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SANTRUMPU SARASAS

ABO - kraujo grupiy vertinimo sistema.

BRCA — kriities vézio genas (angl. breast cancer gene).

Bl — bendras i§gyvenamumas.

CA 19-9 — vézio zymuo karbohidratinis antigenas 19-9.

CD - lasteliy pavirSiaus zymenys (angl. cluster of diferentiation), budingi
tam tikrai lasteliy subpopuliacijai, jy diferenciacijos stadijai ar
aktyvacijos biisenai.

CTLA - (angl. cytotoxic T-lymphocyte-associated protein) citotoksinis
su T limfocitais asocijavesis baltymas.

DL — dendritinés lastelés.

ECOG - Ryty kooperatinés onkologijos grupés (angl. Eastern
Cooperative Oncology Group) skalé pacienty funkcinei biiklei jvertinti.
FOLFIRINOX - chemoterapijos preparaty kombinacinis reZimas:
oksaliplatina, leukovorinas, irinotekanas, fluorouracilas.

FOLFOX — chemoterapijos preparaty kombinacinis reZimas:
oksaliplatina, leukovorinas, fluorouracilas.

HCC — hepatoceliuliné karcinoma.

IBPL — iSgyvenamumas ligai neprogresuojant.

IL — interleukinas.

IFN — interferonas.

IPMN - intraduktaliné papiliné mucininé neoplazija.

KRAS — (angl. Kirsten rat sarcoma virus) RAS onkogeny $eimos genas.
Ki 67 — proliferacinis aktyvumas, jvertinamas imunohistochemine raiska.
KMI — kiino masés indeksas.

KT — kompiuteriné tomografija.

MDSC — mieloidinés kilmés supresorinés lastelés (angl. Myeloid-derived
suppressor cells).

MRT — magnetinio rezonanso tomografija.

NK — (angl. natural killers) Igstelés zudikeés.

OFF — chemoterapijos rezimas: oksaliplatina, leukovorinas,
fluorouracilas.

PALB — geno pavadinimas.

PDAK — pankreatiné duktaliné adenokarcinoma.

PARP — poli (ADF ribozés) polimerazé.

PD — programuota ziitis (angl. progammed death).

PI — pasikliautinasis intervalas.

PET — pozitrony emisijos tomografija.

PPPDR - prievartj i$sauganti pankreatoduodenaliné rezekcija. 10



RCC — inksty lasteliy karcinoma.

ROS - protoonkogeno pavadinimas.

RS — rizikos santykis.

RT - radioterapija.

SBRT - stereotaktiné kiino radioterapija (angl. stereotactic body
radiotherapy).

SN — standartinis nuokrypis.

TACE — transarteriné chemoembolizacija.

TAM — su tumoru asocijuoti makrofagai.

TCR — T limfocity receptoriai (angl. T-cell receptor).
Th —T helperiai.

TMA — tumoro mikroaplinka.

10



1. IVADAS
1.1. Problemos aktualumas

Kasos vézys (pankreatiné duktaliné adenokarcinoma, PDAK) — tai viena
agresyviausiy onkologiniy ligy (1). Diagnostikos sunkumus ir blogg
iSgyvenamuma lemia ypatinga organo anatomija, greitas vézio vystymasis,
profilaktiniy atrankos programy nebuvimas, jvairlis tumoro barjerai bei
imunings sistemos vangumas (2).

Kasos vézys diagnozuojamas jau esant simptomams: geltai ar skausmui,
tada daugumai pacienty operacinis gydymas, visi$kas naviko pasalinimas jau
néra galimi (3). Taigi ankstyvy (pirmos, antros) stadijy navikai gali bati
visiSkai paSalinami, kai kuriems pacientams po operacijos dar
rekomenduojama adjuvantiné chemoterapija (4, 5). Vietiskai paZenge
(tre¢ios stadijos) kasos navikai gydomi neoadjuvantine chemoterapija
sumazinant apimtj ir invazijg j kraujagyslines strukttiras ir Salinant likutines
naviko mases (6, 7). ISplitusi ketvirtos stadijos liga gydoma sisteminio
poveikio chemoterapiniy vaisty kombinacijomis (8, 9).

PDAK gydymui jprastoje klinikingje praktikoje rekomenduojama
chemoterapija. Sios grupés efektyviy vaisty pasirinkimas pastaraisiais metais
did¢ja, rekomenduojamos liposominés, su baltymais konjuguotos formos
(10, 11). Tokios naujos galimybés kai kuriy pacienty iSgyvenamuma
pagerina gana reikSmingai, taciau proverzio ligos gydyme nejvyksta. Kitos
klasés vaistai, taikiniy terapijos preparatai, taip pat naudingi tik tam tikroms
kasos vézio pacienty grupéms, esant specifinéms mutacijoms (12). Kity
onkologiniy ligy gydymui taikomi angiogenezés inhibitoriai, tirozinkinaziy
inhibitoriai yra menkai aktyvis PDAK atveju. Imunoterapijos metodai,
kardinaliai pakeit¢ kity solidiniy onkologiniy ligy (melanomos, plauciy
vézio) pacienty iSgyvenimo tendencijas, kasos vézyje, dél ypac ryskios
stromos ir mazo imuniniy lgsteliy kiekio navike, taip pat neefektyvis.
Zinoma, tesiami tyrimai su naujais $ios klasés vaistais, ieskoma naujy
signaliniy keliy, reikSmingy antigeny, stengiamasi suaktyvinti imuninj
atsaka, jgalinti T Igsteles (13, 14).

Ieskant naujy gydymo biidy neabejotinai svarbu iSaiskinti prognostinius ir
predikcinius biozymenis. Kasdienéje klinikinéje praktikoje prognostiskai
svarbus ir gydymo efektyvumo vertinimui bei steb&jimui dél ligos
atsinaujinimo naudojamas vienintelis CA 19-9 zymuo. Vis délto kai kurie
pacientai jo tiesiog neiSskiria, o cholangitas, kiti uzdegiminiai procesai gali
salygoti jo padidéjima (15, 16). Vienintelis predikcing vertg turintis Zymuo
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yra BRCA mutacijy tyrimas, rodantis didesn]j jautrumg platinos preparatams
ir taikiniy terapijos PARP inhibitoriais galimg nauda (12).

Taigi naujy Zymeny paieska, ypac imuninés sistemos faktoriy vertinimas
§iuo metu, kai ypatingas démesys skiriamas imunoonkologijai, iSaiSkinama
chemoterapijos, kity gydymo metody jtaka imuninei sistemai, bandoma
kombinuoti keliy klasiy vaistus, yra itin svarbi. Jau yra Zinoma, kad
citotoksiniy CD3+CD8+ limfocity gausa ir i§sidéstymas naviko centre lemia
geresnj pacienty iSgyvenamumg, natiiraliy zudiky (NK lasteliy), B lasteliy
infiltracijos jtaka iSgyvenamumui néra aiski, o CD4+ helperiy — neigiama.
Cirkuliuojanciy (periferinio kraujo) limfocity pokyciai gydant naujesniais
chemopreparatais, poveikis iSgyvenamumo rezultatams bei rySys tarp
perferinio kraujo ir TMA kiekiy PDAK pacienty populiacijoje néra aiskus
(17, 18).

Siuo disertacijos darbu siekiama i$aikinti pacienty imuninés sistemos
faktoriy, kity naviko aplinkos elementy jtaka iSgyvenimo prognozei ir
galima prediktyving verte, o kartu ir Siuolaikinés chemoterapijos poveikij
imuninei sistemai.

1.2. Disertacijos tikslas ir uzdaviniai

Ivertinti periferinio kraujo limfocity pradiniy ver¢iy ir poky¢iy gydymo
metu bei sasajos su tumoro mikroaplinkos faktoriais jtakg pacienty,
serganciy kasos véziu, bendro iSgyvenimo trukmei.

1. Nustatyti B, T limfocity reikSmes kraujyje prie§ radikalia kasos
véZio operacija ir po jos, pradéjus chemoterapinj gydyma.

2. Nustatyti kasos vézio audinio savybes, jy sasajg su periferinio kraujo
limfocity duomenimis (pacientams, kuriems atliekamos radikalios
kasos rezekcinés operacijos).

3. Nustatyti B, T limfocity reikSmes kraujyje gydymo tik sistemine
chemoterapija metu (esant indikacijoms Siems pacientams gali buti
atliekamos paliatyvios operacijos).

4. Jvertinti B, T limfocity pradiniy verciy, poky¢iy gydymo metu,
tumoro aplinkos savybiy jtaka iSgyvenimui iki progresavimo ir
bendram i§gyvenimui.

12



1.3. Ginamieji teiginiai

1. Kasos véziui taikomas operacinis gydymas bei adjuvantiné
chemoterapija turi jtakos limfocity subpopuliacijy kiekio pokyc¢iams
periferiniame kraujyje.

2. Egzistuoja rySys tarp vézio mikroaplinkos (tumoro ir stromos
santykio) ir cirkuliuojan¢iy  periferinio kraujo  limfocity
subpopuliacijy.

3. Kasos véziui taikoma sisteminé chemoterapija keicia limfocity
subpopuliacijy  kiekj periferiniame kraujyje  sergantiesiems
pazengusiu ir metastazavusiu kasos véziu.

4. Periferinio kraujo limfocity subpopuliacijy pradinés vertés (tiriant
prie§ bet kokj taikoma gydyma), pokyc¢iai gydymo metu, vézio
mikroaplinkos savybés yra susije su i§gyvenimo trukme.

1.4. Tyrimo naujumas

Pirmg karta bandyta nustatyti galimg chemoterapijos FOLFIRINOX
rezimo jtaka kasos intraduktaline adenokarcinoma serganciyjy imuninés
sistemos komponentams — cirkuliuojantiems T limfocitams. Bandyta jzvelgti
imuninés sistemos predikcing verte — atrasti pacienty grupes, kurioms geriau
tikty vienas ar kitas chemoterapijos rezimas dél savo imunogeninio efekto.
Ateityje kombinuojant chemoterapijos ir imunoterapijos klasiy vaistus tokia
prediktyviné verté buty naudinga.

Iki Siol atliktuose tyrimuose daZniausiai vertinta gemcitabino jtaka,
analizuota limfocity vert¢ iSgyvenamumui arba chemoterapijos jtaka
imunings sistemos lasteléms ar bandyta jzvelgti ry§j tarp cirkuliuojanciy ir
tumoro mikroaplinkos komponenty. Sioje analizéje palyginta cirkuliuojanéiy
ir tumoro aplinkos faktoriy, dviejy chemoterapijos rezimy jtaka ligos
atsinaujinimui ir paciento iSgyvenamumui. Tyrime aiSkiai iSskiriamos dvi
pacienty grupés: ankstyvos ir pazengusios ligos, jos nagrinéjamos imuninés
sistemos aktyvumo pozilriu.

Lietuvoje pastaraisiais metais nebuvo atliekami tyrimai su periferinio
kraujo imuninés sistemos komponentais sergantiems PDAK. Tad §i analizé
atspindi ir pastaryjy mety kasos gydymo tendencijas misy Salyje.
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2. LITERATUROS APZVALGA

2.1. Kasos vézio paplitimas bei rizikos veiksniai

Pankreatiné duktaliné adenokarcinoma (PDAK) yra agresyvios eigos ir
mirt] salygojanti onkologiné liga, kylanti i§ kasos duktaliniy lasteliy ir
sudaranti 90 % visy kasos vézio atvejy (19). GLOBOCAN duomenimis,
2020 m. pasaulyje registruoti 495 773, miré 466 003 zmonés, didziausias
sergamumas ir mirtingumas yra Azijoje ir Europoje, daugiau serga vyrai nei
moterys (20). Kasos vézys pagal sergamumag yra 11 vietoje tarp visy
onkologiniy ligy (21, 22), 0 penkeriy mety iSgyvenamumas susirgus siekia
tik 10 % ir yra maziausias i§ visy véZiniy susirgimy (23). Lietuvos vézio
registro duomenimis, Lietuvoje 2017 m. nustatytas 561 kasos vézio atvejis, t.
y. 3 % vyry ir 4 % motery visy onkologiniy ligy atvejy, miré 506 zmonés, ir
tai buvo ketvirta pagal daznuma mirties nuo onkologiniy ligy priezastis (24).

Predisponuojanciais faktoriais laikomi amzius, lytis, priklausymas etninei
grupei, ABO kraujo grupé, mikrobiotos faktoriai, cukrinis diabetas, Seiminiai ir
genetiniai faktoriai, rikymas, alkoholio vartojimas, mitybos jproCiai, persirgtas
pankreatitas, nutukimas, infekcijos, socioekonominiai ypatumai (1, 22).

2.2. Diagnostika, atrankiné patikra

Kasos vézio stadijai jvertinti §iuo metu naudojama Amerikos jungtinio
komiteto (angl. American Joint Committee on Cancer (AJCC)) TNM
stadizacija (8 leidimas, 2017). Ankstyvy stadijy (I-1II) liga aptikti sunku, nes
pradzioje pacientas simptomy nejaucia ar jj vargina tik nezymus virskinimo
sutrikimas (25). Pazengusi liga paprastai pasireiSkia skausmu, gelta,
nuovargiu, mitybos sutrikimais (26). PDAK diagnozuojamas jvertinus
radiologiniais tyrimais, i$ jy tiksliausiu laikoma kompiuteriné tomografija. Jos
jautrumas siekia nuo 76 % iki 96 %, yra itin tinkama kraujagyslinéms
struktiiroms jvertinti (27). Kiti tyrimai: MRT vertingas kepeny metastaziy
patikslinimui ar PET-KT, kai KT duomenys neatspindi didelio ligos tirio, o
CA 19-9 reiksmés didelés (2). Kasos vézio diagnostikos schema pavaizduota 1
pav.
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1 pav. Kasos vézio diagnostikos schema pagal Europos onkology

chemoterapeuty rekomendacijas (28)

CA 199 vézio zymuo, aptinkamas serume, Lewis0 kraujo grupés
antigenas, kurio jautrumas ir specifiskumas 80-90 % (15), pradinei
diagnostikai, juolab ankstyvai néra tinkamas, nes 10 % zmoniy populiacijos
jo neekspresuoja, klaidingai didelis kiekis kraujyje gali cirkuliuoti esant
cholangitui (itin dazna buklé, sergant kasos galvutés adenokarcinoma) (2,
16). Visgi CA 19-9 gerai koreliuoja su naviko dydZziu, metastazémis,
paciento prognoze (15), yra itin tinkamas sisteminio gydymo efektyvumui
vertinti ir diagnozavus ankstyvos stadijos liga, taciau, esant dideléms Sio
zymens vertéms, gydyma rekomenduojama pradéti nuo sisteminés terapijos
(29).

Efektyviy atrankinés patikros programy néra (22). Dél ligos retumo,
apsunkintos vizualizacijos radiologiniais tyrimais, greitos ligos eigos visos
populiacijos atrankiné patikra nejmanoma (30, 31). Atrankiné patikra §iuo
metu rekomenduojama tik turintiems padidéjusia rizika susirgti, t. V.
pacientams, kuriy pirmos eilés giminaiciai sirgo kasos véZiu, yra paveldéje
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Peutzo ir Jegherso sindromg ir turi BRCA2, pl16, HNPCC bei PALB2

mutacijas (32).

2.3. Gydymo principai ir metodai

2.3.1. Chirurginio gydymo, radioterapijos galimybés

PDAK gydoma atsizvelgiant j stadija, naviko invazija j kraujagysles,
tolimyjy metastaziy buvima. Dazniausiai I-II stadijos vézys (rezektabilus)
Salinamas, III stadijos (paribiskai operabilus arba vietiSkai pazenges) atveju
taikomas prieSoperacinis sisteminis ar (ir) lokalus gydymas, IV stadijos (jau
aptinkama tolimyjy metastaziy) ligai paprastai rekomenduojamas tik
sisteminis gydymas. Kasos vézio operabilumo vertinimas nurodytas 1

lenteléje (28).

1 lentelé. Kasos vézio operabilumo vertinimas (28)

Rezektabilumas

Venos

Rezektabilus

Arterijos
Néra  kontakto su tr.
celiacus, a. mesenterica

sup., a. hepatica communis

Néra naviko kontakto su v.
mesenterica sup., V. portae ar
kontaktas su vena < 180 ° su
venos kontiiro nelygumais

Paribiskai
rezektabilus

Kasos galva: 1) naviko
kontaktas su a. hepatica
communis be peréjimo j tr.
celiacus ar a. hepatica
bifurkacija;

2) naviko kontaktas su a.
messenterica sup. < 180 °
Kinas / uodega: 1) naviko
kontaktas su tr. celiacus <
180 °; (II) naviko kontaktas
su tr. celiacus > 180 ° be
peraugimo | aorta ir a.
gastroduodenalis

1) naviko kontaktas su a.
messenterica sup. ar v. portae >
180 °; (II) naviko kontaktas <
180 ° su kontiiro nelygumais ar
veny tromboze, bet proksimaliau

ir distaliau nepazeista, gali biiti

uztikrinta  saugi ir  visiska
rezekcija bei veny
rekonstrukcija); 3) naviko

kontaktas su v. cava inf.
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Rezektabilumas Arterijos Venos

Nerezektabilus Kasos galva: 1) naviko | Kasos galva: 1) nerekonstruotina
kontaktas su a. mesenterica | v. mesentericasup. / v. portae dél
sup. > 180 °; 2) naviko | naviko peraugimo ar okliuzijos

kontaktas su tr. celiacus >
180 °; 3) naviko kontaktas
su pirmaja tus€iosios zarnos
a. mesenterica sup. Saka.
Kunas / uodega: 1) naviko
kontaktas su a. messenterica
sup. ar tr. celiacus > 180°;
3) naviko kontaktas su tr.

(navikas ar  trombas); 2)
kontaktas su proksimaliausia
drenuojancia | tus€iosios zarnos
V. mesenterca sup. Saka.

Kiinas / uodega:
nerekonstruotina v. mesenterica
sup. / v. portae dél naviko
peraugimo ar okliuzijos (tumoras

celiacus ir peraugimas |
aorta

ar trombas)

Tik apie 20 % visy pirma kartg patenkanciy pacienty gali bati iSgydyti
chirurginiu budu (33). Nesant kraujagysliy invazijos, kai navikas nedidelis,
tolimyjy metastaziy néra (3), atlickama distaliné kasos rezekcija, jei navikas
kasos uodegoje (34), pankreatoduodenektomija Whiple’io bidu (34, 35) ar
prievartj iSsauganti pankreatoduodenektomija, jei kasos galvutéje (36), ir
standartiné limfonodektomija, kai pasalinama > 15 limfmazgiy (28, 37, 38).

Kai navikas yra paribiskai operabilus (39), galima taikyti neoadjuvanting
chemoterapijg ar spinduling terapija, sumazinti jo dydj, kraujagysliy invazija
ir paskui pasalinti radikaliai (6, 40, 41). PrieSoperaciniu neoadjuvantiniu
tikslu paribiskai operabiliam ar vietiSkai paZengusiam véziui gydyti
dazniausiai  taikomas FOLFIRINOX labai  padidinantis
rezektabilumo galimybe ir pagerinantis pacienty prognoze (7), Kiti galimi
nab paklitakselio

rezimas,

rezimai: gemcitabino
kombinacija (6).
Operacijos sekmg lemia paSalinimo radikalumas, auglio faktoriai. Net gerai
atrinkus pacientus, po operacijos bei adjuvantinés chemoterapijos vidutinis
bendras iSgyvenamumas (BI) siekia 20,1-28,0 mén (4, 42). Svarbiausiais
prognostiniais ilgalaikio isgyvenamumo faktoriais laikomi: neigiamas
rezekcijos krastas (RO rezekcija), naviko genetinis profilis, mazas pirminio

monoterapija, gemcitabino

tumoro dydis ir metastaziy sritiniuose limfazgiuose nebuvimas (43, 44).
Radioterapija pazengusios ligos atveju yra galima, klinikiniuose tyrimuose
taikant jprastai frakcionuotg ir SBRT su chemoterapija fluoropirimidino
junginiais ar gemcitabinu pasiektas 9,9 mén. IBLP rodiklis ir 16 mén. BI (45).
Radioterapijos nauda neoadjuvantiniu tikslu buvo tirta trecios fazés atsitiktiniy
im¢iy klinikiniame tyrime PREOPANC. Taikant gemcitabing, radioterapija su
gemcitabinu, operuojant ir skiriant pooperacinj gydyma gemcitabinu pavyko
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reikSmingai padidinti RO rezekcijy, sumazinti limfmazgiy jtraukima,
limfovaskuling ir perineuring invazija, atitolinti vietinj ligos recidyva, nei
operuojant pacientus i§ karto. Taciau BI tokia strategija nepagerino (46).
Antros fazés klinikiniame tyrime, kur vienoje $akoje pacientai gydyti 8-iais
prieSoperaciniais mFOLFIRINOX ciklais, paskui operuoti, arba 7-iais
mFOLFIRINOX ciklais, stereotaktine kiino radioterapija ar hipofrakcionuota
vaizdais valdoma RT, pavyko ijrodyti teigiama chemoterapijos jtaka
isgyvenamumui, ta¢iau RT jo labiau nebepagerino (47). Siuo metu vyksta
PREOPANC-2 tyrimas, kuriame pacientai bus gydomi 8 ciklais
neoadjuvantiniu FOLFIRINOX rezimu, operuojami, paskui stebimi arba 3
ciklais neoadjuvantinio gemcitabino, hipofrakcionuota RT antro ciklo metu,
operuojami ir paskui dar gydomi adjuvantinio gemcitabino 4 ciklais (48).

2.3.2. Adjuvantinés chemoterapijos nauda

Po operacijos rekomenduojami adjuvantinio gydymo rezimai, paprastai
skiriami esant IIB, III ligos stadijai. Daug mety buvo vartojamos
fluorouracilo / leukovorino ar gemcitabino schemos, kuriy verté tirta
ESPAC-3 klinikiniame tyrime, gydant iki 6 mén. po operacijos. | tyrima
jtraukti 1 088 pacientai po operacijy, 65 % jy po RO rezekcijy, apie 70 %
aptikta metastaziy sritiniuose limfmazgiuose, taigi apie 28 % antros ir apie
60 % trecios stadijos, apie 60 % po pankreatoduodenektomijosWhipple’io
budu ir apie 30 % po PPPDR, apie 80 % buvo atlikta veny rezekcija.
Vidutinis bendras iSgyvenamumas abiejose Sakose sieké 23-23,6 mén.,
Salutiniy rei$kiniy gemcitabino grupéje buvo maziau (13).

2017 m. ESPAC-4 klinikinis tyrimas jrodé gemcitabino ir kapecitabino
derinio naudg. Tai treCios fazés atsitiktiniy imciy klinikinis tyrimas, j kurj
jtraukti 732 pacientai, kuriy amziaus mediana buvo 65 m., daugumos navikai
buvo G2 (50 %) ir G3 (39 %) diferenciacijos, 80 % limfmazgiuose nustatyta
metastaziy, 89 % diagnozuota Il stadijos liga, 51 % atlikta Whipple’io
rezekcija, 34 % PPPDR, 14 % veny rezekcija. Kombinacinis Siek tiek
pagerino vidutinj BI, jis buvo 28,0 mén. (95 % PI 23,5-31,5), palyginti su
25,5 mén. (22,7-27,9) gemcitabino grup¢je (RS 0,82 [95 % PI 0,68-0,98], p
= 0,032). Vertingiausias kapecitabino pridéjimas buvo S$iose pacienty
grupése: kai prieSoperacinis CA 19-9 vir$ijo 150 kU/I (RS 0,73 (0,59-0,91)),
pasiekta RO rezekcija (RS 0,68 (0,49-0,93)), esant blogos diferenciacijos
(RS 0,76 (0,58-0,99)), maZesniems nei 30 mm (RS 0,67 (0,50-0,92))
navikams (42).

2018 m. paskelbti PRODIGE 24 Kklinikinio tyrimo rezultatai,
kombinacinis mFOLFIRINOX pripazintas itin vertingu pooperaciniu rezimu.
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] tyrima jtraukti 493 pacientai, kuriy amZiaus mediana 63 m., iki 76 % jy
buvo nustatyta metastaziy limfmazgiuose, iki 45 % rezekcija buvo
neradikali, daugumos (iki 94 %) pradinis CA 19-9 buvo nedidelis, < 90
U/mL, iki 50,8 % buvo G2 diferenciacijos ir tik iki 14,2 % G3, daugiausia
buvo T3 naviky (iki 89,4 %), t. y. vyravo IIB stadija (iki 74,1 %), iki 73,7 %
buvo intravaskuliné invazija, iki 92,8 % perineurinis plitimas, iki 82 %
pacienty operuoti Whipple’io budu ir iki 28 % atlikta venos rezekcija.
ISgyvenamumo rezultatus naujasis rezimas pagerino reikSmingai: vidutinis
Bl buvo 54,4 mén. mFOLFIRINOX ir 35,0 mén. gemcitabino grupéje
(stratifikuotas mirties tikimybiy daznis 0,64; 95 % PIl, 0,48-0,86; P =
0,003). Didziausia mFOLFIRINOX nauda buvo N1 (RS 0,54, 0,42-0,69) bei
R1 (RS 0,52 (0,37-0,72) pacienty grupéms (5). Vélesnéje analizéje jvertintas
5 m. Bl buvo atitinkamai 43,2 % vs 31,4 % mFOLFIRINOX ir gemcitabino
grupéje (49).
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Tad §iuo metu IIB, III stadijos pacientams, kurie prie§ operacija néra gydyti chemoterapija, pooperaciniu laikotarpiu skiriama
FOLFIRINOX, o esant vyresniam amziui, blogesnei fizinei buklei apsiribojama gemcitabinu ar kombinaciniu jo rezimu su

kapecitabinu.

Adjuvantinés chemoterapijos gydymo rezimy naudos santrauka pateikta 2 lentel¢je (50).

Klinikinis tyrimas | Metai n Eksperimentiné $aka Kontroliné Saka ISgyvenimas be ligos (mén.) Bl (mén.)

