between categorical variables, we used Fisher’s exact
test. To estimate a statistically significant relationship between groups of
variables, we used the Kruskal-Wallis rank-sum test. The strength of the
relationship was measured by the eta squared based on the H-statistic
(eta? [H]) effect size. When eta? [H] = 0.01 < 0.06, we had a small effect; when
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eta? [H] = 0.06 < 0.14, we had a moderate effect; and when eta® [H] > 0.14,
we had a large effect. The Youden index was used to calculate optimal blood
serum concentration cut-off values for each biomarker according to its
prognostic capabilities. Kaplan-Meier analysis (log-rank test) was used for
disease-free survival (DFS) and OS analysis excluding 90-day mortality
(15 events) and non-cancer-related deaths (5 events). The relationships
between variables were evaluated as statistically significant with a p-value less
than 0.05 (p < 0.05) and a statistical test power equal to 0.95 (1 — 3= 0.95).

10.6. Results

10.6.1. Proteomic Identification of CEACAMG as Potential
PDAC Biomarker

To identify potential PDAC biomarkers, we undertook an in-depth
proteomic analysis of 19 tissue specimens surgically derived from healthy
individuals (HC; 4 specimens), patients with CP (5 specimens), and patients
with PDAC (10 specimens). In addition, specimens from PDAC patients were
sorted into two groups: five specimens from smaller (<2 cm) tumours and five
specimens from larger (>3 cm) tumours, aiming to identify biomarkers
specific to the earlier or later stages of the disease. A total of 3627 proteins in
all patient proteomes were identified and quantified, and 350 proteins were
significantly increased in tumour proteomes (p value < 0.05; fold change >1.5)
(https://www.mdpi.com/2075-1729/11/6/542/s1; Supplementary Materials:
Table S1). Ten proteins were unique for all PDAC, but not for HC or CP
samples. Of them, only CEA and CEACAMG6 have the possibility to be
secreted into the blood serum, thus having the potential for clinical
application. CEA is already used in clinical practice as a biomarker for several
oncological diseases, including PDAC. CEACAMG6 on the other hand does
not yet has such use but is considered as a promising new PDAC biomarker
by other researchers thus we further investigated it [13,16,23].

10.6.2. CEACAMG Expression in PDAC Tissue Specimens

To validate the specificity of CEACAM®6 to PDAC but not HC or CP
tissue samples, we assayed the expression of CEACAMG6 with specific
antibodies. Western blot analysis and densitometry readings revealed that
CEACAMBG is expressed in PDAC tissue samples with a tendency for
increasing expression as the tumour diameter increases. Additionally, no
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detectable expression of CEACAMG6 was observed in HC tissue samples and
only a trace of CEACAMG expression was found in CP tissue samples
(Figure 2, Table 1). These results confirm the predominant CEACAMG6
expression in PDAC tissues.
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1
HC CP PDAC<2cm PDAC>3cm

CEACAMS6 — carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 6; HC — healthy
control; CP — chronic pancreatitis; PDAC — pancreatic ductal adenocarcinoma.

Figure 2. Western blot analysis of CEACAMS6 expression in pancreatic HC,
CP, and PDAC tissue lysates. B-actin was used as a loading control.
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Table 1. Densitometry readings representing relative intensity of CEACAMS6 and p-actin at the Western blot analysis.

HC CP PDAC<2cm PDAC >3 cm
Line No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
CEACAMG6| 10 | 06 | 05 | 24 | 117 | 18 | 14 | 11 | 199 | 12 | 6.4 | 156 | 69.4 [110.3| 149 | 24.0
B-actin 10 | 1.8 19 | 0.7 13 | 23 | 2.2 14 | 28 | 27 | 23 | 38 | 24 | 28 | 21 | 2.2

CEACAMG6 — carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 6; HC — healthy control; CP — chronic pancreatitis; PDAC — pancreatic ductal

adenocarcinoma.