ESPAC-1 2004 289 5-FU steb¢jimas 20,1 vs. 15,5 RS 0,71, p: 0,009
CONKO-001 2013 354 GEM steb¢jimas 13,4 vs. 6,7 RS 0,55, p < 0,001 22,8vs.20,2RS 0,76, p<0,01
ESPAC-3 2010 1088 GEM 5-FU 14,3 vs. 14,1 NR 23,6 vs. 23,0 NR
ESPAC-4 2017 732 GEM + kapecitabinas GEM 13,9vs. 13,1 NR 28,0 vs. 25,5 RS 0,8, p: 0,032
APACT 2019 866 GEM + nab-paklitakselis GEM 19,4 vs. 18.8 NR 40,5vs. 36,2 NR
CONKO-005 2017 436 GEM + erlotinibas GEM 11,4vs. 11,4 NR 24,5 vs. 26,5 NR
PRODIGE-24 2018 493 MFOLFIRINOX GEM 21,6 vs 12,8 RS 0,58, p < 0,001 54,4 vs. 35,0 RS 0,64, p: 0,003
Bl — bendras iSgyvenamumas; 5-FU — 5 fluorouracilas; GEM — gemcitabinas; RS — rizikos santykis; NT — nereikSminga.
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2.3.3. PaZengusios ir metastazavusios PDAK sisteminis gydymas
chemoterapija ir taikiniy klasés preparatais

Pazengusi (neoperabili ir metastazavusi liga) gydoma sistemine
chemoterapija. Operacinis gydymas: gastrojejunostomija atliekama tik
simptomams mazinti — siekiant gerinti mityba atrinktiems pacientams. Esant
oligometastatinei ligai, kai kuriems pacientams naudinga chirurgiskai
pasalinti metastazes ar taikyti kitus lokalaus gydymo metodus, pastaruoju
sitilytinas toks gydymas (51).

Nepaisant blogos iSgyvenimo prognozés, sisteminis gydymas esant
vietiskai pazZengusiai ar metastazavusiai ligai yra naudingas, tai jrodyta
apraSyta metaanalizéje: septyniuose klinikiniuose tyrimuose tiriant 432
pacientus sisteminis gydymas pagerino bendra jy iSgyvenamuma, palyginti su
geriausiu palaikomuoju gydymu (RS =0,64, 95 % CI 0,42-0,98, p <0,05)
(52).

Monoterapija gemcitabinu tapo gydymo standartu nuo 1997 m., Kai
treCios fazés klinikiniame tyrime, lyginant su 5-fluorouracilu (5-FU), gauti
Bl rezultatai atitinkamai: 5,6 vs. 4,4 mén., log rank testu p = 0,002) (8).
Veélesniuose treCios fazés tyrimuose, kur gemcitabinas buvo pasirenkamas
kaip kontroliné $aka, atsako daznis siekdavo tik 2,2-3,8 mén., vidutinis Bl
5-6,7 mén. ir 1 mety iSgyvenamumas 11-25 % (53).

2011 m. buvo pristatyti FOLFIRINOX, Kkaip pirmaeilio rezimo
metastazavusiam kasos véziui gydyti, teigiami rezultatai. | tyrima jtraukti
342 pacientai, kuriy amziaus mediana 61 m., ECOG 0-1, metastazes
nustatytos vidutiniskai dviejuose organuose. Siame tyrime gautas vidutinis
IBLP 6,4 mén. FOLFIRINOX ir 3,3 mén. gemcitabino Sakoje (rizikos, kad
liga progresuos, santykis 0,47; 95 % ClI, 0,37-0,59; P < 0,001). Vidutinis BI
11,1 mén. FOLFIRINOX grupéje, palyginti su 6,8 mén. gemcitabino (mirties
rizikos santykis 0,57; 95 % CI, 0,45-0,73; P < 0,001). DidzZiausia rezimo
nauda nustatyta esant dviem metastaziy vietoms, kepeny metastazéms,
normaliam CA 19-9 (54).

FOLFIRINOX rezimo, skirto lokaliai pazengusiam kasos véziui gydyti,
rezultatai pristatyti tik 2022 m. | tyrima jtraukta 170 pacienty, > 90 % buvo
T4 naviky, apie 19 % jtartos metastazés limfmazgiuose, iki 54 % limfmazgiy
buklé neaiski. Stebint pacientus vidutiniskai 43,7 mén. IBLP sieké 9,8 mén.
(95 % CI: 7,2; 11,7) FOLFIRINOX vs. 7,5 mo% (95 % CI: 6,0; 9,2) gydyty
gemcitabinu, stratifikuotas RS = 0,57 (95 % PI: 0,3; 1,08), p = 0,0468.
Vidutinis BI buvo 15,1 mén. (95 % PI: 11,9-20,3) FOLFIRINOX S$akoje vs
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15,6 mén. (95 % PI: 11,7-18,6) gemcitabino, RS = 1,03 (95 % PI: 0,53-
1,98), p = 0,66 (9).

Gerus iSgyvenamumo rezultatus parodé ir nab-paklitakselio bei
gemcitabino kombinacija. Daugiacentriame atsitiktiniy im¢iy tyrime, j kurj
buvo jtrauktas 861 pacientas, taip pat dauguma pacienty turéjo metastaziy
dviejuose ir daugiau organy, daZzniausia metastatiné vieta buvo kepenys.
Vidutinis Bl buvo kur kas ilgesnis nab-paklitakselio ir gemcitabino
kombinacijos grupéje nei gemcitabino monoterapijos ir sieke 8,7 vs 6,6 mén.
atitinkamai, RS 0,72, 95 %, Pl = 0,62-0,83, P < 0,001) (55).

FOLFIRINOX ir nab-paklitakselio, gemcitabino kombinacija buvo
palyginta 22 studijy metaanalizéje, i§ viso apzvelgti 7 425 pacienty
duomenys. 90 % jau aptiktos tolimosios metastazés, 57 % kepeny
metastazés. Abu rezimai buvo vienodai efektyvis (Bl: 1,13; 95 % PI: 0,78—
1,63; IBPL: RS: 1,19; 95 % CI: 0,85-1,67) (10).

Pacientams, turintiems BRCA/PALB2 mutacijy, cisplatinos / gemcitabino
kombinacija galéty biiti efektyvi, nes parodé gerus atsako j gydyma (atsako
daznis 74,1 %) bei iSgyvenamumo rezultatus antros fazés tyrime (vidutinis
IBLP sieké 9,7 mén., vidutinis BI 15,5 mén.) (56). Taliau Sis rezimas
tiesiogiai su FOLFIRINOX nebuvo lygintas, tad kol Kkas tvirty
rekomendacijy, kad pirmaeiliam gydymui reikéty taikyti skirtingus rezimus,
esant mutacijy, néra (57).

Antraeiliam gydymui bandyta kombinuoti oksaliplatinos, fluorouracilo
derinius (OFF, FOLFOX rezimai). CONKO-003 klinikiniame tyrime OFF
rezimg lyginant su 5-FU—folinés riigsties kombinacija, buvo vidutinis Bl 5,9
versus 3,3 mén. (RS, 0,66; p = 0,01) (58). Atlikus NAPOLI-1 tyrima, kur
tirtas nanoliposominio irinotekano efektyvumas, taikant monoterapija ar
drauge su fluorouracilu, kalcio folinatu, jrodzius vidutinio BI (6,1 mén (95
% CI 4-8-8,9) vs 4,2 mén. (3,3-5,3), (RS 0,67, 95 % CI 0,49-0,92; p =
0,012), po gemcitabino monoterapijos rekomenduojamas $is rezimas (11).

Kity onkologiniy ligy gydymui placiai taikomi taikiniy terapijos grupés
preparatai PDAK atveju mazai efektyvis. Kiek svaresni jrodymai gauti 2007
m. erlotinibo klinikiniame tyrime, j kurj buvo jtraukti 569 pacientai, iki 24,3
%, esant lokaliai pazengusiai ir 75,7 % metastazavusiai ligai. Gauti patikimi
iSgyvenamumo rezultatai: vidutinis BI erlotinibo, gemcitabine $akoje buvo
6,24 mén. vs 5,91 mén., RS 0,82 (95 % PI, 0,69-0,99; P = 0,038). Didesné
nauda buvo jaunesnio < 65 m. amziaus RS (95 % PI) 0,75 (0,58-0,96),
blogesnés funkcinés (ECOG 2) buklés pacientams 0,61 (0,41-0,92) (53, 59).
Taciau apskaiéiavus erlotinibo kainos efektyvuma, kiti gydymo rezimai yra
labiau pripazjstami (60).
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Tikry taikiniy, lemian¢iy individualizuota gydymo taktikos parinkima,
kasos véziu sergantiems pacientams néra daug. Daugiausia iStirtas
germinacinés BRCA1/2 mutacijos nulemtas PARP inhibicijos kelias (58).
Manoma, kad apie 4-9 % pacienty turi BRCA1/2 (12, 61). ] olaparibo POLO
klinikinj tyrima buvo jtraukti 154 pacientai, jy vidutinis amzius — 57 m., 2/3
aptikta BRCA2, 1/3 BRCA1 mutacija, iki 86 % kaip pirmos eilés gydymas
buvo skirta chemoterapija FOLFIRINOX rezimu ir geriausias pasiektas $ia
pirma chemoterapijos eile atsakas buvo: 50 % — visiskas arba dalinis, 50 % —
stabili liga. Vidutinis IBLP patikimai ilgesnis buvo olaparibo nei placebo
grupéje 7,4 mén. vs. 3,8 mén.; mirties rizikos santykis buvo 0,53; 95 % PI,
0,35-0,82; P = 0,004. Atlickant tarpin¢ analiz¢, esant 46 % duomeny
brandumui, skirtumo tarp tiriamojo vaisto ir placebo Sakos nebuvo (18,9 mén.
vs. 18,1 mén.; mirties rizikos santykis 0,91; 95 % PI, 0,56-1,46; P = 0,68)
(12).

Rukaparibo duomenys kol kas gauti tik RUCAPANK tyrime, kur i§ 19
pacienty (13 germinacinés, 3 somatinés mutacijos) ligos kontrolé pasiekta
31,6 % (61).

Kita vaisty klasé¢, veikianti per neurotropinés tirozino receptoriy kinazés
(NTRK) suliejimo genus, pastaraisiais metais pripaZinta veiksminga gydant
jvairias onkologines ligas, reikSminga ir nedidelei PDAK pacienty grupei.
Sia mutacija turi < 5 % kasos vézio arba 1-3 % KRASwt pacienty (62). ] tris
Klinikinius tyrimus (LKA-372-001, STARTRK-1 ir STARTRK), kuriuose
tirtas entrektinibo poveikis, buvo jtraukti trys pacientai, sergantys PDAK,
dviem i§ jy nustatytas atsakas j gydyma (13).

2.4. Chemorezistencijos mechanizmai gydant pankreatine duktaling
karcinoma

Kasos vézio atsparumg vaistams lemia daug molekuliniy, metaboliniy,
imuniniy veiksniy. Svarbiausiais pripazjstami: lgsteliniy signaly perteklius,
kamieniniy lasteliy vaidmuo, TMA ir desmoplastiné stroma (63).
Chemorezistencija  gali ~ vystytis  per  skirtingus  mechanizmus:
imunosupresijos, kraujagysliniy indy remodeliavimo, metabolinio aktyvumo,
signaliniy DNR atk@irimo ir apoptozés keliy kitimo ar moduliuojant vaisto
pasisavinimg (64).

Gemcitabinas yra deoksicitidino nukleozido analogas, veikiantis DNR
sintez¢. Jis blokuoja lastelés cikla G1/S fazéje, jo veikimui bitinas
intralastelinis fosforilinimas, o aktyvinimui ir transportavimui turi jtakos
jvairtis enzimai. PerneSimui per plazming membrang biitina hENT1 (angl.
human equilibrative nucleoside transporter) ekspresija. Jai sumazéjus véziné
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lastelé tampa rezistentiSka vaisto poveikiui. Intralgstelinis baltymas
deoksicitidino kinazé (dCK) aktyvuoja ir metabolizuoja, tad triikkstant dCK
taip pat vystosi rezistencija (65).

Be siy svarbiausiy faktoriy, j rezistentiSkumo gemcitabinui mechanizmus
dar jsitraukia epiteliné mezenchiminé tranzicija, kurioje dalyvauja tokie
signaliniai keliai: Notch, tumoro nekrozés faktorius alfa (TNFa),
transformuojantis augimo faktorius beta (TGF-B) ir hipoksijg sukeliantis
faktorius-1 alfa (HIFla) (14). Zvaigzdiskos kasos lastelés, sekretuodamos
ekstraceliulinius proteinus, pavyzdziui, periosting, taip pat prisideda prie
rezistencijos mechanizmo. Moduliuojant Notsch, Hedgedog signalinius
kelius galbtit pavykty $ig rezistencija jveikti (65). ApraSoma net miRNR
raiSkos kasos vézyje jtaka rezistencijos vaistams formavimegsi. MikroRNR —
tai maza nekoduojanciy 19-25 nukleotidy, kurie neigiamai veikia genus
potranskripciname lygmenyje, klasé (66). Gemcitabinas per jvairius
signalinius kelius gali aktyvinti ar slopinti miRNR ir su tuo susijusig baltymy
ekspresija (65).

Gemcitabino rezistentiSkumo mechanizmas dar siejamas su gliukozés,
aminortgsc¢iy ir lipidy metabolizmu, nes buvo nustatytas aiskus metabolomo
skirtumas tarp gemcitabinui jautriy ir nejautriy Igsteliy linijy (67, 68). Ilga
laikg veikiant gemcitabinui aktyvéja aerobiné glikolizé ir zeméja ROS lygis,
tai skatina véZzio kamieniniy lasteliy bei epitelinio tranzitinio fenotipo
vyravimg ir chemorezistencija (69). Be to, gemcitabinas dar skatina
autofagija, kuri kartu su maisto medziagy stoka inhibuoja apoptozés procesg
ir Sitaip skatina chemorezistencija (70).

Be to, rezistencijos gemcitabinui mechanizme dar dalyvauja imuninés
sistemos lgstelés, pavyzdziui, su véziu susije¢ makrofagai (TAMs) tiesiogiai
per TGF-B1/Gfi-1 asj (71), veikdami citidindeaminazés aktyvuma (72).
Gemcitabinas skatina granuliocity-makrofagy kolonijas stimuliuojanciy
faktoriy atpalaidavima, MDSC lasteliy diferenciacija ir per §] mechanizma —
rezistentiSkumg (73). Pastaruoju metu atsiranda duomeny ir apie
mikrobiomo jtakg rezistencijos mechanizmuose. Manoma, kad Escherichia
coli gali paveikti gemcitabino metabolizma — paversti jj neaktyvia forma.
Mikoplazmos, klebsielés taip pat iSskiria faktorius, galinCius skatinti
rezistencija (74).

Atsparumo naujesniems chemoterapijos rezimams mechanizmai néra taip
placiai iSnagrinéti. IStyrus 10 pacienty (po penkis negydyty ir
neoadjuvantiniu  FOLFIRINOX rezimu gydyty) organoidy linijy
histologines, genetines, transkripcines charakteristikas ir atlikus mRNR-seq
analize jrodyta, kad jgyjamas rezistentiSkumas FOLFIRINOX, irinotekano
bei oksaliplatinos preparatams, o fluorouracilo — ne. Genominis
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nestabilumas, metabolizmas bei jgimtas imunitetas galéty biti tokio
rezistentiSkumo pagrindu (75). Mikrobiomo reikSmé jZvelgiama ir
rezistentiSkumo fluoropirimidino junginiams mechanizmuose: Mycoplasma
hyorhinis ir Fusobacterium nucleatum veikia nuo TLR4/MYD88
priklausomg autofagija ir sutrikdo 5-FU sukeliama apoptoze (74).

2.5. Metabolizmo ypatumai kasos véZio audinyje

Savita kasos vézio metabolizma lemia specifinés mutacijos, audinio
savybés ir tumoro mikroaplinka (76). Net to paties paciento pirminiame ir
metastatiniuose zidiniuose gali buti iSreiksti skirtingi genai, lemiantys
metabolinius skirtumus (77).

Dél tankios stromos, hipoksijos ir maisto medziagy stokos kasos vézinés
lastelés keiCia metabolizmg. Tai vyksta trimis buidais: 1) vidulgstelinés
energijos —  perprogramuojamas  gliukozés, aminorugsc¢iy lipidy
metabolizmas; 2) perdirbami medziagy apykaitos produktai; 3)
bendradarbiaujama su kitais mikroaplinkos komponentais (78). Siuo metu
netgi i$skiriamos keturios metabolinés PDAK subgrupés: tylioji, glikoliting,
cholesterogeniné ir misri, lemiancios skirtingg i§gyvenimo prognoze (79).
Nuo oksidacinio fosforilinimo peréjus prie aerobinés glikolizés susidaro
daugiau laktato, ekstraceliuliné aplinka rugstéja. Hipoksija, ragsti
intraceliuliné terpé ir didelis intersticinio skys¢io spaudimas svarbiis naviko
progresavimui (63).

Pastebéta, kad sergantys metaboliniu sindromu nuolat patiria nedidelio
laipsnio 1étinj uzdegima, dél to jy imuniné sistema slopinama, tai veda prie
PDAK vystymosi ir progresijos (80). Hiperglikemija TMA lasteliy kultGrose
gali skatinti imuninj iSvengimg (81).

2.6. Kasos adenokarcinomos molekulinis profilis

Ivairias onkologines ligas jprasta skirstyti j subtipus, atsizvelgiant j
vyraujancius genetinius ar imuninius Zymenis, jei pastebima, kad tai lemia
iSgyvenimo prognoze.

Molekuliniu poziiiriu galima i$skirti du subtipus: klasikinj ir bazalinj.
Pastarasis menkai reaguoja j chemopreparatus (82). Kai kurie autoriai dar
isskiria normalios ir aktyvuotos stromos subtipus. Sig aktyvacija nulemia su
makrofagais asocijuoti genai: integrino (ITGAM), chemokino (CCL13 ir
CCL18) ligandai (83).

Integruota 456 PDAK méginiy genominé analizé iSaiskino 32 svarbius
genus, kurie apima 10 signaliniy keliy: KRAS, TGF-g, WNT, NOTCH,
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ROBO/SLIT signalo, G1/S tranzicijos, SWI-SNF, chromatino modifikacijos,
DNR atktirimo ir RNR apdorojimo. Tuo remiantis buvo iSskirti keturi
subtipai: 1) ragéjantis; 2) kasos pirmtaky; 3) imunogeninis; 4) nejprastai
diferencijuotas endokrininis egzokrininis (angl. aberrantly differentiated
endocrine exocrine, ADEX). Pirmo ragé¢jancio tipo navikai pasizymi
TP53 ir KDM6A mutacijomis, TP63AN transkripcijos tinklo i$sireguliavimu,
kasos endoderminiy lasteliy zutj programuojanciy geny hipermetilinimu,
autofagija ir bloga prognoze. Pacientai, sergantys Siais navikais, iSgyvena
dvigubai trumpiau nei sergantys kity tipy navikais (84, 85).

Kasos pirmtaky tipo navikai ekspresuoja genus, dalyvaujancius
ankstyvame kasos vystymesi (FOXA2/3, PDX1 ir MNX1) (84), o metaboliniu
poziiiriu jiems biuidinga riebiyjy riig¢iy oksidacija, steroidiniy hormony ir
vaisty metabolizmas, glikozilinimas. Siam tipui biidingas IPMN vystymasis,
ilgas iSgyvenamumas (net iki ketveriy mety) (85).

ADEX navikai pasizymi geny, jtraukty i KRAS aktyvacija, egzokrininés
(NR5A2 ir RBPJL) ir endokrininés diferenciacijos (NEUROD1 ir NKX2-2)
kelius, iSsiderinimu (84).

O imunogeniniams navikams biidinga imuniniy keliy disreguliacija,
imunosupresija (84), apima su B lgsteliy funkcija, antigeno prezentacija, CD4+
ir CD8+ T Ilasteliy, varpo formos receptoriy (angl. Toll-like receptos)
signaliniais keliais bei CTLA4 ir PD1 issireguliavimu susijusias aberacijas.

Pagaliau 2018 m. PDAK buvo suskirstyta j penkis klinikinius subtipus:
grynajj bazalinj, aktyvuotos stromos, desmoplastinj, grynajj klasikinj ir klasikinj
imuninj. Jie skiriasi imuniniy lgsteliy infiltracijos lygiu, stromos komponentais,
imuninio atsako kontrolés tasky ekspresija ir atsaku j gydyma (86).

IS onkogeny svarbiausia KRAS mutacija, aptinkama 92 % PDAK,
dalyvauja  jvairiuose procesuose: granuliocity-makrofagy kolonijas
stimuliuojanciy faktoriy gamyboje, dél to pritraukiamos MDSC Igstelés;
fibrozinés, uzdegiminés stromos formavimo ir palaikymo; PD-L1
iSreguliavimo per mRNR stabilizacijg; CD73 padidéjusios ekspresijos, o tai
turi jtakos imunosupresinio ekstraceliulinio adenozino padidéjimui; didziojo
audiniy suderinamumo komplekso 1 slopinimo ir T reguliaciniy lasteliy
gauséjimo; imunosupresiniy Th17 ir gama-delta T lasteliy indukcijos (87).

Molekulinis profilis glaudziai susijes su metabolizmu. KRAS mutacijos
kelia. OXPHOS lygj, per autofagijos mechanizmg skatina PDAK
proliferacija (88, 89), per MAPK ir PI3K/AKT/mTOR signalinj kelig
moduliuoja glikolize ir inhibuoja apoptoze (90). P53 mutacija skatina
glikometabolizma (91).

Apibendrinant — svarbiausiy PDAK mutacijy faktiskai nejmanoma
paveikti $iuo metu naudojamais medikamentais. Tik BRAC1/2 mutacijos
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atveju rekomenduojami platinos preparatai ir PARP inhibitoriai, ta¢iau tokiy
pacienty yra labai mazai (82).

Be genetiniy pokyc¢iy, pastaruoju metu daug démesio skiriama
epigenetiniy mechanizmy tyrimams. PDAK kol kas nustatyta Siy
epigenetiniy veiksniy reikSmé: palaikymo metiltransferazés enzimai
(DNMT1, DNMT3a, DNMT3b), kurie pazymi CpG metilinimo Zymenis ant
DNR, susije su blogesne prognoze; TET enzimai iStrina metilinimo Zymes,
pavyzdziui, TET1 slopina kasos vézio lasteliy proliferacija, metastazavima
(92). Epigenetinius poky¢ius tiria ir Lietuvos mokslininkai. Jie 2020 m.
paskelbé, jog APAF-1 mRNA ir baltymo lygis PDAK serganciyjy yra
pazeméjes, 0 APAF-1 metilinimo biisena susijusi su perineurinés invazijos
iSraiSka navike. Decitabinas, vaistas, veikiantis per DNR metiltransferazés
inhibicijg ir panaikinantis metilinimg bei atkuriantis geny priesvézinj
aktyvuma, nesugeb¢jo atkurti APAF-1 mRNA ir baltymo lygio lastelése
(93).

2.7. Kasos tumoro mikroaplinka (TMA)
2.7.1. Stromos ir jvairiy lasteliy vaidmuo

Kasos vézio mikroaplinkg formuoja intersticinis audinys, ektraceliulinis
matriksas su fibroblastais, kasos zvaigzdiskomis, uzdegiminémis, endotelio,
nervinémis lgstelémis, fibroblastais ir kitais komponentais (2 pav.). PDAK
TMA charakterizuoja profuziné stromos reakcija, vadinama desmoplazija,
sudaryta i§ minéty lasteliniy komponenty ir kolageno, fibronektino, citokiny,
augimo faktoriy ekstraceliuliniame matrikse (63) ir apibiidinama kaip
,lokalus uzdegimas* (86). Desmoplazija sudaro apie 80 % tumoro masés.
Stromos perteklius biidingas PDAK, reik§mingas pacienty iSgyvenamumui.
Ligai progresuojant naviko stroma spaudzia kraujo indus, jiems susiauréjus
skatinama hipoksija. Hipoksijos indukuotas faktorius 1 (angl. hypoxia-
inducible factor 1 (HIF1A) aktyvuoja jvairius signalus, paZeidzia
metabolinius kelius, skatina véziniy lasteliy invazija, chemorezistencija ir
blogina prognozg (63). Idomu, kad netgi metastaziniuose Zidiniuose vyrauja
jungiamojo audinio proliferacija skatinantys stromos komponentai:
hialurono rugstis ir kolagenas (86).
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2 pav. Pankreatinés duktalinés adenokarcinomos (PDAK) mikroaplinka ir
lasteliy sgveika. Remiantis (94), PDAK pasizymi dideliu lasteliniy ir
nelasteliniy komponenty heterogeniSkumu. Naviko lastelése varijuoja
mutacijy / geny ekspresijos profilis, tai veikia fibroblastus ir imunines
lasteles, o mikroaplinkos komponentai saveikauja tarpusavyje ir su
vézinémis lgstelémis, jas palaiko. Treg — reguliaciniai T limfocitai, Tef —
efektoriniai T limfocitai, KZC — kasos Zvaigzdiskos lastelés, ECM —
ekstraceliulinis matriksas, miVAF = miofibroplastiniai su véziu asocijuoti
fibroblastai, uWAF = uzdegiminiai su véziu asocijuoti fibroblastai, VKL —
vézio kamieningés Igstelés.

2022 m. isaiskinta dar keturiy naujy parametry jtaka TMA: atveriantis
fenotipinis  plastiSkumas  (lasteliy  diferenciacijos  pasikeitimas —
dediferenciacija, uzblokuota diferenciacija, transdiferenciacija j skirtingas
lasteliy linijas), nuo mutacijy nepriklausantis epigenetinis perprogramavimas
(ne geny, o juos veikian¢iy signaly disreguliacija), polimorfiski mikrobiomai
(manoma, jog tumoro aplinkos mikrobiomas veikia naviko fenotipg) ir
lasteliy senéjimas (ir véziniy, ir kity audiniy lasteliy (pvz., fibroblasty)
senéjimas skatina véZio augima) (95).

Zvaigzdiskos lgstelés — pagrindinis naviko stromos komponentas,
neaktyvios normaliame audinyje, taciau sekretuojamy faktoriy TNFa, TGF-
B, interleukiny 1, 2, 10 aktyvuojamos, aplink formuoja tanky matriksg,
sekretuodamos kolagena, fibronekting, lamining (65). PDAK lastelés
stimuliuoja  zvaigzdisky lasteliy aktyvacijg, proliferacija, migracija,
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i8skirdamos citokinus ir augimo faktorius. O ZvaigzdiSkos Iatelés,
i$skirdamos parakrininius, epidermio augimo faktorius, stimuliuoja véziniy
lasteliy proliferacija ir létina apoptoze (96). Zvaigzdiskos lastelés skatina
invazijg ir metastazavimg per endotelio mezenchiminés tranzicijos fenotipo
vystymasi ir skatina angiogeneze, sekretuodamos kraujagysliy endotelio
augimo faktorius (angl. Vascular endothelial growth factor, VEGF) (63).

Kasos vézys pritraukia kasos fibroblastus | TMA ir paveréia juose su
véziu susijusiais fibroblastais (angl. cancer-related fibroblasts, CAFs),
jjungdamas jvairius genetinius bei epigenetinius mechanizmus. Su véZziu
susij¢ fibroblastai yra aktyvuojami i§ kauly Cciulpy mezenchiminiy
kamieniniy, ZvaigzdisSky lasteliy ir neaktyviy fibroblasty jvairiais keliais,
iskaitant ir endotelio mezenchiminés tranzicijos (97). Aktyvuoti jie vaidina
pagrindinj vaidmenj stromos ekstraceliulinio matrikso sintezéje (63).

Sie fibroblastai saveikauja su imuninémis lastelémis: per mechaninius
signalus, tiesiogiai per tarplastelinj kontaktavimg ir sekretuodami tirpius
imuninius mediatorius. Naudojant vienos lastelés transkriptomine analize
i§skirtos trys fibroblasty subpopuliacijos, jy erdvinis i§sidétymas ir funkcinés
savybés skirtingos (98). Arciausiai tumoro yra aktyvuoti fibroblastai,
pasizymintys kontraktiliSkumu, ekspresuojantys alfa lygiyjy raumeny akting
(angl. alpha-smooth muscle actin, a-SMA), vadinami miofibroblastais,
reaguoja j tumoro iSskiriama TGF-B (63, 82). Imuninei sistemai svarbesni
antro tipo fibroblastai, nutolg nuo véziniy lgsteliy, vadinami uzdegiminiais,
pasizymi IL-6 ir kity uzdegiminiy mediatoriy: IL1, IL21, LIF, CXCLI1-3
gamyba (82). Neseniai i$skirti ir tre¢io subtipo fibroblastai, ekspresuojantys
MHCII, CD74, SLI, vadinami antigena prezentuojanciais, gali aktyvuoti
CD4+ lasteles, bet dél kostimuliaciniy molekuliy stokos néra aiSku, ar in
vivo jy funkcija reikSminga (98). Pirmo tipo fibroblastai pasizymi labiau
tumorg ribojanciu veikimu, jy randama prie$véziniuose dariniuose, o antrojo
— skatinanéiu  poveikiu, jy aptinkama vélyvy stadijy PDAK.
Eksperimentiniuose modeliuose pagausinus fibroblasty, suaktyvéjo
angiogenez¢ ir infiltracija imunosupresuotais T reguliaciniais limfocitais. Su
véziu asocijuoti fibroblastai gali slopinti tumorg infiltruojanc¢iy CD8+ T
lasteliy citotoksinj pajéguma tiesiogiai ir jgalindami antigeno prezentacija
per MHCI ir CD8+ limfocity sukibimg bei PD-L2 ir FASL disreguliacija,
taip jie nuslopina ir sunaikina intratumorinius citotoksinius T limfocitus
(82).

Kraujagysliy lastelés PDAK taip pat pakinta. Pericitai gali migruoti i§
kraujagysliy | TMA, tai vadinama pericity ir miofibroblasty tranzicija.
Endotelio lgsteles netiesiogiai, per proteaziy sekrecija, aktyvina véZio
fibroblastai (63).
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Mikroaplinkoje dominuoja trijy pagrindiniy subtipy imuninés Iastelés:
makrofagai (daugiausia M2 tipo), reguliaciniai T limfocitai (Tregai),
mieloidinés  kilmés supresuojanéios lastelés (angl. myeloid-derived
suppressor cells, MDSC).

Frakcionuojant paaiskéjo, kad vyrauja jgimto, ne jgyto imuniteto lastelés:
makrofagai, MDSC, dendritinés Igstelés, o dél fibrozés TMA jgyto imuniteto
lastelés ten patenka vangiai (99). Peliy modelivose pastebéta, kad
imunosupresiniy lgsteliy — su naviku susijusiy makrofagy, MDSC, Tregy —
atsiranda anksti, jau prieSvéziniuose dariniuose ir iSlieka vystantis
invaziniam navikui (100).

Makrofagai TMA dalyvauja tumorogenezés, imuninio iSvengimo,
intersticinés fibrozés, angiogenezés bei chemorezistencijos mechanizmuose
(99). Makrofagai vykdo fagocitozg, gamina citokinus, proteolizinius
enzimus, metabolitus, iSsidésto prie kraujagysliy arba fibroziniame
riebaliniame audinyje; jy kiekis paprastai koreliuoja su kraujagysliy tankiu.
Apskaiciuota, kad makrofagai gali sudaryti iki 50 % tumoro masés (86).
Manoma, kad i§ kauly ciulpy kile makrofagai labiau linke ekspresuoti
zmogaus leukocity antigeng DR (HLA-DR), o jo nebuvimas nekei¢ia PDAK
eigos (101). Embrioninés kilmés su véziu susij¢ makrofagai (angl. tumor
associated macrophages TAMS) pasizymi ypatingu profibrotiniu aktyvumu,
skatina vézio progresavima. Sie makrofagai kasos vézyje turi CXCR4
chemokino receptorius (99, 102). Makrofagai kasos navike yra M2 fenotipo,
ju tankis koreliuoja su PDAK progresavimu, atsinaujinimu, metastazavimu
(103). M1 tipo makrofagai sekretuoja uzdegimg skatinanéius citokinus,
pasizymincius prieSvéziniu efektu. M2 tipo per prieSuzdegiminius signalus
skatina vézio progresavimag (82). Bendras makrofagy zymuo yra CDG68,
HLA-DR ir CD11c identifikuoja M1 makrofagus, o CD163 ir CD204
ekpresuojami M2 makrofagy (100). Makrofagai padeda isvengti imuninés
sistemos ekspresuodami daugybe imunosupresiniy faktoriy (pvz., 1L-10,
transformuojantj augimo faktoriy beta (TGF-f), chemokino C-C motyvo
liganda (CCL)2) ir neigiamus imuninés kontrolés taskus (pvz., citotoksinj su
T limfocitais asocijuotg proteing 4 (CTLA-4) ir programuotos Igstelés Zaties
ligandg 1 (PD-L1) (104). Fibrozé skatinama makrofagams sekretuojant
augimo faktorius (pvz., TGFp1), citokinus (pvz., TNFa), chemokinus (pvz.,
CCL2), kurie aktyvuoja fibroblastus (105). Metastazavimo procesas
skatinamas dél makrofagy gebéjimo sekretuoti chemokinus (CCL20,
CCL18), isreguliuoti matrikso metaloproteinazés 9 (MMP9), kraujagysliy
lasteliy adhezijos molekulés 1 (VCAM-1) ekspresijg ant kasos vézio lasteliy
(106). Makrofagai geba stimuliuoti ir citokiny (IL-6, IL-1B, TNF-a)
i8siskyrimg, taip palaiko uzdegima (88). Makrofagai sekretuoja ir endotelio
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augimo faktorius VEGF, PLGF keicia angiogenezés procesg (89), pritraukia
1 TMA T reguliacinius limfocitus ir neigiamai veikia citotoksines T lasteles
(103). Taigi kasos vézinés lastelés aktyvina makrofagy diferenciacija,
funkcija, o jie skatina vézio progresavima: augimg, angiogenezeg, stromos
remodeliavima ir metastazavima (100).

Be to, makrofagai dalyvauja metabolizmo procesuose: M2 makrofagai
skatina OXPHOS bei riebiyjy riigsciy oksidacijg ir aktyvina mitochondrijas
bei per IL-4 — arginino metabolizma (89). Peripankreatinis riebalinis audinys
aktyvina uzdegimine reakcija, skatina makrofagy infiltracija ir uzdegima
indukuojanciy citokiny iSsiskyrimg (108). Peliy modeliuose infiltracija
makrofagais aptinkama jau mazo laipsnio, preinvazinése kasos vézio
uzuomazgose ir persistuoja invazyviame vézyje (100).

M1/M2 makrofagy didesnis santykis yra nepriklausomas prognostinis
PDAK faktorius. M2 makrofagy vyravimas tumoro periferijoje susijes su
didesniu naviko skersmeniu, greitesniu limfogeniniu metastazavimu, vietiniu
atsinaujinimu ir blogesnu Bl (100).

Dendritiniy lasteliy (ypa¢ c¢DC1 klasés), palyginti su kitais véziais,
PDAK yra maziau, jos i$sidéto tumoro periferijoje, jy branda, gebéjimas
prezentuoti antigena silpni (109). Nustatyta, kad toks dendritiniy lasteliy
nevisavertiskumas btidingas jau kasos intraepitelinei neoplazijai, i§lieka ligai
progresuojant, priklauso nuo IL-6 salygotos apoptozés (110). Didesnis
dendritiniy lasteliy kiekis TMA lemia geresng PDAK prognoze (111).
Dendritinés lastelés veikia tumora infiltruojancius CD4+, CD8+ limfocitus,
todel yra pagrindinis veiksnys, skatinantis jgyta imunitetg (99).

Mastocitai sekretuoja granules, pasizymincias imunomoduliaciniais,
vazoaktyviais mediatoriais: augimo faktorius, proteazes, leukotrienus,
citokinus, chemokinus, formuoja Igsteling TMA, dalyvauja remodeliavime,
angiogenezéje, uzdegiminio atsako, imunosupresijos, lasteliy proliferacijos,
iSgyvenimo, sutelkimo, brendimo ir diferenciacijos procesuose (86).
Mastocitai kasos vézyje iSsidésto tumoro kraste, centre jy beveik néra (86),
susije su blogesne prognoze (112), ta¢iau smulkesnés jy charakteristikos ir
funkcijos dar néra iStyrinétos (99).

IS mieloidinés kilmés supresoriniy lasteliy (angl. Myeloid-derived
suppressor cells, MDSC) kasos vézyje ir serganciyjy periferiniame kraujyje
vyrauja granuliocity (G-MDSC) subpopuliacija. Juose itin pasireiskia
arginaze, tuo slopinama T lgsteliy proliferacija ir aktyvacija (113), todél
granuliocitai laikomi pagrindiniu prie$vézinio imuniteto inhibitoriumi (82).
Jy Zymenys yra IL-4Ra, CD11b, CD33 (100). Supresinis efektas CD4+ ir
CD8+ limfocitams pasiekiamas per tiesioginj lasteliy kontakta ir
programuotos lgstelés zities ligando 1 (PD-L1) iSderinimg. PD-L1/PD-1
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sgveika slopina T-lgsteles (82). MDSC stimuliuoja imunosupresiniy T
reguliaciniy limfocity ekspansija per TGF-B bei IFN-y sekrecija,
priklausoma nuo IL-10 (114).

Nustatyta, kad PDAK pacienty MDSC lasteliy kiekis tiek TMA, tiek
kraujyje padidéjes (100). MDSC lasteliy kiekis koreliuoja su ligos stadija,
infiltruojan¢iy CD8+ lasteliy trikumu (100), iSlicka didelis periferiniame
kraujyje ir pasalinus navika, tai gali lemti mikrometastaziy buvimas (115).
Manoma, kad pacios MDSC lastelés skatina metastazavima, sukuria
premetastating nisa (86).

2.7.2. Imunings sistemos lgsteliy i§sidétymas tumoro mikroaplinkoje

Sveikame kasos audinyje limfocity beveik néra (99). Anks¢iau manyta,
kad fibroblastai ir desmoplastiné stroma trikdo infiltracija T lastelémis,
dabar svarbesnis vaidmuo priskiriamas T lasteliy erdviniam i$sidéstymui.
Padétis TMA, vyraujanti T limfocity subpopuliacija ir makrofagy infiltracija
yra svarbiausi faktoriai T lasteliy funkcijai uztikrinti (82). Limfocity
funkcijos prie§véziniame atsake apibendrintos 3 pav., kur (I) ,,Naivios“
CD8" T lastelés aktyvuojamos kai prisijungia prie antigeng prezentuojancios
dendritinés lastelés limfmazgiuose. Aktyvuotos CD8" efektorinés T lastelés
atpazjsta tumoro lgsteles ir prie jy prisijungia, sukeldamos granzimy
atpalaidavima ir apoptozg. (II) Reguliacinés T lgstelés slopina prieSvézinj
imunin] atsaka, sekretuodamos imunosupresuojancius citokinus ir ribodamos
dendritiniy lasteliy aktyvumg (prijungia CTLA-4 prie CD80/86 ant
dendritiniy lgsteliy). (III) NK lastelés atpazjsta vézines lasteles kaip
svetimas, prisijungia, sukelia apoptoze, iSskirdamos granzimus j lastelg, ir
sekretuoja imunostimuliuojancius citokinus, kurie pritraukia CD8*
efektorines T lasteles | TMA. (IV) B lastelés sekretuoja tumoro antigenams
specifinius IgG antiktinus, kurie prikimba prie navikinés Igstelés ir sukelia
apoptozg, bet gali sekretuoti ir imunosupresuojancius citokinus TGF-p, IL-
10 ir IL-35, skatinané¢ius tumoro augimg (116).
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3 pav. Limfocity funkcijos prieSvéZiniame atsake. Pagal (116) tumorg
infiltruojanciy limfocity subpopuliacijos mikroaplinkoje (TMA)

Vézines lasteles atpazjsta ir naikina CD3+CD8+ (citotoksiniai) T
limfocitai bei natiiralios lgstelés Zzudikés (angl. natural Killer cells, NK)
(117). T lasteles PDAK audinyje itin jvairios, i$sidés¢iusios naviko
periferijoje, kraujyje jy cirkuliuoja mazai. Pirmiausia T limfocitai, vyraujant
CD3+ lgsteléms, aptikti limfoidiniuose folikuluose prie naviko audinio.
CD4+ dominuoja, CD8+ yra maziau. Tarp CD4+ dominuoja GATA3+ Th2
bei Foxp3+ Treg lastelés (86). DesSimties studijy (jtrauktas 751 pacientas)
metaanaliz¢ patvirtino, kad gausi infiltracija CD3+ Iastelémis taip pat
susijusi su geresniu bendru isgyvenamumu (117).

Didziausiag CD8+ lasteliy dalj sudaro citotoksiniai limfocitai,
produkuojantys IFN-y, TNF ir molekules: perforing, granzima. Dél savo
specifiSkumo ir citotoksiSkumo prie§ vézines lgsteles citotoksiniai limfocitai
yra geriausia efektoriné imuninés sistemos dalis, ilgai iSlaiko atmintj,
apsaugo nuo vézio atsinaujinimo (82). Visgi tumoras iSsekina citotoksinius T
limfocitus, pablogindamas jy efektoring funkcijg, sutrumpindamas gyvavima
ir padidindamas slopinanciy receptoriy, jskaitant PD-1, CTLA-4 kiekj (118).

Kasos véziu sergan¢iy pacienty CD8+ T limfocity kiekis TMA skiriasi
(119), gali bati labiau jvairialypis, nei manyta ankséiau (17). Kasos vézys
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paprastai diagnozuojamas pazenges ar metastatinis, 0o TMA tyrimai atlieckami
naudojant ankstyvus, radikaliai pasalintus navikus (17). Irodyta CD8+ T
limfocity erdvinio iSsidéstymo Salia véZiniy lasteliy jtaka isgyvenamumui
(120). Masés citometrijos, pavieniy lasteliy RNR sekoskaitos ir dauginés
fluorescencinés imunohistochemijos metodais nustatyta, kad citotoksinés T
lastelés PDAK pacienty TMA pasizymi iSsekintu geny ekspresijos profiliu,
ypac tai pastebima paZengusios ligos atveju. Specifinés imuninius kontrolés
taskus koduojanciy geny kombinacijos, iSreikstos kiekvieno paciento CD8+
T Iastelése, buvo unikalios. Tarp CD8+ T limfocity vyravo lastelés,
ekspresuojanéios genus, susijusius su T lgsteliy iSsekimu, ir tos lastelés
ekspresavo daugiau T lasteliy imunoglobulino ir ITIM domeny (TIGIT)
imuninés kontrolés tasky (17). Zvaizdiskos lasteles CD8+ migracija slopina
(100). Taigi, nors slopinamos naviko, CD8+ efektorinés T lastelés yra
vyraujanti PDAK T limfocity subpopuliacija (100).

CD8+ lgsteliy PDAK yra maziau nei létinio pankreatito paZeistame
audinyje. Prie§véziniuose Panln ir IPMN dariniuose jy btina maziau, o
lasteléms piktybéjant mazéja (100).

25 studijy metaanalizé (buvo jtraukti 2 300 pacienty) jrodé, jog didelé
infiltracija CD8+ limfocitais reik§mingai gerina serganciyjy PDAK BI. Be
to, jtaka buvo didZiausia, kai CD8+ lgstelés buvo iSsidésciusios tumoro
centre (117).

NK lgstelés sudaro 5-20 % cirkulivojanéiy Zzmogaus limfocity, atsiranda
1§ CD34+ hematopoetiniy lasteliy pirmtakiy kauly Ciulpuose, pasizymi T
lasteliy receptoriy triakumu, nervy lasteliy adhezijos molekuliy (angl. neural
cell adhesion molecule, NCAM, zinoma kaip CD56) bei natiraliy
citotoksiniy receptoriy NKp46 ekspresija (82). NK Iasteléms biidinga
citokiny (IL-3), TNF-o, GM-CSF bei IFN-y sekrecija (100). Taigi,
klasifikuojamos kaip CD56+CD3- lastelés, NK dar skirstomos j dvi
pagrindines efektorines populiacijas: imunomoduliuojanéias
CD56%=asCD167, reguliuojancias funkcijg per citokiny atpalaidavima, ypad
IFN-y, ir citotoksines CD56P%kaCD16+ efektorines lgsteles (121).
Aktyvuotos NK Igstelés formuoja imunologing sinapse su taikinine Igstele be
specifiniy iSoriniy signaly, autonomiSkai (117), Zudo navikines Igsteles
tiesiogiai ir mobilizuodamos imuning sistema, iSskirdamos citokinus.
Sutikusios taikinj NK lastelés sekretuoja perforing, ardo Iasteliy membrang ir
atpalaiduoja granzimus, sukelia apoptoz¢ per Fas/FasL ar TNF-o/TNFR-1
kelius (81). Jos dalyvauja nespecifiniame imuniniame atsake ir kaip
reguliacinés lgstelés, sgveikaudamos su endotelio, dendritiniy, T lasteliy,
makrofagy receptoriais ir sekretuodamos citokinus (82). NK Igstelés kasos
vézyje eksponuoja nekokybiskus citotoksiSkumo receptorius ir ekspresuoja
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IL-10 (122). Aktyvuotos zvaigzdiSkos lastelés slopina NK funkcijas (123).
In vitro tyrimai parodé, kad bazinis NK lgsteliy aktyvumas ir atsakas j IFN-a
stimuliacija PDAK pacientams buvo sumazgj¢ (100).

Infiltracija NK lastelémis yra labai maza, palyginti su sveiku audiniu, ir
ju i8sidéstymas navike yra pakites, $alia naviko jy maziau nei stromoje (80,
100, 124). NK lasteliy aktyvumas reguliuojamas aktyvinanciais ir
slopinanciais receptoriais. Butent aktyvinanciy receptoriy NKG2D, NKp30,
NKp46 sumazéja PDAK pacientams jau ankstyvose vézio vystymosi
stadijose (100).

Dvi studijos (i§ viso jtraukta 150 pacienty) neparodé rySio tarp
infiltracijos NK lastelémis ir iSgyvenamumo (1127). Bet in vitro studijoje
izoliuoty tumorg infiltruojan¢iy NK Iasteliy proliferacijos greitis buvo
susijes su geresniu bendru i§gyvenamumu (124).

Citokinai, produkuojami naviko ar imuniniy lgsteliy, aktyvuoja, kaip IL-
12, IL-15, IL-2, ar slopina, kaip IL-18, IL-10, TGF-B, NK lasteles. PDAK
serganéiyjy TMA ir kraujyje aptinkama daug TGF-fB, IL-10, tai paaiskina
imuninj i§vengima (82).

Eksperimentiniuose peliy modeliuose gemcitabino prie$vézinis efektas
priklaus¢ nuo NK lgsteliy infiltracijos padidéjimo ir MDSC sumazéjimo
(125). Be to, gemcitabinas suzadina NK lasteliy sglygotg Zitj, indukuodamas
pavirSiaus ligandy ekspresija tumoro lagsteliy receptoriy NKG2D-L
aktyvacijai (82). Gemcitabinas didina nuo MHC klasés I grandinés
priklausomo proteino A ir B (MICA/B) ekspresija, skatina Zudantj NK
lasteliy efekta (81).

Infiltracija NK lgstelémis TMA yra nepriklausomas predikcinis
neoadjuvantinés chemoterapijos veiksnys (126).

CD4+ lastelées TMA gali skatinti vézio augima blokuodamos su CD8+
susijusj prie§vézinj atsaka ir taip reguliuodamos jgytg imuninj atsakg (63), be
to, aktyvuoja makrofagus, moduliuoja B Igsteliy funkcija (100). Veikiamos
citokimy CD4+ T lastelés gali diferencijuotis j imunosupresines FoxP3+
lasteles (117).

CD4+ lasteliy PDAK audinyje aptinkama kur kas maziau nei pazeistame
létinio pankreatito (96). DeSimties studijy (jtraukti 856 pacientai)
metaanalizé neparodé teigiamos CD4+ gausios infiltracijos jtakos
iSgyvenamumui (117). Nors infiltracija CD4+ T lgstelémis yra
nepriklausomas predikcinis faktorius neoadjuvantinés chemoterapijos
veikimui (126).

CD4+ lastelés skirstomos | Kkeleta tipy, svarbiausi Thl, Th2,
CD4+CD25+FoxP3+. Pirmo tipo Thl lastelés ekspresuoja T-BET ir gamina
IFN-y, citotoksines molekules, skatina pirmo tipo lgstelinj imunitets,
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aktyvuodamos ir pritraukdamos j TMA citotoksinius T limfocitus, M1
makrofagus, NK lasteles. Th2 lastelés, charakterizuojamos transkripcijos
faktoriumi GATA3, sekretuoja IL-4, IL-5, 1I-13, kontroliuoja humoralinj
antro tipo imunitetg per M2 makrofagus (svarbu alerginiy ligy patogenzéje).
PDAC vyrauja Th2, ir Th2/Thl santykis susij¢s su naviko progresavimu
(82). Kasos vézio lgstelés slopina CD4+ T lasteliy proliferacijg ir migracija
(100).

CD4+CD25+FoxP3+ T reguliaciniai limfocitai — imuninés supresijos
mediatoriai (117). Imunosupresinj jy poveikj lemia CTLA-4 ekspresija, IL-
10 ir TGF-B sekrecija, gebéjimas slopinti CD4+, CD8+ T Ilasteles,
makrofagus, NK ir dendritines lasteles TMA (100). Kasos vézio lgstelés
ekspresuoja didelj keikj chemokino receptoriaus 5 ligando (CCR5) o Tregai
— CCRG5, tai skatina jy migracija | TMA (100).

Didesnis T reguliaciniy limfocity kiekis randamas jau intraduktalinése
papilinése neoplazmose, PDAK prekursorivose. Navikui piktybéjant T
reguliaciniy limfocity / CD8+ santykis didéja (127). PDAK issidésto Salia
naviko (100). T reguliaciniai limfocitai sukuria tolerantiska fenotipa
(CDI11c+ dendritinés lastelés): sumazeja MHC II klasés, CD40 bei CD86
kostimuliaciniy molekuliy, indoleamino 2,3-dioksigenazés, mazéja IFN-y
produkcija ir citotoksiniy T limfocity aktyvacija (128). Sekretuodamos IL-
10, TGF- B mazina CD8+, CD4+ aktyvuma, konkuruoja dél dendritiniy
lasteliy prezentuojamy antigeny, taip skatina imunosupresijg (86). Treg
lastelés gali virsti Th17, taip skatinama tumorogenezé. 16 studijy (jtrauktas 1
791 pacientas) metaanalizéje patvirtinta, jog gausi infiltracija FoxP3+
limfocitais kasos vézio TMA susijusi su blogesne i§gyvenimo prognoze
(106, 117, 129). O jy erdvinis i$sidéstymas papildomos jtakos neturéjo (59).
Taciau yra pastebéta ir prieSinga tendencija. Atliktame 122 pacienty PDAK
medziagos tyrime didesné infiltracija FoxP3 reguliaciniais limfocitais 1émé
geresnj pacienty iSgyvenamumg. Apibendrinant — T reguliaciniai limfocitai
gali skatinti naviko vystymasi, slopindami T Iasteliy aktyvuma per
imunomoduliuojantj veikimg dendritinéms bei virsma Thl7 Iastelémis, bet
stabdyti aktyvindami su véziu susijusius fibroblastus ir darydami jtaka
mieloidinéms TMA lgsteléms (82).

Tumorg infiltruojnatys B limfocitai atpazjsta jvairius antigenus ir
paprastai demonstruoja antigeno indukuotg humoralinj imuninj atsaka,
ekspresuojant imunoglobuling G, tikslus vaidmuo vézyje néra aiskus (100).
B limfocitai palaiko PDAK karcinogeneze stimuliuvodami Iasteliy
proliferacijg, slopindami CD8+ Igsteles per Brutono tirozino kinazés kelig
(117). Peliy modeliuose geba isreguliuoti uzdegima skatinancius genus ir
sumazina IL-35 ir IL-10 imunomoduliuojanéiy geny ekspresija (130).
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Infiltracija B limfocitais krities, kiausidziy, skrandZio,
nesmulkialgsteliniame plauéiy véZyje susijusi su geresniu i§gyvenamumu. O
B lgsteliy trikumas ar i$eikvojimas sarkomos, storosios zarnos, melanomos,
ragéjanciy karcinomy peliy modeliuose taip pat lémé geresnj i§gyvenamuma
(130).

PDAK B limfocitai kei¢ia stromos aplinka: indukuoja fibrolasty vykdoma
kolageno produkcijg, iSreguliuoja genus, susijusius su epitelio-mezenchimos
tranzicija, iSskiria profibroting molekule — trombocity augimo faktoriy B
(PDGF-B) (130).

Penkiy studijy (i§ viso 390 PDAK pacienty) metaanalizéje negauta
statistiSkai reik§mingo rySio tarp CD20+ B limfocity gausios infiltracijos ir
Bl (117). Jtaka prognozei priklauso nuo B limfocity erdvinio i$sidétymo (jei
sudaro aktyvias tretines limfoidines struktiiras — lemia tumora supresuojantj
efekta, o jei iSsibarsto stromoje — skatinantj) (130) ir kity TMA komponenty
itakos B lasteléms (131).

Neutrofilai PDAK gali biiti dviejy tipy. N1 neutrofilai dél negatyvios
IFN-B reguliacijos galéty naikinti vézines lasteles, taciau stimuliuojant TGF-
B ir G-CSF, neutrofilai aktyvuojami j provéZzinio fenotipo N2 lasteles (132).
Kadangi PDAK dazniausiai uzdegiminés kilmés, navikinés lastelés
sekretuoja TNF-a ir IL-12, taip pritraukia polimorfonuklearinius neutrofilus
(82).