127



10.6.3. Evaluation of CEACAMSG6, CEA and CA19-9 Concentrations in
Patients’ Blood Serum, Diagnostic Capability of CEACAMG6

According to a previous study, CEACAMBG is secreted into and can be
detected in the blood serum [13]. To evaluate the ability of CEACAMS to
separate PDAC patients from those with CP and HC, we analysed CEACAMG6
blood serum concentrations from 239 patients with ELISA. Before the
analysis, patients were divided into three groups: patients with PDAC, patients
with CP, and patients as HC. The demographics of the groups were analysed
to evaluate general parameters and the overall health condition of each group
(Table 2). Analysis revealed significant differences between the groups in all
evaluated demographical parameters. These changes might have influenced
further results, but they cannot be avoided due to the nature of each group.

Table 2. Demographical data of the study groups.

Parameter PDAC CP HC p
No. of patients 142 66 31
Gender <0.001
Female
No. (%) 71 (50.0) 15 (22.7) 17 (54.8)
Male
No. (%) 71 (50.0) 51 (77.3) 14 (45.2)
Age (years)
Median (IQR) 66.0 (13.8) 49.0 (12.0) 56.0 (11.0) <0.001
BMI 25.4 (5.5) 225 (4.4) 27.3(9.7) <0.001
Median (IQR) M T T '
Diabetes mellitus 0.009
Present
No. (%) 32 (22.5) 27 (40.9) 5(16.1)
Absent
No. (%) 110 (77.5) 39 (59.1) 26 (83.9)

PDAC — pancreatic ductal adenocarcinoma; CP — chronic pancreatitis; HC — healthy control;
IQR — interquartile ranges; BMI — body mass index.

To compare the diagnostic capability of CEACAMG6 with other
biomarkers, we further analysed concentrations of already known PDAC
biomarkers (CEA and CA19-9) in the same blood serum samples with CMIA.
Differences in the median values of analysed biomarker concentrations
between the three groups reached statistical significance and are shown in
Table 3. The analysis confirmed that CEA and CA19-9 have diagnostic
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potential, as their concentrations were significantly increased in the PDAC
group. The concentration of CEACAMG6 was significantly increased in one of
the control groups, CP patients, thus restricting its diagnostic potential.

Table 3. Median blood serum concentrations of analysed biomarkers in the study
groups.

Biomarker PDAC CP HC D
,(\:,Eﬁa(? é(,%/FLQ)) 2.9 (3.8) 2.6 (2.7) 1.4(0.8) | <0.001
CE/:Aig';/rlwes(l(gganL) 2124 | 33@23 11(18) | <0.001
CMAeld?; ((ng‘)) 176.0 (1386.9) | 7.6 (22.1) 36(5.1) |<0.001

CEA - carcinoembryonic antigen; CEACAM6 - carcinoembryonic antigen-related cell
adhesion molecule 6; CA19-9 — carbohydrate antigen 19-9; IQR — interquartile ranges; BMI —
body mass index.

10.6.4. Comparative Analysis of CEACAMBG as a Prognostic Biomarker

Finally, we investigated the prognostic potential of CEACAMS6 and
compared it to the prognostic capabilities of CEA and CA19-9. Aiming to
evaluate the analysed biomarker associations to various oncological and
demographical parameters, we evaluated the dependency of CEACAMSG,
CEA, and CA19-9 blood serum concentrations from these parameters in
PDAC patients. The results of this analysis are represented in Table 4. Our
study revealed that CEACAMSG6 blood serum concentration is the least
dependent on the evaluated oncological and demographical parameters
compared to CEA and CA19-9 concentrations. This makes CEACAMS6 the
most independent candidate biomarker for PDAC.
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Table 4. The dependency on oncological and demographical parameters of
biomarkers concentrations represented as effect sizes and p values.

CEA CEACAM®6 Cal9-9
Parameter Effect Size Effect Size Effect Size
(p-value) (p-value) (p-value)
Demographical
Gender 0.01(0.2) ** —0.01 (0.8) ** 0.00 (0.3) **
Age 0.04 (0.46) * 0.09 (0.13) * —0.05 (0.42) *
Diabetes mellitus 0.01 (0.1) ** 0.01 (0.06) ** 0.00 (0.9) **
BMI —0.04 (0.47) * 0.01(0.85) * 0.04 (0.51) *
Oncological
T 0.05(0.001) ** | 0.04(0.008) ** | 0.05 (0.001) **
N —0.01 (0.9) ** 0.00 (0.5) ** 0.05 (0.002) **
M 0.07 (0.00005) ** | 0.02 (0.03) ** 0.03 (0.004) **
G —=0.01 (0.9) ** 0.00 (0.6) ** —0.01 (0.7) **
R 0.00 (0.5) ** 0.00 (0.3) ** 0.01(0.2) **
Stage 0.06 (0.002) ** 0.00 (0.3) ** 0.04 (0.01) **
LNR —-0.05 (0.59) * —0.05 (0.56) * 0.13(0.14) *
Perineural invasion |0.10 (0.000004) **| 0.05 (0.0008) ** | 0.03 (0.02) **
Perivascular invasion |0.09 (0.000007) **| 0.06 (0.0005) ** | 0.02 (0.02) **
Tumour diameter 0.1(0.1)* 0.1 (0.09) * 0.2 (0.00) *
Tumour localization 0.00 (0.3) ** —0.02 (0.9) ** 0.00 (0.4) **
Bilirubin concentration 0.05(0.4) * 0.01 (0.83) * —-0.04 (0.46) *

* Kendall correlation coefficient; ** eta?, based on the H-statistic effect size; CEA —
carcinoembryonic antigen; CEACAMG6 — carcinoembryonic antigen-related cell adhesion
molecule 6; CA19-9 — carbohydrate antigen 19-9; BMI —body mass index; T — primary tumour;
N — regional lymph nodes; M — distant metastasis; G — differentiation; R — resection status;
LNR — lymph node ratio.

For the survival analysis, optimal cut-off values for each biomarker
blood serum concentration needed to be determined. Since diagnostic
CEACAMBG potential was rejected, cut-off values were calculated according
to the prognostic capabilities of the biomarkers using the Youden index. The
determined cut-off values were CEA 2.6 mkg/L; CEACAM®6 3.018 ng/mL;
CA19-9 308.85 kU/L. Receiver operating characteristic (ROC) curves for
each biomarker are represented in Figure 3. The established cut-off values of
all three biomarkers were applied in the subsequent survival analysis.
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Figure 3. The ROC curves for CEA (a), CEACAMG6 (b), and CA19-9 (c)
according to their prognostic capabilities.
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PDAC patients in our study underwent different types of surgical
treatments, which may have had an impact on their survival. For this reason,
before survival analysis, we divided the PDAC patient group into two
subgroups depending on the type of treatment patients received — radical or
palliative. A total of 73 patients in the radical treatment subgroup underwent
pancreaticoduodenectomy or hemipancreatectomy, while 69 patients in the
palliative treatment subgroup underwent bypass operations and/or biopsies.
The latter subgroup included patients with resectable stages of PDAC who
refused surgery or could not undergo radical surgery due to comorbidities. The
characteristics of each subgroup are represented in Table 5.

Table 5. The characteristics of the subgroups of pancreatic cancer patients.

Parameter Radical treatment | Palliative treatment

No. of patients 73 69
Stage

1A 4 4
IB 8 0
A 11 1
1B 33 8
1l 17 21
v 0 35
Adjuvant chemotherapy 58 57
Gemcitabine 23 19
Folfirinox 13 8
Gemcitabine and Folfirinox 22 30
Refused/did not tolerate 11 11
Missing data 4 1

To evaluate the prognostic potential of CEACAMS6 and to compare it
with CEA and CA19-9, a Kaplan-Meier survival analysis was performed. This
analysed the impact of these biomarker blood serum concentrations above the
cut-off value on survival. Patients with 90-day mortality and non-cancer-
related deaths were excluded to evaluate only cancer-related mortality. The
median OS and median DFS were calculated for each biomarker in both
PDAC subgroups (Table 6). No difference in DFS or OS for either biomarker
was detected in the palliative treatment subgroup. However, in the radical
treatment subgroup, only patients with CEACAMG6 blood serum concentration
above the cut-off value were characterized by statistically significant poorer
median OS (12.6 months OS for CEACAMG6-positive vs. 17.0 months OS for
CEACAMG6-negative, p = 0.017) (Figure 4). No statistically significant
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dependencies on DFS or OS from either CEA or CA19-9 biomarkers were
obtained in the latter subgroup. Because OS, but not DFS, was dependent on
CEACAMBG blood serum expression, this might indicate that CEACAMG6
cannot predict the timing of disease relapse. However, as it occurs, the disease
tends to become more aggressive. Since most of the radical treatment
subgroup patients received adjuvant chemotherapy (Table 5), it can be
concluded that the level of CEACAMG6 in the blood serum has
chemoresistance prediction properties in PDAC patients after radical
treatment.
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Table 6. Median survival dependencies of biomarker blood serum concentrations in radical and palliative treatment subgroups.