Neutrofilai prisideda prie auglio augimo ir invazijos i§skirdami neutrofily
proteazes, kurios ardo ekstraceliulinj matriksg (63), sekretuoja chemokinus,
kad pritraukty monocitus, dendritines Igsteles | TMA (82). Tokie su tumoru
asocijuoti neutrofilai tampa pagrindiniu uzdegiminiy citokiny TNF-a, 1L-12,
GM-CSF bei chemokiny Saltiniu ir reguliuoja véziniy ir imuniniy lgsteliy
migracijg. Per IL-10 ir TNF-o jie mazina limfocity skai¢iy ir blogina jy
funkcija (82), o atpalaiduodami CXCL-10 ir CCL-21 skatina véziniy lasteliy
migracijg nervinio pluosto link. Taip sukeliamas skausmas (133).

Buvo bandoma neutrofily ir limfocity santykj laikyti predikciniu
faktoriumi klinikiniuose tyrimuose, ta¢iau rezultatai kontroversiski (82).

Neutrofilai ankstyvose vézio vystymosi stadijose iSsidésto tumoro
krastuose, o véliau gausiai infiltruoja centrg. Neutrofily aktyvacija yra
pirmas molekulinis veiksnys, priklausomas nuo CD177 neutrofily specifinio
antigeno CD177, neigiamai veikiantis pacienty iSgyvenamuma (134). Be to,
neutrofily citoplazmos granuliy proteinai ardo ekstraceliulinj matriksa.
Pavyzdziui, matrikso metaloproteinazé-9, atsipalaidavusi i§ granuliy, TMA
veikia kataliziS$kai, skatina navikiniy ir imuniniy lgsteliy invazijg, suriSa
ektraceliulinio matrikso proteinus (kolagena, lamining, fibroneting), skatina
angiogenez¢, mobilizuodama kraujagysliy endotelio augimo faktoriy.

37



Granuliy arginazé-1 lemia CD3 indukuotg T lagsteliy aktyvacijg ir
proliferacija (135).

Neutrofilai dar iSskiria ekstraceliulinius DNR pluostus, kurie gali
dalyvauti metastazavimo procese, nors pagrindiné jy funkcija — kovoti su
patogenais. Neutrofily pluostai gali pasizyméti ir tumorogeneze skatinanciu
poveikiu bei biiti barjeru T lasteliy penetracijai, taip sumazéja CD8+
patekimas i TMA ir NK Iasteliy bei CD8+ T Igsteliy indukuotas
citotoksiskumas (86). Manoma, kad aktyvuodami su véziu susijusius
fibroblastus neutrofilai gali skatinti mikrometastaziy atsiradimag kepenyse.
Galiausiai jie dalyvauja cirkuliuojan¢iy véziniy lgsteliy ekstravazacijos
procese, infiltracijoje | metastatinj organg, nors patys patiria apoptozg, bet
i§skiria minétag DNR bei kitas medziagas, sukuria palankig aplinkg vézinéms
lasteléms prigyti (82).

Taigi tankioje, fibrozinéje TMA vézinés lastelés, aktyvuodamos jvairius
signalinius kelius, slopina jgimta ir jgyta imuning sistema, mazindamos
citotoksiniy CD8+ T lasteliy ir didindamos imunosupresiniy makrofagy
(M2), neutrofily (N2), T reguliaciniy limfocity skai¢iy (100). Sgveika tarp
imuniniy NK, CD4+, CD8+, CD20+ ir FoxP3+ limfocity prieSvéziniame
imunitete gali turéti didelg jtaka iSgyvenamumui (136).

Imuniniu  pozitiriu taip pat galima iSskirti PDAK subtipus. Jeigu
atsizvelgtume | neoantigenus, stromos, TMA savybes, navikus galétume
suskirstyti j Saltus ir karStus, pasizymin¢ius mutacijy gausa ir jy stokojancius
(137).

2.7.3. Tumoro ir stromos santykis

Jau kuris laikas bandoma suprasti, ar stromos tankis yra reikSmingas
prognozei. Atlikti 66 pacienty patologinés medziagos tyrimai atskleide, kad
esant didesniam stromos tankiui rezekuotoje PDAK tikétinas ilgesnis IBPL
ir Bl (138). Kiti tyréjai nustaté, kad 104 pacientams, gydytiems
neoadjuvantine chemoterapija, mazas stromos santykis po S§ios terapijos
buvo susijes su kepeny metastaziy atsiradimu ir auk$tu Ki-67 (139). Tiriant
kitomis onkologinémis ligomis sergancius pacientus bandoma apskaiciuoti
naviko ir stromos santykj, pavyzdziui, jis svarbus Bl HCC pacientams po
kepeny transplantacijos (140). Zarnyno véZio atveju aukstas tumoro ir
stromos santykis susijes su blogesniu BI (141). Siekiama jzvelgti tumoro ir
stromos sanntykio reikSme kriities karcinomos atveju (142).
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2.7.4. Neoadjuvantinio gydymo jtaka TMA

Gydymo jtaka TMA iSsidésCiusioms imuninés sistemos Iasteléms
geriausiai atspindi tyrimai su neoadjuvantine terapija.

Klinikiniame tyrime, kuriame dalyvavo 74 pacientai (37 po jvairiy
rezimy neoadjuvantinés chemoterapijos ir 37 tik po operacinio gydymo),
irodyta, kad gydymas vaistais lémé T reguliaciniy limfocity ir MDSC
lasteliy iSeikvojima, imuniniy lgsteliy susitelkima peritumorozinéje erdvéje,
sumazejus] aktyvuma stromoje ir mazesne¢ perineuring invazija. Tokia
imuniné remodeliacija susijusi su naviko dydzio sumaz¢jimu. O tumoro
proliferacijos laipsnis (Ki67), stromos aktyvacija ir naviko infiltracija CD4+
T bei NK lgstelémis buvo nepriklausomi BI nulemiantys faktoriai (126).

Kiti tyréjai nagrinéjo 44 PDAK pacienty, gydyty neoadjuvantine
chemoterapija ir radioterapija (18 i§ jy) arba negydyty prie§ operacijg, ir
nustaté, jog infiltracija CD3"* T lgstelémis (jskaitant CD3*CD8" citotoksines,
CD3*CD4'FOXP3" T helperius bei CD3*CD4"FOXP3" T reguliacines
lasteles) neoadjuvantinio gydymo Sakoje padidéjo, 0 CD68" makrofagy
kiekis nekito. Imunogenominé analizé Siame tyrime parodé geny, susijusiy
su antigeno prezentacija, T lgsteliy aktyvacija bei uzdegimu, padidéjusia
raiSkg. Be to, §i PDAK medziaga buvo palyginta su melanomos ir
patvirtinta, kad po neoadjuvantinés terapijos T lasteliy infiltracija netgi
didesné nei Sio imunogenisko naviko, taciau fenotipas, erdvinis iSsidétymas
greiCiausiai lemia mazesnj T lasteliy efektyvumg. Patvirtinta ir T
reguliaciniy limfocity gausos jtaka blogesniam i§gyvenamumui (143).

Panasus chemospindulinio gydymo poveikis buvo ir kity naviky atveju.
Pavyzdziui, pacientams, kuriems pasiektas visiskas atsakas po
chemospindulinio gydymo dél stemplés karcinomos, nustatytas kur kas
didesnis infiltruojan¢iy T limfocity kiekis ir jie buvo issidéste aréiau tumoro
lasteliy, nei dalinio atsako grupéje (144).

2.8. Imuninés sistemos veiksniai, sergant kasos véziu
2.8.1. Molekuliniy ir metaboliniy faktoriy jtaka imuninei sistemai

Siuo metu zinoma keletas mechanizmy, kaip metaboliniai procesai
paveikia imunine sistemg ir skatina rezistencija imunoterapijai (67).

CD8+ efektoriniy T lasteliy funkcijai ir tam, kad CD4+ T lastelés galéty
produkuoti IFN-y, bitinas aerobinés glikolizés, o CD4+ efektoriniy T
lasteliy (Th1, Th2 ir Th17), M1, M2 tipy makrofagams ir Tregams — lipidy
oksidacijos procesas (67). MDSC lastelés perprogramuojamos, kad vykty
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intensyvi riebiyjy rugséiy oksidacija ir glikolizé (145). Naviko iSskiriamas
laktatas keicia TMA: suzadina M2 fenotipo su tumoru susijusius
makrofagus, slopina CD8+ citotoksiniy lgsteliy funkcija (146), iSreguliuoja
MDSC ir slopina natiraliy Zzudiky aktyvuma, taip palaikydamas
imunosupresijg vézio aplinkoje (67).

Geny raiskos, vadinamos genetinés Zymos, sasaja su imuniniy lasteliy
aktyvumu jrodyta 172 PDAK pacienty tyrime. Pagal 13 geny raiska
(ARNTL2, BHLHE40, FBXL17, FBXL8, PPP1CB, RBM4B, ADRBI,
CCAR2, CDK1, CSNK1D, KLF10, PSPC1, SIAH2) pacientai buvo suskirstyti
gerg ir nepalankig prognostines grupes. CD8 T ir B Igsteliy kiekis didelés rizikos
grupéje buvo reikSmingai mazesnis, neutrofily — padidéjes (147).

2.8.2. Imunoterapija, rezistentiSkumas jai

Kol kas vienintelis pacientams rekomenduojamas imunoterapijos
preparatas yra pembrolizumabas, tik esant dideliam mikrosatelity
nestabilumui MSI-H ar klaidingai suporuoty nukleotidy DNR pazaidy
taisymo (MMR; angl. Mismatch Repair) sistemos sutrikimui. Mikrosatelity
nestabilumu vadinamos pazaidos mikrosatelity sekose, atsiradusios dél vieno
ar daugiau pasikartojan¢iy seky iSkritos ar intarpo; jos pasireiSkia
nenormaliai ilgais arba trumpais mikrosatelitais individo DNR ir gali buti
ankstyvasis kancerogenezés jvykis. MSI-H subtipas sudaro ne daugiau kaip
2 % PDAK.

Anti-PD-1 ir anti-PD-L1 daugiausia veikia imuningje naviko sandiroje,
prisijungia prie atitinkamy receptoriy ar ligandy, per PD-1/PD-L1 kelig
apsaugo nuo tumoro lasteliy ir su tumoru susijusiy makrofagy skatinamos T
efektoriniy lasteliy inaktyvacijos (86). PD-1 iSreikstas ant T, NK lasteliy,
PD-L1 ir PD-L2 ligandy randama ant aktyvuoty antigeng prezentuojanciy,
hematopoetiniy, parenchimos lIgsteliy uzdegiminéje mikroaplinkoje,
navikuose (148). PD-1 prisijungiant prie tumoro ligandy PD-L1, PD-L2
iSvengiama CD8+ T lasteliy prisijungimo prie taikininiy lasteliy. Taigi Sio
kelio slopinimas leidzia gerai lokalizuotoms T Igsteléms pradéti imuninj
atsaka (149).

Esant stabiliems mikrosatelitams, monoterapijos PD-1, CTLA4
inhibitoriais naudos klinikiniai tyrimai nepatvirtino (bendro atsako daZnis
Klinikiniuose tyrimuose buvo O ir 3 % atitinkamai (87), taciau taikant
kombinacinius imuning reguliacija moduliuojancius preparatus gali biiti
pasiekiamas geresnis efektas (122). PDAK rezistentiskumas imunoterapijai
apibréziamas kaip imuniné tolerancija, vyksta bet kurioje stadijoje:
iniciacijos, proliferacijos, diferenciacijos, kapacitacijos, jtraukimo,
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palaikomas ar net didéja sgveikaujant TMA lgsteléms, slopinantiems
citokinams, chemokinams ir per imuninio atsako kontrolés taskus (86, 149).
Sios imunoterapijos neveiksnumas PDAK daugiausia nulemtas mazo
infiltruojan¢iy PD-1* T lgsteliy kiekio ir neopitopy nepakankamumo (150).
Lasteliy imunoterapija (CAR-T), kaip ir kity solidiniy naviky atveju,
negalima d¢l $ios karcinomos antigeny heterogeniskumo (151).

Vienas i§ faktoriy, aiSkinanciy rezistentiSkuma imunoterapijai: kasos
vézys mazai imunogeniskas (jame maziau somatiniy mutacijy) (90). Be to,
PDAK pasizymi unikaliu genominiu rinkiniu, kuris skatina imunosupresija,
igyta T lasteliy imuniteta, jau ankstyvose stadijose. O metastazése imuniniai
barjerai dar didesni (56). Tumora infiltruojantys limfocitai produkuoja didelj
programuotos lasteliy zuties proteino 1 (PD-1) kiekj ir sgveikauja su jo
specifiniu ligandu, programuotos lgsteliy zaties ligandu 1 (PDL-1), isreikstu
ant PDAK lasteliy, 0 tai salygoja T limfocity iSeikvojimg (152, 153).
Tumoro infiltruojanciy limfocity buvimas ir TMA sudétis yra pagrindiniai
predikciniai atsako j imunoterapija veiksniai (117). Gausi infiltracija CD8+
limfocitais buidinga imunologiskai karStiems navikams, jie geriau atsako |
gydyma imunoterapija (154). Tumoro infiltracijos kompetentiskais
citotoksiniais T limfocitais stimuliacija turéty buti gydymo taikinys,
jgalinantis ,,8altus* navikus paversti ,,karstais“ (117).

Pacios kasos vézinés lastelés trikdo antigeno prezentavimo eigag ir slopina
citotoksinius limfocitus. Jos selektyviai veikia MHC-1 molekules, skatina
lizosomy degradacija per autofagijos mechanizmga. Be to, PDAK lastelés
pasizymi CD47 raiska, dél to yra apsaugotos nuo fagocitozeés ir antigeno
prezentavimo. I$skirdamos indolamino 2,3-dioksigenaze¢ Kkatalizuoja
triptofano, kuris biitinas citotoksiniy T Igsteliy iSgyvenimui ir aktyvacijai,
degradacija ir T limfocity apoptoze bei neveiklumg. Galiausiai, tumoro
lastelés mazina zmogaus leukocity antigeno DR izotipo ir CD40 ekspresija,
dendritiniy lasteliy nebrandumga ir CD8+ efektoriniy lasteliy supresija (87).

PD-1/PD-L1 kelio perprogramavimas gali biti derinamas su Kkitais
vaistais (pvz., chemokino receptoriy CXCR4 inhibicija, anti-1L-20
monokloniniais antik@inais, chemoterapija) (86). Bandoma paveikti jvairius
TMA komponentus bei lygmenis. Jau tiriami vaistai, slopinantys su véziu
susijusius makrofagus, Gr-MDSC lasteles, bandoma sumazinti T
reguliaciniy limfocity kiekj (87). B lastelés veikiamos Brutono tirozino
kinaziy inhibitoriais. Bandoma veikti kostimuliacinius receptorius (anti-
CD40), pastimuliuoti CD8+ lasteles (78). Stromos imunosupresinis poveikis
gali biiti sumazinamas imunoterapijag kombinuojant su vaistais, nukreiptais ]
stromos komponentus: transformuojantj augimo faktoriy [ (angl.
transforming growth factor-f, TGF-B), zidininés adhezijos kinazés signalus
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(angl. focal adhesion kinase, FAK), glutamino metabolizmg (86). Daug
tikimasi ir i§ vakciny. Chimeriniy antigeno receptoriy T lasteliy terapija, kai
surenkamos ir ex vivo pagausinamos paciento tumoro antigeno specifinés T
lastelés, taip pat tiriamos PDAK pacientams (87).

2.8.3. Prognostiniai, predikciniai biozymenys atsako j gydyma vertinimui

Nuo seno CA 19-9, Lewis A kraujo grupés antigenas, serologinis Zymuo,
labiausiai naudojamas pirminei diferencinei diagnostikai, atsako ir recidyvo
vertinimui. Jis néra specifiskas, padidéja ir esant kepeny lataky véziui (159),
neaptinkamas Lewis antigeno neturintiems, biina klaidingai teigiamas
sergant cholangitu, esant tulzies lataky stazei, nebitinai atspindi vézj ar
pazengusig liga (156). Zymens jautrumas siekia nuo 79 iki 81 9%,
specifiskumas nuo 80 iki 90 % pacientams, kuriems jau isryskéje simptomai,
ankstyvai diagnostikai néra tinkamas (157). CA 19-9 Kkoreliuoja su stadija,
rezektabilumu ir yra vertingas pradiniam prognozés jvertinimui (154). Ir
operabiliems, ir paliatyviajag chemoterapijg vartojantiems pacientams gali
biiti geras prognostinis (158) ir predikcinis faktorius (159, 160).

Priskai¢iuojama i§ viso apie 300 cirkuliuojan¢iy medziagy, kuriy
prognostiné verté tirta PDAK pacientams: glikolipidai, proteinai, citokinai,
chemokinai, serumo adhezijos molekulés, RNR bei DNR (160).

CEA asocijuotos Iasteliy adhezijos molekuliy (CEACAM) proteinai
priklauso lasteliy adhezijos molekuliy imunoglobuliny grupei. Biitent
CEACAMG6 yra naudingas diferencinei diagnostikai, o pacientams,
gydytiems radikalia rezekcija ir adjuvantine chemoterapija, padidéjusi jo
koncentracija serume lémé blogesnj BI (160, 161)

Cirkuliuojanc¢iy lasteliy jautrumas ir specifiSkumas PDAK laikomas
nedideliu (74 ir 83 % atitinkamai), panasis ir cirkuliuojan¢ios DNR
metanalizés rezultatai (64 ir 92 %) (160). Bandyta iSmatuoti cirkuliuojancia
DNR jvykus tiksliniy mutacijy (™'KRAS ctDNR), jrodytas rySys su
blogesniu Bl (162). 106 pacientams, sirgusiems ankstyva PDAK, buvo tirta
cirkuliuojanciy lasteliy ir imuniniy Iasteliy prognostiné reikSmé. 37,5 %
(12/32), 88,0 % (44/50) ir 100 % (24/24) atitinkamai esant I, Il ir IV
stadijoms, buvo aptikta cirkuliuojan¢iy naviko Igsteliy. Didesnis bendras,
misrus ir mezenchiminiy cirkulivojanéiy lasteliy kiekis stipriai susijes su
trumpesniu IBPL. Be to, pacientams, kuriems gausu cirkuliuojanciy vézio
lasteliy kraujyje, aptikta maziau CD4, NK lasteliy, IL-2 ir IFNy, buvo
mazesnis CD4/CDS8 santykis (163).

Atsakui j imunoterapija jvertinti naudingi yra mutacijy kiekio, CD8+
kiekio, PD-1 raiSkos tyrimai. Esant PD-L1 neiSreik§tam, bet CD8+ gausiai
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infiltracijai, prognozé yra geresné, taciau, jei PD-L1 iSreiksta, PD-1 kelio
blokavimas gali reaktyvuoti CD8+ lasteles ir pagerinti prognoze (164).
Periferinio kraujo imuniniy lasteliy predikciné verté gydant anti PD1/PD-L1
bei anti CTLA kol kas néra didelé (165).

2.8.4. Periferinio kraujo limfocity reik§mé, jvertinimas kraujyje ir poky¢iai
gydymo metu (serume ir TMA), jtaka prognozei, palyginimas su kitomis
onkologinémis ligomis

2.8.4.1. CD8+ T lgstelés

Viename tyrime nustatyta, jog serganciyjy PDAK kraujyje procentiné
CD8+ T lasteliy raiska mazesné nei sveiky donory, tatiau CD8+ perforin+
lasteliy kiekis nesiskiria (166), o kitame tyrime kaip tik aptikti didesni
CD4+, CD8+, NK lasteliy kiekiai, palyginti su kontroline grupe (167).
Abiejuose tyrimuose konstatuotas didéjimas gydymo metu: tiek praéjus
pusantro ménesio po kasos rezekcijos (166), tiek vartojant lenalidomida
(167).

Imunomoduliacinis jvairaus prie§vézinio gydymo veikimas nustatytas ir
sergantiesiems kitomis onkologinémis ligomis — 53 pacientams, gydytiems
TACE, kartu su imunoterapija bei TKI dél nerezektabilios HCC, pragjus 4
mén. nuo gydymo pradzios, aptiktas cirkuliuojan¢iy CD8+, CD3+
padidéjimas (be to, jiems daugéjo NK lasteliy ir mazéjo CD4+) (168).

Kitame tyrime, kuriame dalyvavo 24 kolorektinio véZio pacientai,
nustatyta, kad pacientams po rezekcijos CD8+ T lasteliy procentinis kiekis
tarp visy T Igsteliy padidéjo, bet to nepastebéta adjuvanting chemoterapija
gavusiems pacientams (169).

Pacientams (i§ viso ] studijg itraukta 220 tiriamyjy), sergantiems
nosiaryklés véziu ir turintiems didelj Epsteino—Baro virusy kopijy skaiciy,
gydytiems sutaptiniu chemospinduliniu metodu, didesné CD3+CD8+
procentiné verté buvo nepriklausomas prognostinis faktorius (170).

Tyrime dalyvavusioms 126 kiauSidziy véziu serganéioms pacientéms
CD3+CD8+ ir CD8+CD28+ T limfocity kiekis kraujyje buvo mazesnis. Po
operacinio gydymo pastaryjy kiekis mazéjo (171). Metaanalizés
duomenimis, jvairiy naviky gydymas radioterapija CD8+ lasteliy kiekiui
periferiniame kraujyje jtakos neturé¢jo (172).

CD8+CD57+ lastelés pasizymi itin didele IFN-y, granzimo B, perforino
ekspresija, jy padaugéja, sergant létine infekcija (ZIV, CMV) dél nuolatinés
antigeno stimuliacijos. Tokia CD57 antigeno, sumazéjusi CD27 ir CD28
raiSka, padidéjes KLGR1 budingi visiskai diferencijuotoms T lasteléms.
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CD28 netekimas yra lgsteliy senéjimo Zymuo, galintis paaiSkinti
imunosupresijos bei imunorezistentiSskumo mechanizmus (173). Jos
pasizymi dideliu citotoksiniu aktyvumu, bet negeba proliferuoti,
stimuliuojant T Igsteliy receptorius (174). Taigi CD57 gali biti traktuojamas
kaip citotoksiSkumo zymuo, padedantis diferencijuoti imunosupresines ir
citotoksines CD8+CD28- lasteles (175). Reik§mé navikiniame augime néra
aiski. Taciau keletas studijy parodé, jog CD8+CD57+ procentinés iSraiskos
kraujyje padidéjimas neigiamai veiké BI skrandzio, melanomos, inksty véziu
sergantiems pacientams (176-178), o burnos ploks¢ialgsteliniu véziu
sergantiems pacientams aptikta teigiama prognostiné jtaka (179). Studijoje,
kurioje dalyvavo 73 nesmulkialgstelinio vézio pacientai, nustatyta, jog
cirkuliuojan¢ios CDS57+ Iastelés ekspresavo daugiau PD-1, pasizyméjo
visiska branda, citotoksiniu potencialu. O TMA ir dauguma sritiniy
limfmazgiy CD8+CD57+ T limfocitai vis dar ekspresavo CD27 ir CD28,
nebuvo aktyviis nei citotoksiniu, nei proliferacijos aspektu. CD8+CD57+
lastelés maziau reaguoja j PD-1 blokada nei CD8+CD57—, o IL-15 atkuria
efektoring jy fukcijg (174). Tiriant metastazavusia urotelio karcinoma
pastebéta, kad | gydymg anti-PD-L1 atezolizumabu (ne chemoterapija)
reik§mingiau reagavo pacientai, kuriy didesnis pradinis CD8+CD57+ lasteliy
kiekis (180). Radioterapija, kaip pastebéta lokaliai paZengusiu
nesmulkialasteliniu plaucio véziu serganciy pacienty tyrime, pradzioje gali
turéti jtakos CD8+ proliferacijai, jy senéjimui (CD28-CD57+ saskaita), o
véliau kiekis mazéja, lastelés galutinai diferencijuojasi. CD8+ tarsi
suzadinamos spindulinio gydymo pabaigoje ir po jo galutinai i$senka (181).
Kitame tyrime su NLPV nustatyta, kad pacientams, kuriy cirkuliuojanciy
centriniy atminties lgsteliy ir efektoriniy CD8+ T lasteliy santykis buvo
didesnis, gydyty nivolumabu, i§gyvenamumas neprogresuojant ligai ilgesnis
(182).

Galima i$skirti dar ir imunosupresing CD8+FOXP3+ reguliaciniy
limfocity populiacijg, kuri svarbi imunotolerancijai, bet gali dalyvauti ir
prie§véZiniame atsake, nors mechanizmai néra aiSkas (183). Nustatyta, jog
nosiaryklés véziu sergantiesiems jy kiekis periferiniame kraujyje didesnis
nei sveikiesiems, aptinkama ir TMA (170).

CD8+CD122+ atminties lasteles, laikomos dar vienu reguliaciniy CD8+
subtipu, palaiko T lgsteliy homeostaze, reguliuoja CD4+, CD8+ aktyvuma,
skatina imunosupresija. Tiriant 66 PDAK pacientus nustatyta, kad didelis
CD8+CD122+ T lgsteliy kiekis buvo susijes su didesniu mirtingumu per 90
dieny, o sumazéjimas po chemoterapijos — su ligos stabilizacija (183).
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2.8.4.2. T reguliaciniai limfocitai

Reguliaciniai (CD4+) limfocitai laikomi imuning¢ sistema slopinanc¢iomis
lastelémis, geba inhibuoti efektorines T Iasteles. Vienas i§ jy potipiy,
vadinamosios yé T lastelés, vis délto gali stimuliuoti B limfocity antikiiny
produkcija, NK lasteles bei dendritiniy Igsteliy brendima, taciau daugiausia
veikia kaip yd FoxP3* T reguliaciniai, skatina vézio proliferacija (18).

CD4+ T lasteliy kiekis PDAK pacienty kraujyje yra sumazéjes (100).
Tyrime, kuriame dalyvavo 100 pacienty, nustatytas sumazéjes cirkuliuojanciy
CD4+CD25+FoxP3+ reguliaciniy lasteliy kiekis sergantiesiems PDAK,
palyginti su kontroline grupe. Maziau jy buvo rezektabilios ligos atveju nei
neoperabiliems pacientams. O pacienty po radikalios rezekcijos i§gyvenamumas
buvo geresnis, kai Treg lasteliy kiekis kraujyje buvo didesnis (184).