Overall survival (months)

Disease-free survival (months)

Negative Positive p Negative Positive p
e di(a:l Eﬁ OR) 15.6 (22.8) 15.4 (16.6) 0.3 8.7 (17.3) 7.9 (11.0) 0.38
tr'z:?r:f:r'n miiﬁmgs) 17.0 (21.3) 12.6 (14.1) 0.017 8.7 (14.4) 7.0 (19.0) 0.094
meg@:igm 16.4 (18.8) 13.3(21.8) 0.64 8.1 (16.4) 9.2 (11.9) 0.23
e dii Eﬁ OR) 11.7 (13.6) 13.6 (9.9) 0.71
frzgt'f;:ﬁ miiggﬁ'gg) 11.8 (7.9) 135 (12.6) 0.87
megi?:%'gm 13.6 (16.4) 12.0 (10.5) 0.12

Negative — biomarker concentrations below cut-off value; positive — biomarker concentrations above the cut-off value; CEA — carcinoembryonic antigen;
CEACAMBG — carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 6; CA19-9 — carbohydrate antigen 19-9; IQR — interquartile ranges.
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Figure 4. Kaplan—Meier curve representing the dependency of CEACAMBG blood
serum concentration values on overall survival in PDAC patients after radical
treatment.

10.7. Discussion

The reason why PDAC has emerged as an increasingly significant
healthcare issue might be due to the lack of relevant scientific research in the
field. Despite the fact that mortality is rising and survival rates have remained
unchanged for decades, pancreatic cancer still receives less than 2% of all
cancer research funding in Europe [10,24]. From all treatment modalities
available, only surgery offers the possibility of a cure if accessed at early
stages. Early identification of this disease remains a major issue. Another
important issue is the heterogeneity of PDAC, which is due to the nature of its
oncogenesis [7-9]. This makes it difficult for clinicians to predict further
disease development and prognosis, and thus the decision for the best
treatment option for each individual patient remains debatable. A new
biomarker could shed more light onto these issues; the current biomarkers for
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PDAC (CA19-9 and CEA) are limited in diagnostic and prognostic
capabilities.

In our study, we aimed to find a new advanced PDAC biomarker. After
HDMS revealed candidate biomarkers, we determined that CEACAM®6 has
the highest potential to become a novel biomarker for PDAC. After its
validation solely in PDAC tissue, we further analysed blood serum samples
for its expression. To evaluate the clinical significance of CEACAMSG, we also
measured blood serum concentrations of other biomarkers already in use for
PDAC (CEA and CA19-9). Although its diagnostic capabilities were
insufficient, survival analysis revealed that it has significant prognostic
potential and can help to predict chemoresistance. Similar properties of
CEACAMBG were investigated and described by other scientists.

Various mechanisms of how CEACAMG6 affects pancreatic cancer
progression were already identified. Duxbury et al. in 2004 announced a
number of publications regarding CEACAMG6 and its role in PDAC
development. This team noted that CEACAM®G6 gene silencing reduces the
metastatic ability of pancreatic adenocarcinoma cells by impairing anoikis
resistance in PDAC cell lines and tested it with a nude mouse orthotopic
xenograft model [25]. Another research group led by Duxbury determined that
the antibody-mediated cross-linking of CEACAMG6 induced a significant
increase in cellular resistance to anoikis [26]. Anoikis is a subset of apoptosis
normally induced by inadequate cell-substrate adhesion, while resistance to
anoikis is a feature of malignancy and determines metastatic potential and
tumorigenesis. It was proved that CEACAMG6 overexpression has an effect on
cellular invasiveness towards insulin-like growth factor I, which has a critical
role in the malignant behaviour of pancreatic cancer cells [27]. CEACAM6
was identified to promote PDAC cell interactions with the extracellular matrix
via its cross-talk with alphavbeta3 integrin, thus contributing to the invasive
and metastatic potential of the cells [28]. Another published study investigated
two PDAC cell lines (Capan2 and BxPC3) with modified CEACAMG6
expression and their effect on subcutaneously xenografted mice. It was
concluded that CEACAMG6 expression can modulate the invasive PDAC
phenotype through alterations in cellular MMP-9 activity [29]. Gebauer et al.
[13] also performed in vivo experiments with mice inoculated with CEACAM
knock-down cells. Experimental animals showed a prolonged overall survival
in comparison to the control group. On the other hand, the same group showed
an increased incidence of pulmonary metastasis. Epithelial-mesenchymal
transition is a process which involves the loss of cell-cell adhesions and in
PDAC leads to the gain of invasive and metastatic capabilities together with
chemoresistance. Chen et al. [20] suggested that CEACAMG6 promotes PDAC
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spread by means of this process via the ZEB1/ZEB2 pathway. CEACAMG6
modulation of PDAC cell proliferation via the expression of cyclin D1/CDK4
was also determined by Yan et al. [30].