Tyrime dalyvavusiems 212 sirgusiyjy nerezektabilia PDAK ir gydyty
gemcitabinu ar jo kombinaciniais rezimais Treg lasteliy kiekio sumazéjimas
po 2 cikly nulémé geresne BI prognoze (185). FOLFIRINOX rezimas,
skirtas neoadjuvantiniu tikslu, T reguliaciniy limfocity kiekj sumazino, be to,
jie pasizyméjo CD39 raiska, rodandia imunosupresines savybes. Siame
tyrime nustatyta, kad atsakiusiyjy j gydyma grupéje vyravo CD8+ T Iastelés,
o T reguliaciniy limfocity buvo maziau (186). Ortotopiniuose peliy
modeliuose gemcitabinas mazino Treg akumuliacijg ir gerino iSgyvenamuma
(100). Po  hibridinés minimaliai  invazyvios kasos  rezekcijos
CD4+CD25+CD127%ku T Igsteliy sumazéja (184).

40 pacienty, serganciy nesmulkialgsteliniu plauciy véziu, tyrime stebétas
rySkus CD4+CD25+FoxP3+ ir CD8+CD28- Treg padidéjimas, palyginti su
kontroline grupe, kiekis priklausé nuo naviko stadijos, o po chemoterapijos
cisplatinos, gemcitabino pagrindu jy kiekis procentais labai sumazéjo, bet
CD4+CD25+FoxP3+ 1II/IV stadijos serganCiyjy iSliko didesnis nei
kontrolinés grupés (188). 126 kiausidziy véziu serganéiy pacienciy tyrime T
reguliaciniy limfocity kiekis aptiktas padidéjes ir paribiniuose navikuose, ir
vézyje (171). Metaanalizéje, apémusioje 19 studijy, 877 pacientus, stebétas
CD3+ bei CD4+ limfocity sumazéjimas kraujyje po radioterapijos (172).

2.8.4.3. NK lasteles

NK lastelés pasiZzymi nuo antigeno prezentacijos nepriklausomu
citotoksiniu poveikiu. NK Igsteliy skaiCiaus ir funkcijos sumazéjimas
blogina IBLP ir Bl (18). 54 PDAK pacienty klinikiniame tyrime nustatyta,
kad periferiniame kraujyje juy skaiCius nesiskiria nuo sveiky Zmoniy, taciau
pasizymi CD16%iesiosCD57%viesios fenotipu ir NKG2D ligandy reik§mingu
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sumazéjimu, mazu citotoksiniu aktyvumu bei nedidele IFN-y ekspresija,
gamina daug IL-10 (189). Kitame NK lasteliy aktyvumo tyrime, Kuriame
dalyvavo 203 PDAK pacientai, konstatuota, kad sergantiesiems jis mazesnis
nei sveikiesiems, o esant iSplitusiai ligai mazesnis nei operabilios atveju.
Mazesnis aktyvumas buvo susijes su blogesniu atsaku | chemoterapija,
progresavimu ir prastesniu iSgyvenamumu. Taciau pri€zastinis rySys néra
aiSkus: ar NK lasteliy aktyvumas sumazéja dél PDAK karcinogenezés ir
progresavimo, ar menkas veiklumas lemia greitesnj PDAK progresavima
(190).

NK lasteliy kiekio pokytis laikomas vienu i§ prognostiniy faktoriy
pacientams po operacijos, bet biidingos individualios skaifiaus variacijos,
priklausanc¢ios nuo bendros paciento bei mitybos buklés (191). 378
pazengusios PDAK pacienty analizé parodé, jog NK lasteliy skaicius,
paciento amzius, neutrofily / limfocity santykis ir metastaziy nebuvimas yra
nepriklausomi Bl prognostiniai faktoriai (192). Greiciausiai reik§mingas ne
tik Kiekis, bet ir funkcinis subtipas (121).

Kasos vézio rezekcija keicia NK Iasteliy kiekj periferiniame kraujyje: kai
kuriems pacientams jy kiekis padidéja (191). Po kasos vézio rezekcijos
peléms suleidus gemcitabino aktyvuojamas NK lasteliy prieSvéZzinis
veikimas, slopinamas vietinis naviko atsinaujinimas (125). NK lasteliy
Kiekis teigiamai koreliuoja su iSgyvenamumu, mazina atsinaujinimo
tikimybe (191).

Mazos gemcitabino dozés didino interferono-y ekspresija bei NK-lasteliy
aktyvuma peliy plauciy vézio modelivose (193). Gydymas radioterapija
mazino CD3-CD16CD56+ NK lasteliy kiekj kraujyje 31 stemplés véziu
sergancio paciento tyrime (194).

2.8.4.4. I NK lasteles panasios (angl. Natural Killer T-like Cells)

Sis terminas, atsiradgs imunologijoje gana neseniai, apibaidina lasteles,
kuriy didelis TCR-CD3 komplekso tankis, panasus j klasikiniy T Igsteliy $io
komplekso tankj, ir mazas CD56 molekuliy tankis, panaSus j citotoksiniy
NK lgsteliy molekuliy tankj. ] NK Iagsteles panasSios sudaro maziau nei 10 %
cirkuliuojan¢iy limfocity, dauguma atitinka klasikinj off TCR+ CD8 T
lasteliy tipa, bet yra ir aff TCR+ CD4 T lasteliy. CD56 molekule ekspresuoja
ir NKT, MAIT, vy T lastelés. | NK panasios yra gerai diferencijuotos
jprastos ir nejprastos T lastelés, kurioms biidinga CD56 molekulés, kity
NKT koekspresija, ir antigenus atpazjsta nuo CD1d nepriklausomu keliu.
Nuo NK lgsteliy skiriasi tuo, kad ekspresuoja TCR-CD3 kompleksa, menkai
ar visai neekspresuoja CD16 ir labai daug IL-2 receptoriy-beta grandies (IL-
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2RP). Nors, i§ esmés, $iy lgsteliy populiacija labai heterogenisSka, bet trys
charakteristikos yra bendros: brandus fenotipas, NKR jgijimas ir granuliy
buvimas (195).

I NK panasiy lgsteliy nerandama kudikiy organizme ir daugéja su
amziumi. Taigi CD8+ j NKT panaSios lastelés kompensuoja nusilpusia
tradiciniy NK lasteliy ir CD8+ T lasteliy funkcija organizmui senstant. Dél
to manoma, kad Sios lgstelés padeda kovoti su amziaus nulemtomis ligomis,
tarp jy ir véziu (195).

NK lasteliy vieta ir prognostiné reik§mé jvairiy onkologiniy ligy atveju
mazai iSnagrinéta. Pazengusio PDAK atveju cirkulivojanc¢iy NK lasteliy
kiekis sumazgja, o prie§ gydyma iSmatuotas skaiCius teigiamai koreliuoja su
iSgyvenamumu (100), taciau tai rodancios studijos atliktos seniai ir gydymo
metodai bei naudojami vaistai yra pasikeite, jy poveikis tirtinas. 25 pacienty,
sergan¢iy HCC, tyrime stebétas ] NKT panaSiy lgsteliy augimas po
stereotaktinés kiino radioterapijos, didesnés vertés buvo susijusios su geresne
prognoze (196). 907 pacienty, serganciy kolorektiniu véziu, TMA tyrime
nustatyta, kad vézio aplinkoje | NCAMI+CD3+NKT panasiy lgsteliy yra
mazai ir ry§io su iSgyvenamumu neaptikta (197). Kitame tyrime, kuriame
dalyvavo 24 kolorektiniu véziu sergantys pacientai, nustatyta, kad
pacientams po rezekcijos | NKT Igsteles pana$iy lasteliy procentiné dalis
visy periferinio kraujo mononukleariniy lasteliy populiacijoje padidéjo, bet
to nepastebéta pacienty, kuriems taikyta adjuvantiné chemoterapija, atveju
(169). O CD16+ j NKT panasiy lasteliy procentinis padidé¢jimas lémé
blogesnj iSgyvenamumg kolorektinio vézio tyrime, kuriame dalyvavo 71
tiriamasis (198). Skrandzio véziu serganciyjy kraujyje $iy lasteliy kiekis
nesiskyré nuo sveikyjy, o vézio aplinkoje jy buvo mazai, be to, mazas kiekis
koreliavo su ligos progresavimu bei blogesniu Bl (199). O pacienty,
serganciy ankstyvu plauciy véziu, periferiniama kraujyje cirkuliavo daugiau
} NKT panasiy lasteliy (195).

2.8.4.5. CD4/CDS8 santykis

Didelis CD8+ tumorg infiltruojanéiy Iasteliy kiekis ir pakankamas CD4+,
kurios reikalingos pirmyjy funkcijai, yra bitinos, kad vykty reikiamas
imuninis atsakas. Taigi manoma, kad CD4+/CD8+ T lasteliy santykis yra
svarbus, varijuoja tarp jvairios lokalizacijos naviky. O PDAK serganéiy
pacienty tyrime nustatyta, kad Sio santykio sumazéjimas po gydymo
chemoterapija gemcitabino pagrindu susijes su geresne iSgyvenimo prognoze
(185).
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2.8.4.6. Dendritinés lgstelés

DL PDAK serganciy pacienty periferiniame kraujyje aptinkama mazai,
jos pasizymi sutrikusia stimuliacine funkcija. Jy kiekis teigiamai koreliuoja
su iSgyvenamumu pacienty, kuriems yra rezektabilGs ir pazenge navikai
(200). Manoma, kad radikali rezekcija, sisteminé chemoterapija,
chemospindulinis gydymas, imunochemoterapija gali didinti DL skaiciy ir
gerinti jy stimuliacing funkcija (100, 166). Gemcitabino paveikta kasos vézio
lastelé stimuliuoja DL brendima, T lasteliy proliferacijg ir imuninj atsaka
(201).

2.8.4.7. B lastelés

Radioterapija mazina CD19+ B limfocity kieki stemplés véziu
sergantiems pacientams (34). Sumazéjes cirkuliuojanéiy B lasteliy kiekis
kiausidziy véziu serganCioms pacientéms buvo susijes su itin agresyviu
Sviesiy lasteliy histologiniu tipu, pazengusia stadija ir rezistencija platinai.
Po operacijos $iy lasteliy kiekis didéjo (171).

Reguliaciniai B limfocitai pasizymi imunosupresniu veikimu, reguliuoja
imuning homeostazg, paprastai ekspresuoja CD24, CDI1d, skirtingy lygiy
CD27, sudaro maziau nei 10 % visy cirkuliuojanc¢iy B limfocity. Be to,
ekspresuoja daug PD-L1 ir in vitro sgveikauja su PD-1 ekspresuojanciais
CD8+ T limfocitais (130). Cirkuliuojanéiy B reguliaciniy limfocity kiekis
PDAK padidéjes, palyginti su sveiky zmoniy ir koreliuoja su stadija bei
bloga prognoze (202).

2.8.4.8. Rysys tarp cirkuliuojanciy Igsteliy ir TMA

Tyrimy, apzvelgian¢iy TMA ir cirkuliuojanciy T limfocity rysj, néra
daug.

Klinikiniame tyrime, kuriame pacientéms buvo skirtas pembrolizumabas
bei chemoterapija trejopai neigiamam kriities véziui gydyti, buvo aptiktas
panasus T limfocity iSeikvojimas abiejose chemoterapijos (ir paklitakselio, ir
kapecitabino) grupése. O chemoterapiniai vaistai padidino T limfocity klony
skai¢iy navike, bet ne periferiniame kraujyje (203). Kitame kriities vézio
tyrime, kuriame dalyvavo 62 pacientés, patvirtinta, kad tik infiltruojanciy
CD8+ lasteliy kiekis koreliavo su cirkuliuojanciy. Kity lasteliy: CD20 B
limfocity, T helperiy bei reguliaciniy, rySio tarp naviko aplinkos ir
periferinio kraujo ver¢iy nenustatyta (204).
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Tyrime, kuriame dalyvavo 11 RCC serganéiy pacienty, gydyty
nivolumabu, neaptikta rysio tarp cirkuliuojan¢iy ir TMA imuniniy lasteliy
(CD4+/CD8+ santykio, absoliuciy $iy lasteliy skaic¢iaus) (205). Skrandzio
vézio tyrime pastebéta, kad agresyviu laikomam difuziniam / miSriam
adenokarcinomos tipui biidinga negausi infiltracija CD8+ T limfocitais bei
sumazejes NK ir T reguliaciniy lgsteliy kiekis (206). Kitame tyrime, kuriame
dalyvavo skrandzio véziu sergantys pacientai, nustatyta teigiama koreliacija
tarp cirkuliuojanéiy ir TMA infiltravusiy CD3+CD4+ lasteliy (207).
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3. METODAI

Disertacijos darbo analizé atlikta naudojant duomenis i§ VUL SK
doktorantés inicijuoto tyrimo ,,Limfocity subpopuliacijy ir kity Igsteliy
poky€iy tyrimai ir jy poveikis kasos intraduktalinés adenokarcinomos
atsinaujinimui ir i§gyvenimo prognozei“.

Pacientus j tyrimg jtrauké tyréjai, vadovaudamiesi toliau nurodytais
itraukimo kriterijais:

Itraukimo kriterijai:
e Asmenys nuo 18 mety.
e Patvirtinta kasos intraduktaliné adenocarcinoma, IA, 1B, lIA, 1IB,
I, 1V ligos stadija.
e Pasirasyta informuoto sutikimo forma.
e ECOGO0-3.
e Galimas operacinis ir / ar chemoterapinis gydymas.
Neitraukimo kriterijai:
e Negalima taikyti operacinio ir / ar chemoterapinio gydymo dél
sunkios biklés, gretutiniy ligy, paciento nesutikimo.
e Sergantieji ne adenokarcinomos tipo navikais.
e Sergantieji autoimuninémis ligomis ar infekcinémis ligomis,
galinCiomis turéti jtakos limfocijy subpopuliacijy kiekiui.

3.1 .Tyrimo organizavimas

Klinikinj i$tyrimag atliko gydantys gydytojai ir tyréjai, laboratoriniai tyrimai
buvo atliekami VUL SK Laboratorinés medicinos centre, periferiniy
limfocity subpopuliacijy tyrimai — jo padalinyje Hematologijos ir bendrosios
citologijos laboratorijoje. Pacientams buvo atlieckami jprastai klinikinéje
praktikoje pasitelkiami tyrimai bendrai biklei ir vézio i$plitimui jvertinti.

3.2. Atitiktis bioetikos reikalavimams

Tyrimg patvirtino Vilniaus bioetikos komitetas 2017 07 04, leidimo numeris
Nr. 158200-17-935-437, bei pakitimus patvirtino 2020 06 30. Tyrimo
protokolas atitinka Helsinkio deklaracijos principus. Visi tiriameji sutiko
dalyvauti tyrime ir pasirasé informuoto asmens sutikimo forma.
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3.3. Rinkti duomenys

Tyrimo metu buvo renkami toliau nurodyti duomenys, kurie buvo panaudoti
disertacijos darbo analizei:

e Amzius.

e Luytis.

e Operacijos atlikimas.

e Chemoterapinio gydymo rezimas.

e Naviko faktoriai: T, N, M kategorijos, stadija, histologinis potipis,
limfovaskuliné, perineuriné invazija, rezekcijos radikalumas.

e Ugis, svoris, KMI.

e Ascito buvimas.

e CA 19-9 reikSmeés.

e [Sgyvenamumo iki ligos progresavimo laikas.

e Bendro iSgyvenamumo laikas.

e Taikyty sisteminio gydymo eiliy skaicius.

e Mirties priezastis.

e Bendras leukocity, limfocity, subpopuliacijy, turin¢iy Zymeny
CD19+, CD3+, CD3+CD56+, CD8+CD57+, CD3+CD57+,
CD3+CD4+, CD3+CD8+, CD3+CD4-CD8-, CD3-CD56+CD16+,
CD3-CD56+CD16—, CD3+CD4+CD25+CD127+/—,
CD3+CD4+FoxP3+, CD3+CD8+CD25+CD127+/—,
CD3+CDB8+FoxP3+ absoliutus kiekis.

e Limfocity, CD3+CD8+CD57+ bei CD3+CD8+CD57- procentiné
raiSka tarp CD3+CD8+ lasteliy.

e CDA4+/CD8+ santykis.

e Naviko ir stromos santykis.

3.4. Tiriamyjy gydymas

Pacientai buvo gydyti pagal tuo metu jstaigoje patvirtintas gydymo
rekomendacijas, diagnozavus kasos vézj pagal biopsinés medziagos
histologinio tyrimo atsakyma, atlikus kompiuterinés tomografijos tyrimg ir
aptarus daugiadalykiame konsiliume, dalyvaujant pilvo chirurgui, radiologui,
onkologams radioterapeutui bei chemoterapeutui. Biopsiné medziaga gauta
atlikus perkutaning stulpeling biopsija arba apeinamyjy jungéiy formavimo
operacijos metu atviru baidu. | tyrimg jtraukti pacientai sglyginai suskirstyti j
dvi grupes. Vienai grupei priskiriami tiriamieji, kuriy liga ankstyva ar
nezymiai lokaliai paZzengusi, jy navikas pirmiausia biidavo pasalinamas
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(atlickama pankreatoduodeniné prievartj iSsauganti rezekcija,
pankreatikoduodenektomija (Whipple’io procedira), pankreatektomija ar
kasos rezekcija), paskui daliai pacienty skiriama chemoterapija 3—6 mén.
Kitai grupei priskiriami pacientai, kuriems buvo vietiskai pazenge,
neoperabilis navikai ir tolimosios metastazés. Keletas pacienty, kuriems
navikai vertinti kaip neoperabiliis, paribiskai operabilas, tac¢iau po gydymo
chemoterapija gerokai sumazéjo ir buvo pasalinti, priskirti antrajai grupei.
Navikas vertinamas kaip operabilus, kai nejtraukia jokiy kraujagysliniy
strukttry: pilvinio kamieno, virSutinés pasaito arterijos, bendrosios kepeny
arterijos, nekontaktuoja su virSutine pasaito ar varty venomis ar kontaktuoja
su venomis maziau nei 180°, nepazeisdamas jy konttro. Kai kuriems pirmos
grupés pacientams, jei liga manifestuodavo gelta, buvo atliekama
endoskopiné retrogradiné cholangiopankreatografija ir tulzies lataky
stentavimas, palaukiama, kol gelta aprims ir tada atliekama operacija. Jei
pacientams nustatyta pirma, antra ar operabili trecia ligos stadija, jie buvo
operuojami ir po operacijos, atsizvelgiant j galuting patologijos diagnoze,
stebéti arba jiems  taikyta adjuvantiné chemoterapija modifikuotu
FOLFIRINOX rezimu arba gemcitabino monoterapija. MFOLFIRINOX
schema sudaryta i§ oksaliplatinos (85 mg/m? KPP), irinotekano (150-180
mg mg/m? KPP), leukovorino (400 mg/m? KPP) ir fluorouracilo (2 400
mg/m? KPP), kartojant kas 2 sav. Buvo skiriami 6-12 cikly (gydymo trukmé
3-6 mén.). Gemcitabino monoterapija skiriama 1 000 mg mg/m? KPP 1, 8 ir
15 diena, ciklas kartojamas kas 4 sav., skiriami 6 ciklai (gydymo trukmé 5,5
mén.). Chemoterapijos rezimas buvo parenkamas atsizvelgiant | paciento
bendra biikle, gretutiniy ligy buvima, vertinant subjektyviai, pagal gydancio
gydytojo sprendima. Kai kuriems antros grupés pacientams buvo atlieckama
paliatyvi apeinamyjy jungéiy suformavimo operacija praeinamumuli
atk@irimui, geltos gydymui. Neoperuoti pacientai gydyti vienu i§ rezimy:
mFOLFIRINOX (fluorouracilas, leukovorinas, irinotekanas, oksaliplatina)
arba gemcitabino monoterapija, kaip rekomenduoja tarptautinés bei
ligoninés gairés. Gydymo taktika pavaizduota 4 pav.

Rezimas buvo parenkamas atsizvelgiant j paciento bendra bukle,
gretutines ligas. ReZimg parenka ir doze apskaic¢iuoja, modifikuoja gydantis
onkologas chemoterapeutas. Chemoterapija pazengusios ligos atveju truko
daugiausia 12 cikly mFOLFIRINOX rezimu ir $eSis ciklus gemcitabino
kassavaitiniu rezimu. Dozés intensyvumas, cikliSkumo islaikymas Siame
tyrime nevertinti.
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. - KT, biopsija, tulzies
D I ag n OStI ka lataky stentavimas

MDT sprendimas Rezektabilus

PPPDR ar rezekcija
+/- adjuvantiné

Gydym as chemoterapija
MFOLFIRINOX, ar
gemcitabinu

4 pav. | tyrima jtraukty pacienty standartinio gydymo taktika
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Paribiskai rezektabilus,
nerezektabilus,
metastazaves

Chemoterapija
MFOLFIRINOX ar
gemcitabinu, matant, kad
atsakas geras, keliems
pacientams buvo atlikta
radikali operacija



Tiriamyjy duomeny rinkimo ir steb&jimo protokolas pateiktas 3 lenteléje.

3 lentelé. Tiriamyjy duomeny rinkimo ir stebéjimo protokolas

Tyrimo procediiros PrieS operacija, 2 mén.+/- Radikalios operacijos grupéje: po 2 mén., po
chemoterapinj (radikalios operacijos to kas 3 mén.
gydyma grupéje) Paliatyvaus gydymo grupéje: kas 2 mén.
Demografiniai duomenys +
Medicininé istorija +
Naviko histologinis iStyrimas +
Objektyvios paciento biiklés jvertinimas + + +
(ECOG)
BKT (rutiniskai) + + +
CA 19-9 tyrimas (rutiniskai)
Bilirubino, ALT, AST, SF
(rutinisSkai)
Radiologinis vertinimas (KT, VOE, + +
MRT)
Kraujo paémimas (imuniniy Zymeny + + +

tyrimui)
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3.5. Pacienty tiriamosios medZiagos analizé

3.5.1. Demografiniy duomeny, kraujo tyrimy rinkimas, ligos atsako
vertinimas

Prie§ bet kokj gydyma: operacijg ar pirmg chemoterapijos ciklg, buvo
renkami duomenys apie demografinius ypatumus, gretutines ligas, bukle
pagal ECOG, kiino masés indeksg (KMI), serumo hemoglobing, trombocity
skaiCiy, gliutamino oksaloaceting transaminaz¢ (GOT), glutamino piruvating
transaminaze¢ (GPT), Sarmine fosfatazg, CA 19-9.

Kraujo tyrimas limfocity subpopuliacijy jvertinimui buvo atliekamas
prie§ bet kokj gydyma (pirmas vizitas), po 2 mén. ir paskui kas 3 mén.
operuotyjy grupéje ir kas 2 mén. pazengusios ligos grupéje.

Ligos eiga buvo vertinama radiologiniais metodais: trijy faziy, didelés
rezoliucijos kraitinés, pilvo, dubens kompiuterinés tomografijos tyrimu.
Ligos progresavimas apibréziamas kaip naujy metastatiniy Zidiniy
atsiradimas, CA 19-9 serumo zymens didéjimas ar simptomy paryskéjimas,
kaip vertinama kasdienéje klinikinéje praktikoje.

3.5.2 .Tékmés citometrijos tyrimas

Pries tékmés citometrijos analiz¢ buvo atliekamas automatizuotas
hematologinis tyrimas nustatyti bendram leukocity kiekiui ir jy
diferencijavimui. Leukocity ir limfocity kiekybinei analizei buvo
naudojamas ,,Sysmex XN-1000“ (Japonija) hematologinis analizatorius.
Véliau pacienty méginiai astuoniy spalvy citometrijos analizei paruosti
dazant Iasteliy pavirSiaus ir vidiniy struktiiry bioZymenis monokloniniais
antiktinais. Lasteliy intraceliuliniy struktiiry dazymui buvo taikomas lasteliy
membranos permeabilizavimo etapas. Siekiant nustatyti absoliuty lasteliy
kiekj, méginio dazymui ir inkubacijai naudota Lyse No Wash technika Kkai
zinomas mikrosfery TruCount kiekis mégintuvéliuose (Becton Dickinson,
JAV). Antikiinai, kad buty galima aptikti pavir§inius ir intralgstelinius
antigenus, buvo dedami j 100 pl periferinio etilendiamintetraacto ragstimi
antikoaguliuotg periferin} kraujg: CD45-V450, CD19-V500, CD3-PerCP,
CD4-APC-H7, CD8-PE-Cy7, CD25-FITC, CD127-PE, cFoxP3-APC,
CD16-PE ir CD56-APC. Visa gamintojo metodo apra§yma galima rasti
adresu https://www.bdbiosciences.com/en-us/resources/protocols/stain-lyse-
no-wash. Naudoty reagenty kokteiliai parodyti 4 lenteléje.
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DazZyti méginiai buvo vertinami ,,FACSCanto I1“ tékmés citometru (,,Becton Dickinson“, San Jose, CA, USA), duomenys
analizuoti ,,FACS Diva version 8.0.2.“ programine jranga (,,Becton Dickinson*). Duomeny analizei naudota nuoseklaus pakopinio
lasteliy populiacijy geitavimo technika, o rezultatai pavaizduoti bieksponentiniuose taSkiniuose grafikuose 5, 6 pav.

4 lentelé. Naudoty reagenty kokteiliai T limfocity subpopuliacijy ir Treg lasteliy fenotipavimui

Mégintuvélio Nr. FITC PE PerCP-Cy5,5 PE-Cy7 | APC APC-Cy7 Pacific Blue | AmCyan
1. Trucount CD57 CD16 CD3 CD8 CD56 CD4 CD45 CD19

2. Citoplazminis CD25 CD127 CD3 CD8 cFoxP3 CD4 - -

3. Trucount CD64 CD33 CD45 - - CD14 CD16 HLA-DR

coiere

cOsTEMGa |

5 pav. Pakopinio geitavimo biidu diferencijuotos jvairios T ir

B limfocity populiacijos
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6 pav. Pakopinio geitavimo budu diferencijuotos TregCD4 ir TregCDS limfocity populiacijos

CD4/CDS lasteliy santykis, procentinés kai kuriy populiacijy iSraiSkos buvo apskaiciuotos. Gauti duomenys suvesti j lenteles
statistinei analizei.
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3.5.3. Patologinés medZiagos analizé

TMA jvertinimui naudoti archyvuoti Valstybiniame patologijos centre
mikroskopiniai preparatai, dazyti hematoksilinu ir eozinu, atrinkti
reprezentatyviausi formaline fiksuoti parafine saugoti blokai, atspindintys
tumoro ir Salia esancio kasos audinio struktiiras. I§ atrinkty bloky pagaminti
3 um storio mikrotominiai pjiiviai, padéti ant objektiniy stikleliy, nudazyti
CD3 antikiinais (Dako, clone C8/144B, dilution 1:100, Denmark). IHC
reakcijos atliktos ,,Roche Ventana BenchMark ULTRA®“ automatais
(,Ventana Medical Systems®, Tucson, JAV). Vizualizacijai naudotas
ultraView Universal DAB Detection rinkinys (,,Ventana Medical Systems*).
IHC preparatai skaitmeninti ,,.ScanScope XT skaneriu®“ (,,Leica Aperio
Technologies®, Vista, CA, JAV), naudojant 20x objektyva. Vaizdo analizés
atliktos naudojant programing jranga HALO (version 3.0311.174; Indica
Labs, Corrales, JAV). HALO Al gilaus mokymo tinkly pagrindu sukurtas
audiniy klasifikatorius, segmentuojantis naviko epitelj, stromg bei fong ir
artefaktus, and glass). IS gauty duomeny apskai¢iuotas naviko epitelio ir
stromos santykis.