It is very likely that these oncogenic mechanisms associated with
CEACAMG start to take effect very early, since this protein is confirmed to be
expressed even at the preneoplastic state of PDAC, pancreatic intraepithelial
neoplasia [13,16-18]. Some of these preneosplastic changes are present in
patients with CP [17,31-33]. This is one of the reasons why CP is considered
as a precancerous state by some specialists. CEACAMG6 expression was
already reported in CP tissue samples in several publications, but the number
of analysed samples was low [17,34]. It was also identified in CP patients’
bile and blood serum [13,35]. These findings are similar to our determination
that CEACAMBG6 blood serum concentrations were higher in CP patients than
in PDAC patients (Table 3). The diagnostic value of CEACAMG6 could be
considered to be poor because differentiation between these two conditions is
very important in clinical work. In fact, our results may support the results of
Sharma et al., who found that the expression of CEACAMSG in the tissue
samples of the precancerous state of esophageal cancer was higher than in the
actual esophageal cancer [36]. On the other hand, CEACAMS6 could has an
additional role as a biomarker for the management of CP patients. To this day,
no research regarding such clinical utility of CEACAMG6 has been done.

Since CEACAMSG6 possesses significant features for pancreatic cancer
development, it was investigated as a potential treatment target. Cheng et al.
determined that antibodies targeting CEACAMS6 can reduce PDAC cell line
angiogenesis, invasion, and MMP-9 activity, three properties important for
tumour growth and metastasis [23]. The same research also compared their
effect with standard chemotherapy and proved that these antibodies are
superior to gemcitabine in terms of their ability to reduce angiogenesis and
MMP-9 activity. CEACAMG6 demonstrated the potential to be used as a
therapeutic target for PDAC using an antibody—drug conjugate-based therapy
approach [18]. In vitro analysis made by Duxbury et al. [19] determined that
the expression of CEACAMG6 is associated with the gemcitabine
chemoresistance of PDAC cells, as in our results, where patients with higher
CEACAMBG blood serum concentrations did not have a significant therapeutic
impact from adjuvant chemotherapy, as shown by poorer OS (Table 6,
Figure 4). These findings could mean that CEACAMG6 may help clinicians to
identify a group of patients with chemoresistant but targeted therapy- and/or
immunotherapy-responsive PDAC. One ongoing clinical trial is analysing the
effect of CAR2ANti-CEA CAR-T cell infusion to the hepatic artery for
patients with pancreatic cancer and CEA+ liver metastases that are resistant
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to standard therapy [37]. The results of this trial will hopefully shed even more
light on this possible clinical role of CEACAMBG.

Our analysis revealed that CEACAMG6 blood serum concentrations are
the least dependent on various oncological and demographic parameters
compared to CEA and CA19-9 (Table 4). CEACAM®6 was only significantly
correlated with oncological parameters T, M, perineural invasion, and
perivascular invasion. CEA significantly correlated with the same parameters,
but also with the tumour stage. CA19-9 significantly correlated with the same
parameters as CEA, but also with parameter N and tumour diameter. A similar
analysis done by Gebauer et al. concluded CEACAMG6 blood serum
concentrations significantly correlate with parameters G and M, while CEA
did not correlate with any of analysed parameters [13]. However, the latter
study analysed fewer parameters, and patient groups were smaller.