3.6. Stastistiné analizé

Demografiniy, klinikiniy, laboratoriniy pozymiy jvertinimui naudota
apraSomoji statistika (pasiskirstymas (%), mediana (interkvartilinis
intervalas, Q1-Q3). Tolydziyjy kintamyjy atitiktis normaliajam skirstiniui
buvo patikrinta naudojant Shapiro-Wilko testa. Dauguma tirty kintamyjy
buvo nenormaliai pasiskirste. Turint tai omenyje hipoteziy tikrinimui taikyti
neparametriniai statistiniai metodai.

Tikslusis Fiserio testas naudotas nustatyti demografiniy ir klinikiniy
duomeny skirtumus tarp tiriamyjy grupiy. Dviejy nepriklausomy grupiy
nenormaliai pasiskirste tolydieji kintamieji buvo lyginami taikant Manno—
Whitney—Wilcoxono rangy sumy kriterijy (taip jvertinta lyties, metastaziy,
limfovaskulinés, perineurinés invazijos buvimo jtaka, skirtumai tarp dviejy
vizity). Daugiau nei dviejy nepriklausomy grupiy nenormaliai pasiskirste
tolydieji kintamieji buvo lyginami tarpusavyje taikant Kruskalo—Walliso
rangin] kriterijy (taip vertintas rySys tarp diferenciacijos laipsniy, stadijy ir
subpopuliacijy). Koreliacija tarp dviejy tolydziyjy kintamyjy buvo vertinta,
apskaiciuojant Spearmano koeficients. Taip jvertintas rySys tarp amziaus,
CA 19-9, KMI ir jvairiy limfocity subpopuliacijy.
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Siekiant nustatyti jvairiy kintamyjy ry$j Su tolydZiosiomis ir
kategorinémis vertinamosiomis baigtimis (i§gyvenamumas neprogresuojant
ligai, bendras iSgyvenamumas), buvo atitinkamai sudaryti vieno kintamojo
logistinés regresijos modeliai. Siekiant nustatyti kintamuosius, kurie yra
nepriklausomai susij¢ su kategorinémis vertinamosiomis baigtimis, buvo
atitinkamai sudaryti daugybiniy kintamyjy logistinés regresijos modeliai su
zingsnine kintamyjy atranka.

Isgyvenamumas neprogresuojant ligai (IBLP) apibréziamas kaip
laikotarpis nuo operacijos (operuotyjy grupéje) ar pirmo chemoterapijos
leidimo (neoperuotyjy) iki ligos progresavimo ar mirties, jei jos priezastis
buvo PDAK.

Bendras iSgyvenamumas (BI) — kaip laikotarpis nuo operacijos
(operuotyjy grupgje) ar pirmo chemoterapijos leidimo (neoperuotyjy) iki
mirties. Pacientai laikyti cenziiruotais paskuting stebéjimo diena, jei liga
neprogresavo (IBPL) ar jie liko gyvi (Bl).

Isgyvenamumo tendencijos ir vidutinis (95 % pasikliautinumo intervalas,
angl. confidence interval (CI)) is§gyvenamumas analizuotas Kaplano—Meierio
metodu, skirtumus vertinant log-rank ir Breslow testais. Kadangi galutinés
ribos visiems analizuotiems Zymenims néra Zinomos, tai iSgyvenamumo
analizéje limfocity subpopuliacijos buvo suskirstytos j dvi ar keturias grupes
(maziau ir daugiau nei mediana arba pagal kvartiles) ir taip analizuoti
iSgyvenamumo skirtumai. p reiksmé < 0,05 buvo naudojama statistiskai
reikSmingiems rezultatams apibrézti. Statistiné analizé atlikta naudojant
,,IBM SPSS Statistics (versija 23.0; IBM Corp., Armonk, NY, USA).
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4. REZULTATAI
4.1. Tiriamyjy atranka disertacijos darbui

I tyrimg jtraukti 209 tiriamieji, gydyti VUL SK Pilvo chirurgijos ir
Hematologijos, onkologijos, transfuziologijos centruose nuo 2018 02 08 iki
2022 03 22.

Disertacijos darbe analizuoti 196 pacienty duomenys i§ 207 jtraukty i
minétg klinikinj tyrimg (7 pav.). Kiti pacientai neanalizuoti dél jvairiy
priezasCiy, kurios lémé neatitikt] jtraukimo kriterijams: po operacijos
pasikeité histologinio tyrimo (keturi pacientai), pirminio naviko lokalizacijos
vertinimas (du), atsisaké toliau dalyvauti tyrime (vienas), iSaiskéjo létinés
ligos, kurios gali keisti limfocity skaitines vertes (du), sutrikusi laboratorijos
veikla, neatliktas pirmo vizito kraujo iStyrimas (du), i§ pradziy vertinta kaip
operabili liga, taciau atlikta tik apeinamyjy jung¢iy operacija, tad j analize
nebejtraukti (du).

Analizuodami rezultatus visg studijos imtj padalijome j dvi grupes pagal
ligos stadijg ir operabilumo galimybe bei gydymo tikslg (iSgydymas ar tik
ligos kontrol¢). Tad visoje studijos imtyje vertinamos limfocity
subpopuliacijy pradinés vertés bei pokyc¢iai gydymo metu (po 2 mén. nuo
gydymo pradzios), 0 minétose grupése be to dar ir iSgyvenimo rezultatai. 41
paciento buvo surinkti ir jvertinti trijy vizity (po 2 mén. bei po 4 ar 5 mén.)
duomenys.
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Bendrai jtraukta pacienty

207
Atkrito dél pasikeitusios
pooperacinés diagnozeés,
atsisakymo dalyvauti ar kt.
priezasciy
13
Pazengusios ligos grupé:
Ankstyvos ligos grupé: operuoti pacientai, kuriy vézys paribiskai
ir gydyti adjuvantine operabilus, neoperabilus ar
chemoterapija pacientai metastazaves, gydyti pirmaeile
chemoterapija
88 106

7 pav. Bendra tyrimo schema

4.2. Rysys tarp cirkuliuojanc¢iy limfocity subpopuliacijy ir kasos vézio
vystymosi

Jvertintas rySys tarp lyties, amZiaus, ligos stadijos ir pirmo vizito (pirmg
chemoterapijos skyrimo ar operacijos dieng) bendro limfocity skaiciaus
duomeny 196 pacientams.

Amziaus mediana visoje studijos populiacijoje buvo 66 (18-86) m.,
pasiskirstymas pagal amziy pavaizduotas histogramoje (4a pav.). Itraukta
110 (56,4 %) motery ir 85 (43,6 %) vyrai. Visos tyrimo populiacijos Bl
mediana 12 (0-57) mén. duomenys pavaizduoti histogramoje (4b pav.), 9
pacientai miré per pirmus du ménesius nuo jtraukimo j tyrima.
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Vidurkis 65 6410 m.. mediana 66 (18-B61 m 7 Vidurkis 16213 4 men, mediana 12 (0-57) mén

Daznis
]
DaZnis

. .

T T o T T T T
0 n 40 60 80 100 o 20 40 60

Amzius Bl ménesiais

8 pav. Visos studijos pacienty pasiskirstymas pagal amziy (a) ir bendra
isgyvenamuma (b)

Tarp ly¢iy patikimai skyrési bendro leukocity (Z = —4,093, p < 0,0001), B
limfocity CD19+ (Z = -2,088, p = 0,037), CD8+CD57+ (Z = -2,17, p =
0,03) kiekiai.

Gauta, kad miisy kohortoje absoliutus limfocity skai¢ius (> = 12,7, p =
0,013, df = 4), CD19+ (% = 11,3, p = 0,023, df = 4), visy CD3+ limfocity ()?
= 10,6, p = 0,031, df = 4) ir CD3+CD4+ (y2 = 9,4, p = 0,051, df = 4) bei
CD3+CD4-CD8- (x> = 14,1, p = 0,007, df = 4) subpopuliacijy kiekiai
priklausé nuo ligos stadijos (diagnozés nustatymo metu), t. y. ViSy minéty
lasteliy IV~ stadijos  pacientams  aptinkama  maziausiai, O
CD4+CD25+CD127+/- reik§mingai mazéjo su amziumi (r(193) = -0,195, p
= 0,006. Rezultatai pavaizduoti 9 pav.

9a pav. Limfocity kiekis pirmo
vizito metu (prie§ gydyma)
priklauso nuo ligos stadijos

pirmo vizito metu
Fl 8

Vidutinis limfocity skaicius (x 10%9/1)
B

E

we
Ligos stadija
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Vidutinis CD3+ Igsteliy kiekis/pl

pirmo vizito metu

Vidutinis CD3+CD4+ lasteliy kiekis/ul

pirmo vizito metu

Vidutinis CD3+CD4+CD8- lasteliy

kiekis/pl pirmo vizito metu

Vidutinis CDA+CD25+CD127+/- lasteliy
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9b pav. CD3+ limfocity
subpopuliacijos kiekis pirmo
vizito metu priklauso nuo
ligos stadijos

9c pav. CD3+CD4+ limfocity
subpopuliacijos kiekis pirmo
vizito metu priklauso nuo ligos
stadijos

9d pav. CD3+CD4-CD8-
limfocity subpopuliacijos

kiekis pirmo vizito metu
priklauso nuo ligos stadijos

9e pav. CD4+CD25+CD127+/—
limfocity subpopuliacijos kiekis
pirmo vizito metu priklauso nuo
amziaus



4.3. Pacienty charakteristikos
4.3.1. Ankstyvos ligos grupés pacientai

I operacinio gydymo grupe buvo jtraukti 88 pacientai, jy amziaus
mediana 67 metai, jie nuo 18 iki 86 mety. Dauguma buvo moterys — jy 50
(56,8 %), geros funkcinés buklés pagal ECOG 0 ir 1 buvo visi pacientai,
daugumos KMI buvo tarp 18,5 ir 30 kg/m?, 64 (72,7 %). Vertinant ligos
atzvilgiu: didzioji dauguma buvo G2 ir G3 diferenciacijos navikai — 84 (95,5
%), 1IB ir III stadijy — 65 (73,9 %), 66 (75 %) stebéta limfovaskuliné
invazija, 38 (43,2 %) perineuriné invazija, rezekcijos krastas dazniau buvo
Svarus, RO rezekcija pasiekta 53 (60,2 %), vézys aptiktas kasos galvutéje 63
(71,6 %), kraujagysliy rezekcija neatlikta 74 (84,1 %). IS histologiniy
varianty vyravo pankreatinés duktalinés karcinomos diagnozé, bet jtraukti
keturi adenoplokscialastelinés, 3 mucininés cistadenokarcinomos, po viena
anaplastinés, ,,putoty” lasteliy, dediferencijuotos bei acininiy Iasteliy
karcinomos, CA 19-9 zymuo, vertinant prie§ gydyma, buvo mazesni nei 1
000kU/1 68 (73,2 %).

Detalesné apzvalga, kaip Sios tiriamyjy grupés (pacienty, kuriems nebuvo
skirta pooperaciné chemoterapija ir gydyty vienu i§ chemoterapijos rezimy)
charakteristikos pasiskirsté, pateikta 5 lenteléje.
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5 lentelé. Operuoty pacienty grupés (88 pacientai) klinikiniy charakteristiky apzvalga, suskirs¢ius juos j tris grupes pagal skirta

pooperacinj gydyma
PoZymis Neskirta adjuvantinis FOLFIRINOX Gemcitabinas P reikSmé
Rezimas (N = 25) (N =230) (N =33)
Amzius, metais
Vidutinis 73 62,3 65,0 <0,001
Ribos 42-86 30-79 18-80
Lytis, n (%)
Moterys 17 (68) 13 (43,3) 20 (60,6) 0,391
Vyrai 8(32) 17 (56,7) 13 (39,4)
Pirminio naviko dydis (%)
T1 4 (16) - 1(3) 0,137
T2 13 (52) 20 (66,7) 15 (45,5)
T3 6 (24) 9 (30) 13 (39,4)
T4 2(8) 1(3,3) 4 (12)
Sritiniy limfmazgiy bukle, n (%)
NO 17 (68) 5 (16,7) 3(9,1) < 0,001
N1 6 (24) 11 (36,7) 17 (51,5)
N2 2(8) 14 (46,7) 13 (39,4)
Stadija— n (%)
1A 4 (16) - - < 0,001
B 7(28) 2(6,7) -
A 5 (20) 2(6,7) 2(6,1)
1B 6 (24) 11 (36,7) 13 (39,4)
" 3(12) 15 (50) 17 (51,5)
v - 1(3)
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PoZymis Neskirta adjuvantinis FOLFIRINOX Gemcitabinas P reikSmé
Rezimas (N = 25) (N =230) (N =33)

Rezekcijos radikalumas — n (%)
RO 17 (68) 18 (60) 18 (54,5) 0,583
R1 8(32) 12 (40) 15 (45,5)
Histologinis potipis —n (%)
Gryna adenokarcinoma 24 (96) 28 (93,3) 25 (75,8) 0,724
Kiti histologiniai tipai 1(4) 2 (6,6) 8 (24,2)
Limfovaskuliné invazija — n (%) 14 (56) 27 (90) 25 (75,8) 0,018
Perineuriné invazija — n (%) 11 (44) 15 (50) 12 (36,4) 0,545
Diferenciacijos laipsnis, n (%)
G1 2(8) - 2(6,1) 0,386
G2 15 (60) 15 (50) 15 (45,5)
G3 8 (32) 15 (50) 16 (48,5)
Naviko vieta kasoje
Galvute 15 (60) 24 (80) 24 (72,7) 0,544
Kanas 3(28) 4 (13,3) 5(15,2)
Uodega 7(3) 2(6,7) 4 (12,1)
Operacija
V. portae rezekcija — n (%) 5 (20) 0 6 (18,2) 0,016
VirSutinés pasaito venos rezekcija — n (%) - 2(6,7)
Arterijy rezekcija — n (%) - 0 1(3)
Biukle pagal ECOG n (%)
0 23 (92) 26 (86,7) 28 (84,8) 0,785
1 2(8) 4 (13,3) 5 (15,20
CA 19-9 (KU/L), n (%)
<37 12 (48) 9 (30) 13 (39,4) 0,308
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PoZymis Neskirta adjuvantinis FOLFIRINOX Gemcitabinas P reikSmé
Rezimas (N = 25) (N =230) (N =33)
37-1 000 9 (36) 13 (43,3) 15 (45,5)
1 001-12 000 4 (16) 5 (16,7) 5(15,1)
> 12 000 - 3(10) -
KMI (kg/m?) kategorija, n (%)
KMI < 18,5 1(4) — 2 (6,1) 0,471
18,5 <KMI < 25,0 8(32) 15 (50) 13 (39,4)
25,0 <KMI < 30,0 9 (36) 8 (26,7) 11 (33,3)
30,0 <KMI < 35,0 7(28) 4 (13,3) 6 (18,2)
35,0<KMI - 3(10) 1(3)

67




4.3.2. Pazengusios ir metastazavusios ligos grupés pacientai

I Sig analize jtraukti 106 pacientai, penkiasdeSimt Se$i buvo gydyti
MFOLFIRINOX ir 46 gemcitabino monoterapija. Keturi pacientai nebuvo
gydyti dél greito biiklés blogéjimo. Pirmo vizito metu kraujo tyrimai atlikti
106 pacientams, o dviejy vizity duomenys surinkti 46 pacientams: 25-iems
FOLFIRINOX ir 21-am gemcitabino $akoje. AStuoni pacientai po S$ios
pirmaeilés chemoterapijos dar buvo gydyti operaciniu biidu. Pacienty
charakteristikos abiejy chemoterapijos rezimy Sakose iSdéstytos 6
lenteléje. ReikSmingai abi grupés skyrési tik buklés pagal ECOG jvertinimu.

6 lentelé. 102 lokaliai pazengusios ir metastazavusios ligos grupés pacienty,
gydyty chemoterapija, klinikinés charakteristikos

PoZymiai FOLFIRINOX | Gemcitabinas P
(N =56) (N = 46) reik§mé
AmZius, metais
Vidutinis 61,5 70,0 0,086
Ribos 43-78 55-84
Lytis, n (%)
Motery 37 (66,1) 22 (47,8) 0,104
Vyry 19 (33,9) 24 (52,2)
Tolimyjy metastaziy buvimas, n (%)
MO 22 (39,3) 17 (37,0) 0,929
M1 34 (60,7) 29 (63,0)
Acitas, n (%)
Buvo 52 (92,9) 6 (13,0) 0,191
Nebuvo 4(7,1) 40 (87,0)
Diferenciacijos laipsnis, n (%)
Gl 1(1,8) 1(2,2) 0,178
G2 33 (58,9) 21 (45,7)
G3 22 (39,3) 24 (52,2)
Biuklé pagal ECOG, n (%)
0 37 (66,1) 18 (39,1) 0,004
1 17 (30,4) 20 (43,5)
2 2 (3,6) 8 (17,4)
CA 19-9 lygmuo (kU/T), n (%)
37<CA 19-9<100 9(16,1) 7(15,2) 0,833
100 <CA 19-9 <1000 16 (28,6) 17 (37,0)
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PoZymiai FOLFIRINOX | Gemcitabinas P
(N =56) (N =46) reik§mé

1000 < CA 19-9 <12 000 19 (33,9) 11 (23,9)
12 000 < CA 19-9 12 (21,4) 11 (23,9)
KMI (kg/m?) grupés, n (%)
BMI < 18,5 1(1,8) 1(2,2) 0,345
18,5 <BMI < 25,0 27 (48,2) 23 (50,0)
25,0 <BMI < 30,0 13(23,2) 17 (37,0)
30,0 <BMI < 35,0 12 (21,4) 4(8,7)
35,0 < BMI 1(1,8) 1(2,2)

4.3.3. Visy stadijy pacienty, kuriy surinkti trijy vizity duomenys, analizé

Vidutinis amzius tirtoje pacienty kohortoje buvo 63,0 + 11,84 mety; 15
(36,6 %) pacienty dél ankstyvos PDAK buvo gydyti operacija ir adjuvantine
chemoterapija ir trys (7,5 %) tik operacija. 23 (56,1 %) pacientai gydyti vien
chemoterapija dél paZengusios ir / ar metastazavusios ligos. Trylika pacienty
(34,2 %) gydyti FOLFIRINOX rezimu ir 25 (65,8 %) vien gemcitabinu
adjuvantiniu ar gydomuoju tikslu. Daugumos pacienty liga buvo agresyvi
(G2, G3 diferenciacijos laipsnio). Pacienty charakteristikos iSdéstytos 7
lenteléje.

7 lentelé. 41 paciento, jtraukto j trijy vizity (kitimo gydymo metu) klinikinés
charakteristikos

PoZymis Verté
Kohortos dydis 41
Demografiniai duomenys
Moterys (absoliutus kiekis, %) 25 (61 %)
Vyrai (absoliutus kiekis, %) 16 (39 %)
Vidutinis amzius diagnozuojant (metai) 63,0 (SN 11,84)
Tumoro vieta kasoje
Galvutée 30 (73 %)
Kinas 2 (5%)
Uodega 9 (22 %)
Naviko stadija
I 1(2,4 %)
I 5 (12,2 %)
I 17 (41,5 %)
v 18 (43,9 %)
Sritiniy limfmazgiy metastazés
NO 11 (26,8 %)
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PoZymis Verté

N+ 30 (73,2 %)
Tolimosios metastazés
MO 32 (78 %)
M1 9 (22 %)
Diferencijacijos laipsnis
1 2 (4,9 %)
2 20 (48,8 %)
3 16 (39 %)
Neapibréztas laipsnis 1(2,4 %)
Ne paprasta adenokarcinoma 1 anaplasting,
2 neapibréztos,
1 acining,

1 adenosplokscialasteliné

Gydymo biidas
Chirurgija 18 (43,9 %)
Adjuvantiné chemoterapija 15 (36,6 %)
Pirmos eilés chemoterapija 23 (56,1 %)
Chemoterapijos rezimas
mFOLFIRINOX 13 (34,2 %)
Gemcitabinas 25 (65,8 %)

naviko pozymiais
4.4.1. Ankstyvos ligos pacienty grupé

Toliau tirta, koks buvo rySys tarp klinikiniy charakteristiky ir atskiry
limfocity subpopuliacijy, gauti duomenys pavaizduoti 9 pav. Tarp amziaus ir
bendro leukocity skai¢iaus nustatyta neigiama koreliacija, r(df) = -0,233, p =
0,029. Tarp amziaus ir bendro limfocity skaiCiaus nustatyta neigiama
koreliacija, r(df) = —0,219, p = 0,04. Tarp amziaus ir CD19 lasteliy nustatyta
neigiama koreliacija, r(df) = -0,232, p = 0,03. Tarp amziaus ir
CD4+CD25+CD127+/- T reguliaciniy lasteliy nustatyta neigiama
koreliacija, r (df) = -0,248, p = 0,02 (9a pav.). Tarp amziaus ir
CD4+FOXP3+ T reguliaciniy lasteliy nustatyta neigiama koreliacija, r (df) =
-0,254, p = 0,017 (9b pav.). Tarp ly¢iy reikSmingai skyrési bendras
leukocity kiekis (U = 688,00, p = 0,027). Tarp CA 19-9 ir bendro limfocity
skaiCiaus nustatyta neigiama koreliacija, r(df) = —0,215, p = 0,044. Tarp CA
19-9 ir CD19+ Igsteliy nustatyta neigiama koreliacija, r(df) = —0,262, p =
0,014 (9c pav.). Tarp CA 19-9 ir CD3+CD4+ lasteliy nustatyta neigiama
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koreliacija, r(df) = 0,223, p = 0,037. Tarp CA 19-9 ir CD3-CD56+CD16-
lasteliy nustatyta neigiama koreliacija, r(df) = 0,227, p = 0,033. Tarp KMI
ir CD3-CD56+CD16+ NK lgsteliy nustatyta neigiama koreliacija, r(df) = —
0,382, p < 0,001 (9d pav.). Tarp KMI ir CD3-CD56+CD16— Igsteliy
nustatyta teigiama koreliacija, r(df) = 0,344, p = 0,001.
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9a pav. Neigiama koreliacija tarp amziaus ir CD4+CD25+CDI127+/— T
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9c pav. Neigiama koreliacija tarp CA 19-9 ir CD19+ B lasteliy ankstyvos
ligos grupéje

9d pav. Neigiama koreliacija tarp KMI ir CD3-CD56+CD16+ NK lasteliy
ankstyvos ligos grupéje

4.4.2. Pazengusios ir metastazavusios ligos pacienty grupé
Pirmiausia jvertintas rySys tarp atskiry demografiniy rodikliy ir limfocity
subpopuliacijy veréiy pirmo vizito metu. Koreliaciné analizé neparodé sasajos
tarp kurios nors i§ limfocity subpopuliacijos kiekio ir paciento amziaus. Tarp

ly¢iy skyrési bendras leukocity (U (moterys, N = 60; vyrai, N = 45) = 825,50,
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z = -3,40, p = 0,001), 10a pav., ir citotoksiniy CD8+CD57+ limfocity (U
(moterys, N = 60; vyrai, N = 45) = 1,03300, z = -2,05, p = 0,04) skaicius, 10b
pav. Pacienty, kuriems jau nustatytos tolimosios metastazes, ir ty, kuriems liga
pazengusi tik vietiskai, skyrési bendras limfocity (U (MO, N = 40; M1, N =
65) = 863,50, z = 2,88, p = 0,004), 11a pav., B lIasteliy CD19+ (U (MO, N =
40; M1, N = 65) = 902,00, z = -2,63, p = 0,009), 11b pav., T helperiy
CD3+CD4+ (U (MO, N = 40; M1, N = 65) = 946,00, z = -2,34, p = 0,019),
11c pav. ir CD3-CD56+CD16- (U (MO, N =40, M1, N = 65) = 981,00, z = -
2,105, p = 0,035) lasteliy skaicius, 11d pav. Bendras leukocity skaic¢ius (H [2]
= 6,540, p = 0,038), 12a pav., T helperiy CD3+CD4+ (H [2] = 6,277, p =
0,043), 12b pav., ir CD4+CD25+CD127+/- Igsteliy (H [2] = 8,209, p = 0,017),
12c pav. kiekis buvo susijgs su naviko diferenciacijos laipsniu. Statistiskai
reik§minga teigiama koreliacija aptikta tarp CA 19-9 lygio ir CD8+FOXP3+
kiekio (r [100] = 0,239, p = 0,015). Kiino masés indeksas taip pat teigiamai
koreliuoja su j NKT panasiomis CD3+CD56+ lastelémis (r [100] = 0,21, p =
0,032), 13a pav., ir citotoksiniais CD8+CD57+ T limfocitais (r [100] = 0,23, p
=0,018), 13b pav.
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10a pav. Leukocity kiekio skirtumai tarp ly¢iy neoperuotyjy grupéje pirmo
vizito metu

10b pav. CD8+CD57+ lgsteliy/ul kiekio skirtumai tarp ly¢iy neoperuotyjy
grupéje pirmo vizito metu
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1la pav. Leukocity kiekio skirtumai tarp vietiskai paZengusia ir
metastazavusia liga sergan¢iyjy pirmo vizito metu
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11b pav. CD19+ B limfocity skirtumai tarp vietikai pazengusia ir
metastazavusia liga serganciyjy pirmo vizito metu
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11c pav. CD3+CD4+ T helperiy skirtumai tarp vietiskai pazengusia ir
metastazavusia liga sergan¢iyjy pirmo vizito metu

11d pav.

CD3-CD56+CD16-
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paZengusia ir metastazavusia liga serganéiyjy pirmo vizito metu
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12a pav. Leukocity kiekio skirtumai tarp skirtingy diferenciacijos laipsniy
pirmo vizito metu neoperuotyjy grupéje pirmo vizito metu

12b pav. CD3+CD4+ helperiy kiekio skirtumai tarp skirtingy diferenciacijos
laipsniy pirmo vizito metu neoperuotyjy grup¢je pirmo vizito metu

CO4+C025+CD127+/- limfocity lgsteliy/pl
]

H[2] = B209, p = 0,017

1

Diferenciacijos laipsnis

12c pav. CD4+CD25+CD127+/— T reguliaciniy limfocity kiekio skirtumai
tarp skirtingy diferenciacijos laipsniy neoperuotyjy grupéje pirmo vizito
metu
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grupéje pirmo vizito metu
13b pav. CD8+CD56+ limfocity kiekio koreliacija su KMI neoperuotyjy
grupéje pirmo vizito metu

4.5. Taikyto gydymo jtaka periferinio kraujo limfocity subpopuliacijoms
4.5.1. Ankstyvos stadijos operuotyjy grupé (du vizitai)

Istyrus pacienty krauja po 2 mén. nuo gydymo pradzios, reikSmingai
sumazéjo CA 19-9 zymens verté, taip pat CD4+FOXP3+ T reguliaciniy,
CD8+CD25+CD127+/- lasteliy kiekis ir CD4/CD8 santykis, o padidéjo
CD3+CD8+ T Iasteliy (8 lentelé).

Sie poky¢iai buvo reik§mingi ne visose grupése. CA 19-9, CD4+FOXP3+
T reguliaciniy, CD8+CD25+CD127+/- lgsteliy kiekis ir CD4/CD8 santykis
labiausiai sumazéjo gydytiems chemoterapija. O CD3+CD8+ T Iasteliy
reikSmingai padaugéjo negydyty chemoterapija grupéje (9 lentelé).

8 lentelé Laboratoriniai rodikliai (CA 19-9, limfocity subpopuliacijy)
poky¢iai po dviejy ménesiy nuo gydymo pradzios. Pateikiami tik patikimi

duomenys

Rodiklis Pirmas vizitas Antras vizitas P

Vidurkis (SN) Vidurkis (SN)  reikSmé*

CA19-9 9 (kU/l) 805 (2179,37) 152,7 (422,92) < 0,001
CD3+CD8+ (Iasteliy/pl) 450,5 (212,83) 573,8 (449,94) 0,032
CD4+FOXP3+ (Igsteliy/pl) 47,65 (29,55) 33,9 (19,31) 0,031
CD8+CD25+CD127+/- (Iasteliy/ul) 0,50 (0,57) 0,37 (0,34) < 0,001
CD4/CD8 2,5(1,11) 2,2 (1,01) 0,004

*Itraukti tik pacientai, kuriy méginiai paimti abiejy vizity metu (N = 34).
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9 lentelé. ReikSmingai po dviejy ménesiy nuo gydymo pradzios pakitusiy
visoje imtyje laboratoriniy rodikliy (CA 19-9, limfocity subpopuliacijy
kiekiai) vertinimas skirtingg gydyma gavusiy pacieny grupése

Rodiklis / Be MFOLFIRINOX | Gemcitabinas
pirmo, antro vizito, chemoterapijos | N =8 (23,5 %) N =20 (58,8 %)
P reik§mé / N =6 (17,6 %)
adjuvantinis gydymas
CA 19-9 (ku/) 192,8 (378,76) 2038,4 (4258,6) 495,3 (818,63)
329,42 (779,02) | 16,5 (15,48) 154,1 (364,97)
P=05 P =0,017 P =0,007
CD3+CD8+ 298,1 (121,74) 500,6 (201,6) 476,2 (225,18)
(Iasteliy/pl) 379,34 (126,92) | 822,1 (842,05) 532,8 (215,6)
P =0,028 P =0,208 P =0,296
CD4+FOXP3+ 39,7 (32,73) 54 (25,4) 47,5 (30,98)
(1asteliy/pl) 35,1 (21,51) 36,72 (19,1) 32,43 (19,62)
P=0,753 P=0,123 P =0,093
CD8+CD25+ 0,16 (0,110) 0,79 (0,69) 0,46 (0,54)
CD127+/- (Igsteliy/ul) | 0,4 (0,27) 0,51 (0,36) 0,29 (0,34)
P=0,075 P =0,012 P < 0,001
CD4/CD8 3,2 (1,56) 2,52 (0,67) 2,29 (1,06)
2,997 (1,179) 2,1(0,93) 1,97 (0,9)
P =0,463 P=0,05 P =0,04

4.5.2. Pazengusios ligos grupé (du vizitai)

Palyginome dviejy vizity visy subpopuliacijy vidurkius ir pastebéjome,
kad kai kurie labai pakito. Sie skirtumai neturéjo jtakos IBLP ir BL
Keturiasdesimt $eSiy tiriamyjy periferinio kraujo méginiai buvo jvertinti
pries gydyma (pirmas vizitas) ir po dviejy ménesiy. Absoliutus limfocity
kiekis, NK CD3-CD56+CD16+ ir CD3-CD56+CD16— bei T reguliaciniy
CD4+FOXP3+ Iasteliy kiekis sumazgjo, o limfocity procentiné israiSka ir
CD3+CD56+ lasteliy skaicius padidéjo. ReikSmingi pokyciai aptikti ir
skirtingy chemoterapijy grupése CD3+CD4+ ir CD3+CD56+ lasteliy —
FOLFIRINOX Sakoje bei CD8+CD57- ir CD4+FOXP3+ Ilasteliy
gemcitabino Sakoje. Atrodo, jog abu rezimai reik§Smingi CD3-CD56+CD16+
poky¢iui (10 lentel¢). 14 pav. vaizduojama, kaip CD8+CD57— populiacijos
verté pakito tarp dviejy vizity.
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10 lentelé. Vidurkiai ir skirtumo patikimumas tarp dviejy vizity CA 19-9 ir visy limfocity subpopuliacijy, paskirséius pagal chemoterapijos
grupes. Pateikiami tik reikSmingi rezultatai

Parametras FOLFIRINOX N =26 Gemcitabino N=21
monoterapijos
| vizitas Il vizitas p reikSmé* | vizitas Il vizitas p reik§meé*
vidurkis (SN) vidurkis (SN) vidurkis (SN) vidurkis (SN)
CA 19-9 (ku/) 3752,44 1623,43 0,001 2 956,46 1 586,10 0,007
4524,33 3296,59 4 580,90 3049,59
WBC (x10%/1) 7,50 6,28 0,03 7,8433 7,48 0,375
2,38 2,79 5,30
CD3+CD56+ (lgsteliy/pl) 118,04 156,89 0,019 114,38 124,22 0,092
81,51 130,07 93,99 77,58
CD8+CD57- (lasteliy/pl) 315,76 276,94 0,353 331,09 181,00 0,014
140,74 144,91 228,92 103,42
CD3+CD8+CD57+ (% nuo 26,93 25,26 0,174 25,69 29,72 0,027
CD8+ lasteliy) 17,92 16,79 19,10 16,95
CD3-+CD4+ (lgsteliy/ul) 898,38 1051,76 0,026 867,90 908,95 0.958
307,09 438,34 399,57 389,20
CD3-CD56+CD16+ (lgsteliy/pl) 184,26 108,42 0,005 168,36 108,42 0,004
142,92 57,43 148,28 104,31
CD3-CD56+CD16- (Iasteliy/ul) 58,59 48,12 76,05 41,20 0,004
79,63 69,56 80,20 43,64
CD4+FOXP3+ (Igsteliy/pl) 36,21 31,62 0,158 37,58 24,50 0,046
21,28 16,47 28,79 14,23

* Skirtumo tarp dviejy vizity vidurkiy patikimumas.
CA 19-9 — vézio antigenas CA 19-9; WBC — leukocitai; LYM — limfocitai; SN — standartinis nuokrypis
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14 pav. CD8+CD57- subpopuliacijos pakitimas tarp pirmo ir antro vizito kai
kuriems pacientams neoperuotyjy grupéje

Idomu, kad NK CD3-CD56+CD16- lasteliy kiekis antro vizito metu
isliko reik$mingas IBLP (HR, 0,994; 95 % CI: 0,987-1,000; p = 0,047), bet
nereik§mingas BI (HR, 0,994; 95 % CI: 0,987-1,000; p = 0,051).

4.5.3. Visy stadijy pacientai, kuriy surinkti trijy vizity duomenys

Vézio zymens CA 19-9, leukocity, bendro limfocity kiekio ir atskiry
subpopuliacijy kitimo trijy vizity metu rezultatai pavaizduoti 11 leteléje.
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11 lentelé. Parametry (CA 19-9, leukocity, bendro limfocity ir subpopuliacijy) kitimas laikui bégant: pirmg gydymo diena, po 2 bei
4 mén. neoperuoty $akoje ir po 3 bei 6 mén. operuoty Sakoje, 41 pacientas. Pateikiami tik reikSmingi duomenys

Parametras | vizitas 1l vizitas 111 vizitas p reik§mé
Vidurkis (SN) Vidurkis (SN) Vidurkis (SN)

CA19-9 9 (kU/) 1 047,06 (2 234,99) 848,39 (2173,.91) 1081,53 (2 772,04) 0,002
WBC (x10%/1) 7,47 (2,51) 6,85 (2,97) 6,04 (2,8) 0,012
LYM (x10%1) 2,1(0,79) 2,05 (0,61) 1,90 (0,87) 0,011
CD19+ (Igsteliy/pl) 201 (99,66) 190,09 (103,01) 185,09 (164,23) 0,012
CD3+CD56+ (Igsteliy/pl) 122,86 (103,96) 152,95 (111,77) 128,52 (90,33) 0,012
CD3+CD8+ (Igsteliy/pl) 432,09 (211,53) 498,31 (208,78) 482,56 (317,15) 0,005
CD3-CD56+CD16+ 195,6 (176,34) 143,878 (118,04) 103,25 (93,76) < 0,001
(1asteliy/pl)

CD4+FOXP3+ (Igsteliy/pl) 44,67 (30,7) 30,98 (17,63) 30,656 (21,27) 0,004

Stebint pacientus ir tiriant po 2 bei 4 mén. nuo gydymo pradzios uzfiksuotas CD19+ B limfocity (nuo 201 (99,66) iki 190,09
(103,01) ir 185,09 (164,23) lasteliy/ul p = 0,012), NK CD3-CD56+CD16+ lgsteliy (nuo 195,6 (176,34) iki 143,88 (118,04) ir 103,25
(93,76) lasteliy/ul p <0,001), T reguliaciniy CD4+FOXP3+ Igsteliy (nuo 44,67 (30,69) iki 30,983 (17,63) ir 30,656 (21,27) lasteliy/pl,
p = 0,004) mazéjimas. | natiiralias Igsteles zudikes panasiy CD3+CD56+ lasteliy (nuo 122,85 (103,96) iki 152,95 (111,77) ir 128,52
(90,33) lasteliy/ul, p = 0,012) bei citotoksiniy CD3+CD8+ T lasteliy (nuo 432,09 (211,53) iki 498,31 (208,78) ir 482,56 (317,15)
lasteliy/ul, p = 0,005) kiekis didéjo po dviejy ménesiy ir mazéjo po keturiy ménesiy. StatistiS$kai reik§mingi rezultatai parodyti 15 pav.
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15 pav. Periferinio kraujo Iasteliy kitimai, vertinant absoliu¢ius skaicius 3
vizity (pirmg gydymo dieng, po 2 bei 4 mén. neoperuoty Sakoje ir po 3 bei 6
meén. operuoty $akoje). (a) Bendro limfocity kiekio kitimas. (b) CD19+ B
(c) CD3-CD56+CD16+ NK
CD4+FoxP3+ Treg lasteliy keikio kitimas. () I NK lasteles panasiy
CD3+CD56+ limfocity kiekio kitimas. (f) CD3+CD8+ citotoksiniy lasteliy

lasteliy  kitimas.

kitimas.
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4.6. Vézio mikroaplinkos imuniniy lgsteliy rySys su periferinio kraujo
limfocity subpopuliacijomis

4.6.1. Pacienty charakteristikos, tumoro ir stromos santykio rySys su

I operacinés patologinés medziagos analiz¢ jtraukti 68 pacientai, kuriy
vidutinis amzius buvo 66,5 m. (nuo 18 iki 86 m.), 56 % sudaré¢ moterys, 44
% vyrai. Pagal auglio charakteristikas — didzioji dauguma buvo G2 34 (50
%) ir G3 32 (47,1 %) diferenciacijos navikai ir tik 2 (2,9 %) G1. Pagal
stadijas pasiskirsté taip: IA — 4 (5,9 %), 1B — 7 (10,3 %, 1A — 9 (13,2 %),
1B — 18 (26,5 %), Il — 29 (42,6 %), IV — 1 (1,5 %). 48 (70,6 %) stebéta
limfovaskuling invazija, 30 (44,1 %) perineuriné invazija, rezekcijos krastas
dazniau buvo $varus, RO rezekcija pasiekta 39 (57,4 %). IS histologiniy
varianty vyravo pankreatinés duktalinés karcinomos diagnozé, bet i analize
pateko ir keturi adenoplokscialgstelinés, 3 mucininés cistadenokarcinomos,
po vieng ,putoty” lasteliy, dediferencijuotos bei acininiy Iasteliy
karcinomos. 19 (27,9 %) pacienty nebuvo gydyti chemoterapija, 22 (32,4 %)
buvo gydyti FOLFIRINOX rezimu ir 27 (39,7 %) gemcitabinu adjuvantiniu
tikslu.

Koreliacijos tarp lyties, amziaus, stadijos, pooperacinio gydymo taktikos,
tumoro vietos kasoje, histologinio varianto, rezekcijos radikalumo,
limfovaskulinés invazijos, CA 19-9 pradinés vertés perineurinés invazijos,
BMI bei tumoro ir stromos santykio nenustatyta. Tarp G2 ir G3
diferenciacijos laipsniy tumoro ir stromos santykis skyrési reik§mingai (U =
254,00, Z -3,721, p < 0,000).

4.6.2. Tumoro ir stromos santykio rySys su kraujyje cirkuliuojanciy limfocity
subpopuliacijomis

Patikimai nebuvo susij¢ ir bendro leukocity, limfocity kiekio bei jvairiy
cirkuliuojanéiy limfocity subpopuliacijy bei tumoro ir stromos santykio
rodikliai. Tarp cirkulivojanc¢iy B (CD19+) limfocity bei tumoro ir stromos
santykio nustatyta neigiama koreliacija, r(df) = 0,347, P = 0,004 (16 pav.).
Si tendencija islieka ir vertinant antro vizito, po dviejy ménesiy nuo gydymo
pradzios B (C19+) limfocity, tirty tik 29 pacientams, rezultatus, r(df) = —
0,426, P = 0,021.
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Tumoro — stromos santykis

16 pav. Koreliacija tarp cirkuliuojané¢iy B (CD19+) limfocity bei tumoro ir
stromos santykio

Paveiksluose vaizduojama, kaip vertinami kasos navikinio audinio, tumoro
aplinkos ypatumai: liaukinés struktiros su biidinga desmoplazija,
peripankreatinio audinio fibroze bei budingu limfocity i$sidéstymu naviko
krastuose (17, 18 pav.).

17 pav. Fibrozés, desmoplazijos iSraiSka kasos navike (Valstybinio
patologijos centro archyvas):

A. HE x10. Naviko liaukinés struktiiros su Zenklia desmoplazija
(apibréztas plotas parodytas mikrografijoje C).

B. HE x0,8. Kasos audinys su zymia fibroze, atsitiktinai iSsidésc¢iusiomis
liaukomis ir cistinémis struktiromis (apibréZztas plotas parodytas
mikrografijoje A).

C. HE x20. Desmoplastiné stroma stambiu planu, vaizduojami fibroblastai
ir didelés kolageno sankaupos.
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18 pav. Kasos naviko infiltracija | riebalini audinj ir T limfocity
i§sidéstymas (Valstybinio patologijos centro archyvas):

D. HE x5. Navikas, infiltruojantis peripankretinj riebalinj audinj, virSuje
centre matoma perineuriné dviejy stambiy nervy invazija (apibréZtas
plotas vaizduojamas mikrografijose C ir D).

E. HE x0,8. Kasos dalis su parenchimos ir perinavikinio riebalinio
audinio fibroze (apibréztas plotas vaizduojamas mikrografijoje A).

F. HE x20. Plati infiltracija limfocitais aplink navika.

G. CD3 x20. Imunohistocheminis dazymas CD3 Zymeniui rodo, jog
infiltruojan¢ios perinavikings Igstelés yra T limfocitai; atkreiptinas
démesys, kad naviko parenchimoje limfocity néra.

4.7. Isgyvenimo rezultatai
4.7.1. Ankstyvos ligos grupés pacienty iSgyvenimo rezultatai

Tiriamieji stebéti i§ viso 20 mén. (0-57 mén.), o gyvieji 31 mén. (7-57
mén.). 30 (26,4 %) pacienty buvo gyvi analizés metu. 17 (15 %) pacienty
liga nebuvo progresavusi. Vidutinis iSgyvenimas neprogresuojant ligai
(IBLP) buvo 10 meén. (95 % PI: 8,01-11,99) ir vidutinis bendras
iSgyvenamumas (BI) buvo 15 mén. (95 % PI: 11,03-18,97).

IBLP skyrési tarp chemoterapijos Saky ir buvo 34 (95 % Pl: 0-77,79)
meén. negydyty chemoterapija pacienty, 10 (95 % PI: 8,78-11,23) mén.
MFOLFIRINOX ir 8 (95 % PI: 6,22-9,78) mén. gemcitabino Sakoje (p =
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0,034, log rank testas); rizikos, kad liga progresuos, santykis buvo 1,468 (95
% PI: 1,066-2,021, p = 0,019). BI skyrési nepatikimai: buvo 35 (95 % PI:
8,2-61,8) mén. negydyty chemoterapija pacienty, 14 (95 % PI: 11,03-16,97)
mén. mFOLFIRINOX vs. 13 (95 % PI: 4,03-21,97) mén. gemcitabino
Sakoje (p = 0,439, log rank testas); mirties rizikos santykis buvo 1,223 (95 %
PI: 0,89-1,68, p = 0,215).

Univariacin¢je IBLP analizéje diferenciacijos laipsnis, sritiniy
limfmazgiy jtraukimas, ligos stadija, limfovaskuliné invazija bei rezekcijos
radikalumas (12 lentel¢), taip pat CD8+CD25+CD127+/— ir CD8+FOXP3+
reguliaciniy lasteliy kiekis prie§ gydyma (pirmo vizito metu) (13 lentelé)
buvo reik§mingi faktoriai (p < 0,05).

12 lentelé. Univariaciné Cox’o regresijos analiz¢ IBLP: demografiniai ir

chemoterapijos rezimy ir negydyti adjuvantine chemoterapija

PoZymis RS 95% PI P reik§mé
Paciento faktoriai
AmZius 1,021 | (0,995-1,049) 0,121
Vyrigkoji lytis (ref. moteriskoji) 1,617 | (0,970-2,696) 0,065
KMI (kg/m?) (ref < 18,5)
KMI kategorija 18,5-24,9 0,219 | (0,019-2,502) 0,222
KMI kategorija > 25 0,488 | (0,065-3,662) 0,486
Biklé pagal ECOG (ref. 0)
ECOG 1 1,081 | (0,491-2,383) 0,846

Naviko veiksniai

Diferenciacijos laipsnis (ref G1)

G2 0,122 | (0,017-0,902) 0,039
G3 0,514 | (0,307-0,861) 0,011
Pirminio naviko dydis (ref. T1)

T2 0,374 | 0,072-1,936 0,241
T3 0,750 | 0,292-1,928 0,550
T4 0,819 | 0,307-2,186 0,690
Sritiniy limfmazgiy baklé

(ref. NO)

N1 0,28 0,135-0,584 0,001
N2 0,726 | 0,415-1,271 0,263
Stadija (ref. 1A)

IB 0,021 | 0,001-0,377 0,009
A 0,028 0,003-0,29 0,003
1B 0,024 | 0,002-0,254 0,002
1 0,077 | 0,009-0,659 0,019
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PoZymis RS 95% PI P reik§meé
Rezekcijos radikalumas (ref. R0)
R1 1,679 1,005-2,806 0,048
Limfovaskuliné invazija (ref. LO)
L1 0,361 0,180-0,721 0,004
Perineuriné invazija (ref. néra)
Yra 1,654 0,996-2,748 0,052
Naviko vieta kasoje (ref. galvutés)
Kiino 1,153 0,492-2,705 0,743
Uodegos 0,898 0,32-2,526 0,839
CA 19-9 kU/I (ref < 37)
37-100 0,493 | (0,240-1,013) 0,054
100-1 000 0,977 | (0,445-2,148) 0,954
> 1000 1,098 | (0,537-2,248) 0,797

13 lentelé. Univariaciné Cox’o regresijos analizé IBLP: limfocity
subpopuliacijos pirmo vizito metu, visa operuotyjy grupé (N = 88), abi
chemoterapijy grupés (MFOLFIRINOX ir gemcitabino monoterapija) ir
negydyti adjuvantine chemoterapija. Pateikiami tik reikSmingi faktoriai

PoZymis RS 95% PI P reik§mé
FC WBC 1,000 1,000-1,001 0,015
CD8+CD25+CD127+/— 1,350 1,042-1,749 0,023
CD8+FOXP3+ 1,529 1,043-2,242 0,03

Univariacingje BI analizéje lytis, diferenciacijos laipsnis, sritiniy
limfmazgiy jtraukimas, limfovaskuliné invazija bei rezekcijos radikalumas
(14 lentelé) ir CD8+FOXP3+ reguliaciniy lasteliy kiekis prie§ gydyma
(pirmo vizito metu) RS 1,534, PI 95 % 1,007-2,336 buvo reik$mingi
faktoriai (p = 0,046). Atmetus mirusius dél kity priezaséiy, R, LVI, lytis,
diferenciacijos laipsnis, N islieka reik§mingi iSgyvenamumui.

14 lentelé. Univariaciné Cox’o regresijos analizé Bl: demografiniai ir

chemoterapijos rezimy ir negydyti adjuvantine chemoterapija

PoZymis HR 95% PI P reik§mé
Paciento faktoriai
AmzZius 1,030 (0,999-1,061) 0,055
Vyriskoji Iytis (ref. moterigkoji) 0,447 (0,266-0,753) 0,002
KMI (kg/m?) (ref. < 18,5)
KMI kategorija 18,5-24,9 0,990 (0,235-4,163) 0,989
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Pozymis HR 95% PI P reik§meé

KMI kategorija > 25 1,408 (0,830-2,389) 0,204
ECOG biklé (ref. 0)
ECOG bukle 1 0,612 (0,298-1,257) 0,182

Naviko veiksniai

Diferenciacijos laipsnis (ref. G1)

G2 0,139 (0,019- 1,028) 0,053
G3 0,381 (0,220-0,659) 0,001
Pirminio naviko dydis (ref. T1)

T2 0,707 0,197-2,533 0,595
T3 0,656 0,273-1,577 0,346
T4 0,496 0,193-1,257 0,146
Sritiniy limfmazgiy biklé (ref. NO)

N1 0,396 0,194-0,808 0,011
N2 0,843 0-471-1,507 0,564
Stadija (ref. I1A)

IB 0,362 0,037-3,583 0,385
A 0,125 0,013-1,233 0,075
1B 0,143 0,015-1,324 0,087
1l 0,360 0,047-2,743 0,324
Rezekcijos radikalumas (ref. RO)

R1 2,284 1,350-3,865 0,002
Limfovaskuling invazija (ref. LO)

L1 2,554 1,280-5,097 0,008
Perineuriné invazija (ref. néra)

yra 1,303 0,778-2,183 0,314
Naviko loklaizacija (ref. galvuté)

Kiinas 1,760 0,695-4,460 0,233
Uodega 1,896 0,656-5,478 0,237
CA 19-9 kU/I (ref. < 37)

37-100 0,703 (0,341-1,450) 0,34
100-1 000 0,913 (0,394-2,117) 0,832
> 1000 1,076 (0,513-2,256) 0,845

Univariacingje analizéje iSaiskinti reikSmingi faktoriai toliau vertinti
multivariacinéje analizéje ir diferenciacijos laipsnis, metastaziy sritiniuose
limfmazgiuose buvimas, CD8+CD25+CD127+/— islieka reik§mingi IBLP, o
diferenciacijos laipsnis, rezekcijos radikalumas bei CD8+CD25+CD127+/—
Bl (15 lentelé).

Analizuojant Kaplano—Meierio metodu, paskirséius pacientus j dvi
grupes pagal CD8+CD25+CD127+/— lasteliy/ul vidurkj (maziau kaip 0,5 ir
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> 0,5), patikimai skyrési BI duomenys, 17 (95 % PI: 1,7-32,3) vs. 11 (95 %
Pl: 7,1-14,9) mén. (p = 0,041, Breslow), skirtumas patikimesnis j analiz¢
nejtraukiant pacienty, mirusiy dél kity priezas¢iy 17 (95 % PI: 0-39,5) vs. 11
(95 % PI: 7,4-14,6) mén. (p = 0,031, log rank) (19 pav.).