In our research, we compared patients’ demographical parameters
between different groups: PDAC, CP and HC. We concluded that there were
significant differences between the groups in all evaluated parameters
(Table 2). This might have had an effect on biomarker expression, but we
could not adjust the study accordingly due to the limited number of patients
available. We understand that other studies with a similar study design might
run into the same issue, since each patient group has a tendency to experience
certain changes in their health condition or demographical parameters (e.g.,
median BMI, median age, gender ratio, incidence of diabetes mellitus). While
analysing CEACAMG blood serum expression with a similar study structure,
Gebauer et al. reported the gender ratio only for PDAC and HC patients, but
for CP patients, these data are missing [13]. In the same study, the median age
was reported only for PDAC and CP patients, but for HC patients, information
about age is also missing.

CEACAMS6 was reported to be overexpressed not only in the cancer
tissue and blood serum of PDAC patients, but also in their bile. Farina et al.
[35] concluded that

CEACAMBS6’s concentration is conspicuously elevated in bile samples
from patients with PDAC and cholangiocarcinoma, but not in those from
chronic pancreatitis or gallstone-induced stenosis. This makes it a possible
biomarker for differentiation between benign and malignant strictures, a
subject that still remains a major clinical issue.

Although a significant number of studies have been conducted already,
reporting a link between higher CEACAMG concentration and the more
aggressive type of PDAC, few trials have investigated its prognostic
capabilities. Two trials available on this subject have analysed
immunohistochemically stained tissue microarray specimens [13,16]. In these
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studies, positive CEACAMG6 expression was associated with unfavourable OS
and DFS. One additional trial analysed The Cancer Genome Atlas data from
PDAC patients [38]. It also linked high CEACAMG6 expression to poor OS.
To our knowledge, so far, only one study has evaluated the link from
CEACAMBG concentration in blood serum to OS and DFS, but it failed to show
statistically significant dependency. This is perhaps because of the smaller
group of PDAC patients [13]. To our knowledge, our study is the first report
on CEACAMBG blood serum expression as a statistically significant PDAC
prognostic biomarker. As CEACAMBG6 has universal oncogenic features, it has
been reported as a relevant prognostic biomarker in other malignancies:
cholangiocarcinoma, osteosarcoma, renal cancer, colorectal cancer, gastric
cancer [39-45].

10.8. Conclusions

1. A biobank was created with 267 samples of biological material from the
study subjects.

2. CEACAMG was identified as a potential PDAC biomarker in pancreatic
tissue samples.

3. CEACAMG verification revealed the dominance of its expression in PDAC
tissue compared to CP and HC tissues.

4. Optimal CEACAMG6 blood serum concentration cut-off value is 3.018
ng/mL; CEA 2.6 mkg/L; CA19-9 308.85 kU/L.

5. CEACAMBG blood serum concentrations do not have diagnostic capabilities
for PDAC.

6. CEACAMSG6 blood serum concentrations have prognostic capabilities for
PDAC. In PDAC patients with a serum CEACAMS6 concentration >3.018
ng/mL, targeted therapy or immunotherapy could be offered instead of
chemotherapy.

10.9. Practical recommendations

Based on the conclusions of this dissertation, we would suggest the
following practical recommendations.

For patients undergoing radical surgery for suspected pancreatic cancer,
we would recommend to evaluate CEACAMG6 concentration in the blood
serum at the morning before surgery. If the diagnosis of PDAC is confirmed
after the surgery, the oncologist should take into account the pre-operative
CEACAMBG concentration while deciding on further treatment tactics. If the

139



latter is <3.018 ng/mL, we would recommend routine adjuvant chemotherapy.
In case CEACAMSG concentration is >3.018 ng/mL, the clinical situation
should be discussed with the patient and, with his informed consent, refrain
from routine chemotherapy with targeted therapy or immunotherapy as
alternatives. While possible CEACAMG6 or another protein of its family
should be used as a target or immunotherapy element (Figure 5).

Patient with a suspected PDAC, blood test for CEACAMG in the
morning before radical surgery

After the PDAC confirmation by pathological examination of the
resected tumour, the patientis sent to the oncologist

CEACAM6 <3,018 ng/mL CEACAMSG >3,018 ng/mL

Routine adjuvant Targeted therapy or
chemotherapy immunotherapy

CEACAMBG6 — carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 6; PDAC — pancreatic
ductal adenocarcinoma.

Figure 5. Practical recommendations for the examination and treatment of
patients with suspected pancreatic cancer and planned radical treatment.
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PADEKA

Sioje disertacijoje apraSytas mokslinis tyrimas buvo atliktas Vilniaus
universiteto  Medicinos  fakulteto  Klinikinés medicinos instituto
Gastroenterologijos, nefrourologijos ir chirurgijos klinikoje, Vilniaus
universiteto Gyvybés moksly centro Proteomikos centre ir Vilniaus
universiteto ligoninés Santaros kliniky Pilvo chirurgijos bei Hepatologijos,
gastroenterologijos ir dietologijos centruose.

Visy pirma esu labai dékingas disertacijos vadovui prof. Audriui Sileikiui uz
sudominimg mokslo tiriamuoju darbu nuo pirmyjy medicinos studijy kursy,
moksliniy idéjy ir jzvalgy generavimg, vertingus patarimus, pagalbg ir
pastabas rengiant $ig disertacija.

Labai acit visam Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky Pilvo
chirurgijos bei Hepatologijos, gastroenterologijos ir dietologijos centry
kolektyvui uz pagalba renkant audiniy ir kraujo serumo méginius. Ypac
dékoju prof. Kestuciui Strupui, prof. Jonui Valantinui, dr. Mariui Petrulioniui

TNV —

Nuosirdziai dékoju Gastroenterologijos, nefrourologijos ir chirurgijos
Klinikos reikaly tvarkytojai Reginai Valentélienei uz greita pagalba
administraciniais klausimais bei prof. Algimantui Irniui uz nepailstama
doméjimasi mano moksliniu darbu ir patarimus bei padrgsinimg einant §iuo
keliu.

Esu labai dékingas Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky
Laboratorinés medicinos centro kolektyvui uz surinkty méginiy saugojima,
atliktus tyrimus ir pagalbg interpretuojant tyrimy rezultatus: doc. dr. Daliui
Vitkui, dr. Dovilei Karciauskaitei, Aldonai Jurevi¢ienei, Laimai Gogelienei.

Sirdingai dékoju VUL SK Biomedicininiy tyrimy vykdymo skyriaus ir

su grieztais duomeny apsaugos reikalavimais.
Labai dékui Vilniaus universiteto Medicinos fakulteto Medicinos biologijos

magistro studijy programos studentui Tomui Bukiui uz pagalbg atliekant
kraujo serumo meéginiy ELISA tyrimus ir gauty rezultaty interpretavima.

Labai aciii Vilniaus universiteto Gyvybés moksly centro Proteomikos centro
kolektyvui: dr. Mindaugui Valiui, dr. Marijai Ger, dr. Algirdui Kaupiniui, dr.
Eglei Zalytei ir dr. Silvijai Urnikytei uz aukstos raidkos masiy spektrometrijos
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ir tolesnés proteominés analizés atlikima, pagalba interpretuojant jos
rezultatus. Taip pat uz pagalbg ir patarimus atliekant Western-blot analizg ir
interpretuojant jos rezultatus. Sio centro darbuotojai taip pat organizavo itin
didelio kiekio surinkty méginiy tinkamg saugojima, dékui uz tai. Galiausiai,
acii Siam kolektyvui uz bendradarbiavimg ir profesionaluma rengiant
straipsniy rankrasc¢ius tarptautiniams zurnalams.

Mano nuosirdi padéka biostatistikui Eugenijui Jasitinui uz reikSmingg pagalba
atliekant surinkty duomeny statistine analize.

Mano ypatinga padéka Sios disertacijos recenzentams: prof. Gintarui
Simuéiui, doc. Godai Sadauskaitei, dr. Albertui Cekauskui. Labai adia uz
vertingas pastabas ir patarimus, be kuriy §i disertacija bty nepilna.

Galiausiai, $is darbas nebiity buves jmanomas be didziulés pagalbos, paramos
ir nuolatinio jkvépimo, kurj man suteiké mano Sirdies dama leva ir $eima:
tévai Alfredas ir Ramute, sesés Viktorija ir Ingrida. Esu be galo dékingas uz
Jusy meile ir kantrybe!
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