15 lentelé. Nepriklausomi predikciniai faktoriai IBPL, BI vertinat
multivariacinéje analizéje (operuotyjy grupé)

Bl 1 modelis: tumoro faktoriai
LR: 429,5,p <0,0001, N =88, x> = 21,85

Kintamasis RS 95 % PI P reik§mé
Diferenciacijos laipsnis 2,422 1,456-4,029 0,001
Rezekcijos krastas 1,997 1,168-3,415 0,011

BI 2 modelis: tumoro faktoriai ir limfocity subpopuliacijos
LR: 408,4, p <0,0001, N = 84, y*> = 26,25

Diferenciacijos laipsnis 2,577 1,497-4,435 0,001
Rezekcijos krastas 2,060 1,175-3,613 0,012
CD8+CD25+CD127+/— 1,486 1,097-2,015 0,011
pirmo vizito Kiekis

IBPL 3 modelis: tumoro faktoriai
LR: 449,0, p < 0,0001, N = 84, *> = 20,49

Diferenciacijos laipsnis 2,023 1,263-3,239 0,003

Limfmazgiy jtraukimas 1,720 1,228-2,408 0,002

IBPL 4 modelis tumoro faktoriai ir limfocity subpopuliacijos
LR: 417,67, p <0,0001, N =81, > = 25,849

Diferenciacijos laipsnis 2,497 1,483-4,203 0,001
Limfmazgiy jtraukimas 1,693 1,193-2,402 0,003
CD8+CD25+CD127+/— 1,457 1,107—1,918 0,007

pirmo vizito kiekis

IBLP skirtumo negauta. Ir tuo paciu metodu, atskyrus dél kity priezasCiy
mirusius, panagrinéjus atskirus pogrupius (pacientus, kuriems neskirta
chemoterapija, atskiry chemoterapijos rezimy) gautas itin reik§mingas IBPL
skirtumas FOLFIRINOX grupéje: pacienty, kuriy mazas pradinis $iy lasteliy
kiekis, iSgyvenamumo mediana 12 (95 % PIl: 9,5-14,5), mén. vs. kuriy
didelis kiekis 6 (95 % PI: 3,5-8,5) mén., p = 0,008 log rank ir Bl taip pat
skiriasi reiksmingai 17 (95 % CI: 2-558) vs. 7 (95 % CI: 0-14,5), p = 0,002,
log rank. Pirmo vizito CD8+CD25+CD127+/- Ilasteliy/ul reikSmiy
iSsibarstymas chemoterapijy grupése parodytas 20 pav.
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19 pav. BI skirtumas mazai ir daug CD8+CD25+CD127+/— lasteliy/ul
turin€iy pacienty pirmo Vizito metu operuotyjy grupéje

20 pav. CD8+CD25+CD127+/- Igsteliy/ul pirmo vizito metu iSsibarstymas
trijose adjuvantinio gydymo Sakose

4.7.2. Tumoro ir stromos santykio jtaka iSgyvenamumui

Cox’o regresijos, Kaplano—Meierio metodu analizuojant tumoro ir
stromos santykio jtakos IBPL ir BI negauta. Tik suskirs¢ius pacientus ]
keturias grupes pagal tumoro ir stromos santykj ir iSanalizavus
FOLFIRINOX chemoterapija gydyty pacienty grupe, gaunamas IBLP
skirtumas, kai tumoro ir stromos santykis labai mazas 46 (95 % PI: 0) mén.,
mazas 9 (95 % PI: 4,7-13,3) mén., vidutinis 6 (95 % PIl: 3,9-8,2) mén.,
didelis 12 (95 % PI: 10,8-13,2) mén., P = 0,015 log rank (13 pav.). I$ viso $i
grupé apima tik 22 pacientus: penkis pacientus, kuriy labai mazas (<
0,1621405305), penkis pacientus, kuriy mazas (huo 0,1621405305 iki
0,2272217600), penkis pacientus, kuriy vidutinis (huo 0,2272217601 iki
0,3431194908) ir septynis pacientus, kuriy didelis (> 0,3431194908) tumoro
ir stromos santykis (21 pav.).
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21 pav. Operuoty , gydyty FOLFIRINOX chemoterapijos rezimu, IBLP
rezultatai, suskirséius juos pagal tumoro ir stromos santykj j keturias grupes
(22 atvejai): labai mazo (< 0,1621405305), mazo (nuo 0,1621405305 iki
0,2272217600), vidutinio (nuo 0,2272217601 iki 0,3431194908) ir didelio
(>0,3431194908).

4.7.3. PaZengusios ir metastazavusios ligos grupé

Tiriamieji stebéti bendrai 27 mén. (054 mén.), o gyvieji 29 mén. (13-54
mén). Devyni (8,5 %) pacientai buvo gyvi analizés metu. Keturiy (3,8 %)
pacienty liga nebuvo progresavusi. Vidutinis i§gyvenimas neprogresuojant
ligai (IBLP) buvo 7 mén. (95 % CI: 6,2-7,8) ir vidutinis bendras
iSgyvenamumas (BI) buvo 11 mén. (95 % CI: 8,7-13,3).

IBLP skyrési tarp chemoterapijos Saky ir buvo 8,9 (95 % CI: 7,1-10,3)
meén. mFOLFIRINOX vs. 7,1 (95 % CI: 4,8-9,3) mén. gemcitabino Sakoje (p
= 0,029, Breslow testas); rizikos, kad liga progresuos, santykis buvo 0,71 (95
% CI: 0,47-1,05, p = 0,089). BI taip pat skyrési: 15,1 (95 % CI: 12,3-18,0)
mén. mFOLFIRINOX vs. 12,7 (95 % CI: 8,96-16,5) mén. gemcitabino
Sakoje (p = 0,012, Breslow testas); mirties rizikos santykis buvo 0,79 (95 %
Cl: 0,52-1,92, p = 0,26).

Univariacingje IBLP analizéje tolimyjy metastaziy, ypa¢ kelete sriciy,
buvimas, biuklé pagal ECOG bei absoliutaus leukocity, limfocity,
citotoksiniy CD3+CD8+, CD8+CD57— ir NK CD3-CD56+CD16— Iasteliy
kiekis pries gydyma (pirmo vizito metu) buvo reikSmingi faktoriai (p <
0,05). Isskirscius pacientus pagal chemoterapijos rezima visi minéti faktoriai
tebéra reikSmingi mFOLFIRINOX grupéje, taCiau gemcitabino grupéje
iSlieka reikSmingas tik tolimyjy metastaziy buvimas (16, 17 lentelés).
Univariacingje analizéje iSaiSkinti reikSmingi faktoriai toliau vertinti
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multivariacinéje analizéje ir tolimyjy metastaziy buvimas, ECOG apibrézta
biiklés, CD8+CD57— kiekis prie§ chemoterapijg isliko reikSmingi IBLP.

Univariacingje BI analizéje reikSmingi faktoriai pasirodé amzius, ECOG
buklé, diferenciacijos laipsnis, CA 19-9 ir absoliutus leukocity, CD3+CDS8+,
labiausiai CD8+CD57- lasteliy, kiekis bei CD4/CD8 santykis. O paskirséius
pacientus pagal gauta chemoterapijos rezimg BI reik§més turéjo tik
Klinikiniai ~ faktoriai (18 lentel¢). Multivariacingje analizéje BI,
nepriklausomi prognostiniai faktoriai isliko buklé pagal ECOG, CA 19-9
reikSmé ir absoliutus leukocity bei CD8+CD57- lasteliy kiekis pries
gydyma.

Toliau buvo tiriama, kaip skirtingos subpopuliacijos veikia
iSgyvenamuma, taikant Kaplano—Meierio metodg. Pacientai sugrupuoti j dvi
ir keturias grupes pagal kiekvienos subpopuliacijos pirmo vizito verciy
mediang arba kvartilius. Sugrupave CD8+CD57— j dvi grupes pagal pirmo
vizito duomenis (maziau ir daugiau negu 194 lastelés/uL), aptikome
skirtumus IBLP (22a pav.) ir Bl (22b pav.) visoje tyrimo imtyje ir
subgrupése: M0, M1, G2, G3, mFOLFIRINOX ir gemcitabino Sakose.

Siekiant suprasti chemoterapijos jtaka iSgyvenamumui esant skirtingoms
CD8+CD57— vertéms; galbtt vienas i§ rezimy labiau tinkamas kuriai nors
pacienty grupei. DvideSimt penkiy pacienty, kuriy CD8+CD57- Kiekis buvo
mazas (< 194 lagstelés/ul) prognozé buvo blogesné. Desimt pacienty gydyti
mFOLFIRINOX ir 15 vien gemcitabinu. Penki pacientai i§ gemcitabino
Sakos iSgyveno 8-24 mén. (jy amZius buvo 64—78 metai, keturios moterys,
vienas vyras, dviejy pacienty vézys buvo G2, trijy pacienty G3
diferenciacijos laipsnio, dviem pacientams liga buvo metastazavusi; CA 19-9
varijavo nuo 241 kU/L iki > 12 000 kU/L. Buklés vertinimas pagal ECOG
sieké 01 ir pacientai gavo 0-2 eilés gydyma dél kasos vézio).

Stebéta ir kity subpopuliacijy reikSmé iSgyvenamumui, taciau tik kai
kuriose pacienty grupése. Absoliutus limfocity skai¢ius pirmo vizito metu
buvo reik§mingas IBLP ir Bl mFOLFIRINOX ir gemcitabino $akose, esant
tolimosioms metastazéms ir abiejose diferenciacijos laipsnio grupése (12a
pav.). CD4+FOXP3+ reguliaciniy limfocity pradinés vertés taip pat buvo
reik§mingos BI; ribiné verté buvo 49,57 lgstelés/ul (12b pav.), ta pati
tendencija isryskéjo ir BI analizéje G3 grupéje, bet ne mFOLFIRINOX ar
gemcitabino, atskirai vertinant pacientus, kuriems susidaré tolimyjy
metastaziy, ir tuos, kuriems jy nesusidar¢, ne G2 navikams. CD3-
CD56+CD16- turéjo jtakos IBLP (12c pav.).
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16 lentelé. Isgyvenamumo neprogresuojant ligai univariaciné Cox’o regresijos analizé skirtingose chemoterapijos Sakose

PoZymis Referentiné mFOLFIRINOX Gemcitabino monoterapija

reik§mé (N =56) (N = 46)

HR 95 % CI P-value HR 95 % CI P-value

AmZius 0,998 0,965-1,031 0,89 1,041 0,994-1,089 0,090
Lytis
Vyrai Moterys 0,594 0,329-1,072 0,084 1,037 0,576-1,868 0,903
KMI kategorija, kg/m?
18,5-24,9 <185 1,444 0,192-10,866 0,721 2,412 0,313-18,597 0,398
>25 <185 1,310 0,745-2,304 0,348 0,808 0,442-1,476 0,488
Biiklé pagal ECOG
1 0 0,019 0,003-0,138  <0,001 0,432 0,180-1,039 0,061
2 0 0,029 0,004-0,217 0,001 0,742 0,325-1,691 0,477
Diferencijacijos laipsnis
G2 Gl 1,665 0,225-12,314 0,618 0,404 0,054-3,034 0,378
G3 Gl 2,288 0,301-17,384 0,424 1,075 0,594-1,945 0,810
Tolimosios metastazés
M1 MO 0,320 0,168-0,608 < 0,001 0,446 0,231-0,860 0,013
Ascitas
Yra Néra 0,543 0,192-1,537 0,25 0,711 0,294-1,721 0,449
CA 19-9, ku/l
37-100 <37 2,588 1,191-5,623 0,016 0,564 0,227-1,399 0,217
100-1 000 <37 1,164 0,402-3,375 0,779 0,486 0,166-1,427 0,189
> 1000 <37 1,494 0,744-3,000 0,259 0,528 0,289-1,172 0,130
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17 lentelé. ISgyvenamumo neprogresuojant ligai univariaciné Cox’o regresijos analizé skirtingose chemoterapijos Sakose
(mFOLFIRINOX ir gemcitabino monoterapijos): limfocity subpopuliacijy reikSmés pirmo vizito metu; visi neoperuotieji
pacientai (N = 102). Pateikti tik reik§mingi duomenys

PoZymis MFOLFIRINOX Gemcitabinas monoterapija
(N =56) (N = 46)
HR 95 % CI P reik§mé HR 95 % ClI P reik§mé
LYM Kkiekis 0,605 | 0,387-0,945 0,027 0,761 0,502-1,154 0,199
CD3+CD8+ 0,998 | 0,996-1,000 0,039 1,000 0,998-1,001 0,362
CD3-CD56+CD16~ 0,995 | 0,991-1,000 0,032 0,996 0,992-1,001 0,106

18 lentelé. Univariaciné Cox’o regresijos bendro iSgyvenamumo analizé skirtingose chemoterapijos sakose (MFOLFIRINOX ir

PoZymis Referentiné MFOLFIRINOX Gemcitabino monoterapija
reikSme (N =56) (N = 46)
HR 95 % ClI P reik§mé HR 95 % ClI P reik§mé
AmZius 1,002 0,969-1,036 0,898 1,044 0,994-1,096 0,088
Lytis
Vyrai Moterys 0,819 0,454-1,476 0,507 1,449 0,785-2,675 0,235
KMI kategorija, kg/m?
18,5-24,9 <185 0,787 0,105-5,885 0,816 3,789 0,448-30,032 0,207
> 25 <18,5 1,297 0,732-2,296 0,373 1,012 0,549-1,867 0,968
ECOG biuklé
1 0 0,010 0,001-0,116 < 0,001 0,393 0,165-0,934 0,034
2 0 0,014 0,001-0,166 0,001 0,519 0,222-1,215 0,519
Diferenciacijos
laipsnis
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PoZymis

G2

G3

Tolimosios metastazés
M1

Ascitas

Yra

CA 19-9, kU/L
37-100

100-1 000

> 1000

Referentiné
reik§me

Gl
Gl

MO

Néra

<37

<37
<37

mMFOLFIRINOX Gemcitabino monoterapija
(N =56) (N = 46)

HR 95 % ClI P reik§mé HR 95 % ClI P reik§mé
0,192 0,024-1,513 0,117 0,380 0,050-2,880 0,349
0,468 0,263-0,832 0,010 0,987 0,538-1,814 0,967
0,520 0,289-0,935 0,029 0,579 0,308-1,087 0,089
0,447 0,158-1,266 0,130 0,635 0,266-1,519 0,308
1,848 0,860-3,969 0,115 0,601 0,237-1,528 0,285
1,007 0,351-2.892 0,989 0,267 0,074-0.962 0,267
0,773 0,373-1,605 0,490 0,645 0,317-1,312 0,645
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DISKUSIA

Pagrindinis miisy tyrimo tikslas buvo aptikti jvairiy faktoriy jtaka
iSgyvenamumui. I§gyvenimo prognozés pozidiriu studijos imtis yra gana
heterogeniska. Kasos vézio prognoze lemia ligos iSplitimas bei
diferenciacijos laipsnis. Sios paties véZio savybés jvairiose statistinése
analizése yra svaresnés nei tumoro sekretuojami ar imuninés sistemos
reguliuojami bioZymenys.

Misy studijos populiacijoje amziaus mediana buvo 66 m., tai yra kiek
mazesné nei pasauliniais duomenimis. Laikoma, kad kasos véZio
i§sivystymas priklauso nuo amziaus, dazniausiai susergama 70 m. ir beveik
90 % po 55 mety (21).

Misy tyrime dazniau sirgo moterys, nors apskritai Lietuvoje didesné
rizika susirgti PDAK yra vyrams, o pasaulyje pasiskirstymas tarp ly¢iy
varijuoja: pavyzdziui, Arménijoje, Cekijoje, Vengrijoje daugiau serga vyrai,
o Siaurés Amerikoje, Vakary ir Siaurés Europoje moterys (21).

Mes suskirstéme studijos pacientus j operabilius ir neoperabilius, nes
savo uzdaviniu laikéme jvertinti, kaip pradinis gydymas veikia limfocity
subpopuliacijas kraujyje. I$ neoperabiliy pacienty grupés vis délto Kkai
kuriems buvo atlikta operacija, bet analizéje jie liko neoperabiliyjy
kohortoje. Galbut buty racionalu skirstyti j tris grupes pagal operabilumag
(tikrai operabiliis, paribiSkai operabiliis, neoperabiliis), nes jy gydymo
taktika ir prognozé skiriasi. ParibisSkai operabiliy neoperuoty, vietiskai
pazengusiy ir metastatiniy bukliy Sujungimas galéjo turéti jtakos rezultatams.

Studijos pacientams buvo skirtass standartinis gydymas, remiantis
tarptautinémis rekomendacijomis, taikyti jprasti operaciniai metodai.
Adjuvantiniu tikslu taikant FOLFIRINOX ar gemcitabino rezimus IBPL
misy tyrimo kohortoje sieké 10 ir 8 mén. FOLFIRINOX ir gemcitabino
Sakose atitinkamai, nors PRODIGE-24 tyrime §ie rezultatai buvo Kur kas
geresni, sieké 21,6 mén. FOLFIRINOX ir 12,8 mén. gemcitabino Sakose.
Taip pat ir BI musy kohortoje buvo 14 mén. FOLFIRINOX Sakoje bei 13
mén. gemcitabino, o minétame daugiacentriame atsitiktiniy imciy tyrime
atitinkami 54 ir 45 mén. (5,49). Tokj didelj iSgyvenamumo rezultaty
nesutapimg paaiSkina skirtingos §iy tyrimy pacienty charaketeristikos: ]
miisy chemoterapija po operacijos gydyty pacienty grupe pateko daugiausia
G2, G3 diferenciacijos naviky (0 minétame tyrime net 32 % buvo G1) ir
daug jtraukéme III stadijos pacienty, o cituojamame tyrime jy buvo tik 0,4
%. Tad misy operuotyjy ir chemoterapija gydyty pacienty populiacija labiau
atitinka PRODIGE 29-UCGI 26 (NEOPAN) tyrimo (9).
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Pirmai gydymo eilei buvo skirtas kombinacinis FOLFIRINOX rezimas
arba monoterapija gemcitabinu, nors pagal Siandienines tarptautines
rekomendacijas gemcitabinas dar galéty biiti derinamas su nab-paklitakseliu.
Sioje $akoje gauti IBPL rezultatai 8,9 mén. mFOLFIRINOX ir 7,1 mén.
gemcitabino yra netgi geresni uz klinikinio tyrimo, iSpopuliarinusio
FOLFIRINOX rezimg (6,4 mén. ir 3,3 mén. atitinkamai). Geresni ir Bl
duomenys — 15,1 mén. mFOLFIRINOX, 12,7 mén. gemcitabino Sakoje
misy tyrime, 11,1 mén. ir 6,8 mén. — minétame atsitiktiniy iméiy tyrime
(54). T pastargjj buvo jtraukti tik ketvirtos stadijos liga, kuriems aptikta
tolimyjy metastaziy, sergantys pacientai, tai ir nulemia iSyvenamumo rodikly
skirtumus.

Antrai ir vélesnéms gydymo eiléms buvo skirti oksaliplatinos,
liposominio irinotekano, fluorouracilo kombinaciniai rezimai, remiantis
tarptautinémis gairémis. Vykstant misy tyrimui gydymo galimybés
Lietuvoje plétési. Dalis pacienty, kuriy funkciné buklé buvo itin gera,
mFOLFIRINOX rezimu gydyti keleta karty. Jrodzius liposominio
irinotekano naudg, kai kurie pacientai antroje ar vélesnése eilése gydyti jo
kombinacija su fluorouracilu. Tad antros ir vélesniy eiliy gydymas misy
studijos pacientams buvo nevienalytis ir galé¢jo turéti Siek tiek jtakos Bl
rezultatams.

Limfocity kiekio poky¢iai didéjant amziui buvo Zinomi jau seniai. 1992
m. mokslininkai, tyringj¢ jaunesniy nei 44 m. ir vyresniy nei 80 m. motery
krauja, pastebéjo, jog vyresniyjy grupés pacienéiy periferiniame kraujyje
aptikta maziau aktyviy efektoriniy lasteliy (CD3+CD4+CD25+;
CD3+CD4+CD25+CD127+; CD3+CD4+CD25+ bei
CD3+CD4+CD25highCD127+, 0 CD25¢Foxp3+ fenotipy
CD3+CD4+CD25¢Foxp3+ bei CD3+CD4+CD250CD1270Foxp3+ su
amziumi daugéjo (208). Navikai gali skatinti T lasteliy i§sekimg ir senéjima,
tai svarbios savybés, pacientams budingos kartu su véziu (209). T lasteliy
disfunkcija laikui bégant veikiama jvairiy mechanizmy, lgstelés iSsenka ir
sensta, ne tik nebereaguoja j jprastus T lasteliy receptoriy efektus, bet ir
senéjancios Igstelés (SA-T) kaupiasi vézio audinyje, skatina létinj audiniy
uzdegimg, tumoro augimg, progresavimg (210). Misy visoje studijos
populiacijoje CD4+CD25+CD127+/— priklausé nuo amziaus, o ankstyvy
stadijy pacienty grupéje su amziumi buvo susijes bendras leukocity, CD19+
B limfocity, CD4+CD25+CD127+/—, CD4+FOXP3 subpopuliacijy kiekis.
Tai gali lemti tiesiog amzinis CD4+ lasteliy fenotipo pasikeitimas j labiau
uzdegiminj ar uzdegimo procesus slopinantj Treg (211) arba tumoro lgsteliy
poveikis T reguliaciniams limfocitams: atpalaiduoja chemokinus, Kkurie
pritraukia juos i$ antriniy limfoidiniy struktiry j TMA arba skatina jy
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proliferacija, diferenciacijg versdamos nebrandzias dendritines Igsteles i
TGF-B produkuojanéias (212). Su amziumi B Iasteliy mazéja, kinta jy
subpopuliacijos, antikiiny atsakai (213).

Pazengusiyjy grupéje jokiy sasajy su amziumi neaptikta, tai gali rodyti,
kad tuomet imuninius procesus labiau lemia Kiti, pavyzdziui, su véziu,
gausiai iSreik$tu navikiniu audiniu pakitusio metabolizmo faktoriai, bet ne
amziniai (67, 146).

Pradinis bendras limfocity kiekis, B CD19+ lgsteliy, CD3+ limfocity
subpopuliacijy, CD3+CD4+ bei CD3+CD4-CD8- priklaus¢ nuo ligos
stadijos. Stadija i§ esmés atspindi naviko tirj, véziniy lgsteliy kiekj. Rysys
tarp stadijos ir limfocity kiekio aprasytas jau 1991 m., kai buvo pastebéta,
kad skrandzio vézio atveju, didéjant stadijai, mazéja bendras limfocity
kiekis, CD3+, CD4+, CD8+ limfocity (214). CD4+ lastelés veikia stipriai
antinavikiskai, gali tiesiogiai atpazinti navikines lasteles ir aktyvuoti mirtj
skatinancius ligandus ir netiesiogiai per iSskiriamus citokinus (215). Taigi
misy rezultatai rodo, kad ir kasos vézio atveju, didéjant tumoro masei,
maz¢ja T helperiy ir taip palaikomas vézio vystymasis.

B limfocity su zymeniu CD19+ miisy studijoje skyrési analizuojant kas 2
ar 3 mén. (patikimai maz¢jo), neoperuotyjy grupéje jy kiekis buvo susijes su
tolimyjy metastaziy buvimu, bendroje populiacijoje priklausé nuo stadijos
(mazgjo jai didéjant) ir analizuojant operuoty pacienty grupg tarp
cirkuliuojanéiy B (CD19+) limfocity pirmo vizito metu bei tumoro ir
stromos santykio nustatyta neigiama koreliacija. Tumorg infiltruojantys B
limfocitai laikomi reikSmingomis lastelémis PDAK iniciacijai ir vystymuisi
(216). Apskritai B lastelés pasizymi protumorogeniniu ir net
imunosupresiniu efektu, bet limfoidinése struktiirose jy funkcija pasikeicia j
navika slopinancia ir imunostimuliacing (217). Tumorg infiltruojantys B
limfocitai jvairiuose solidiniuose navikuose (pvz., kriities, kiausidziy) gali
gerinti bendrg iSgyvenamuma (216). Sergantieji véziu stokoja B lasteliy,
kaip jrodyta nesmulkialgstelinio plau¢iy vézio tyrimuose (218).
Cirkulivojanéiy CD19+ B lasteliy gausa sergantiesiems nosiaryklés
karcinoma buvo susijusi su geresniu isgyvenamumu — penkeriy mety,
pasirodé kaip nepriklausomas prognostinis faktorius Bl, IBLP (219).
Preklinikiniuose PDAK modeliuose tumoro infiltruojancios B lastelés vis
délto lémé progresija (216). Be to, B lastelés gali lemti ir fibrozés
susidaryma, sekretuodamos kolageno produkcija stimuliuojancius faktorius
PDAK pacientams (220). Priesvézinis gydymas mazina cirkuliuojanéiy B
lasteliy kiekj: tai parodé pacienty, sergan¢iy stemplés (194) ir plauciy véziu
(221), gydomy radioterapija, stebéjimas.
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Taigi B lgsteliy vaidmuo vézio vystymesi neabejotinas, nors duomeny
apie chemoterapijos ir cirkuliuojanciy B Iasteliy pokycCius néra daug. Misy
tyrime mazejimas periferiniame kraujyje gydymo metu gali rodyti rySj su
vézio i$plitimu organizme: mazéjant ligos masei mazéja ir cirkuliuojanciy B
limfocity, tam paantrina ir sgsajos su stadija bei tolimyjy mestastaziy buvimu
nustatymas. Ir vyraujant tumorui prie$ stromg (esant didesniam tumoro ir
stromos santykiui) vélgi periferinis B lasteliy aktyvumas gali biiti Sumazéjes
kaip reakcija | vézio iSskiriamas medziagas. Jtakos iSgyvenamumui jrodyti
nepavyko, matyt, dél kity veiksniy per didelio poveikio.

Misy tyrime NK CD3-CD56+CD16— kiekis bendroje populiacijoje
gydymo metu mazéjo, turéjo ryS$j su metastaziy buvimu grupiy analizéje.
Apie NK lgsteliy vaidmenj solidiniuose navikuose ir PDAK konkreciai
zinoma daugiau. NK lgstelés veikia prieSnavikiskai citotoksiskai (222).
Didesnis NK lgsteliy kiekis periferiniame rezekuotiny PDAK serganciyjy
kraujyje ir TMA susij¢s su geresniu iSgyvenamumu (191). Nors prognostiné
verté gali biiti vertinama dvejopai, nes iSplitusios ligos atveju nustatomas
rySys su blogesniu iSgyvenamumu (190, 222). Operacijos jtaka NK lgsteléms
iSlicka neaiski (223). Peliy modeliuose vis délto rezekcija ir adjuvantiné
chemoterapija gemcitabinu aktyvino NK lgsteles ir apsaugojo nuo ligos
atsinaujinimo (125). Gemcitabinas grei¢iausiai turi teigiamag poveikj NK
lasteleéms (224), Sis efektas susidaro ir esant Kity lokalizacijy navikams,
pavyzdziui, plauéiy (193). FOLFIRINOX poveikis $iai populiacijai dar néra
aiSkus. Mums pavyko aptikti jy jtaka IBPL paZengusios-metastazavusios
ligos grupéje vertinant visus pacientus ir tiriant FOLFIRINOX gydytus
atskirai. Jdomu, kad operabilios ligos atveju NK CD3-CD56+CD16- kiekis
buvo susijes su KMI: lasteliy maziau aptikta esant didesniam indeksui.
Literatiiros duomenimis, vaiky, sergan¢iy nutukimu, NK Iastelés buvo
aktyvuotos, metaboliskai pakitusios ir jy funkcija sutrikusi — jos negebéjo
reaguoti j stimulus (225). Be to, jau Zinomi mechanizmai, kaip NK lasteliy
subpopuliacijos, pasiskirstymas, fenotipas, citokiny iSskyrimas ir
citotoksiskumas susije su nutukimu ir kaip Sie faktoriai vienas kitg papildo
vystantis véziui (226).

Citotoksiniai T limfocitai ypa¢ svarbiis PDAK mikroaplinkoje ir jy
pagauséjimas yra geros prognozés zenklas. Miisy tyrime aptiktas skaiciaus
didéjimas po dviejy ménesiy bendroje populiacijoje ir operacinéje grupéje,
kartojant tyrima véliau, tokio augimo nebuvo matyti. Tai rodyty ypatinga
teigiamg operacinio gydymo jtaka Siy lasteliy aktyvumui. Juolab kad
gemcitabino jtaka CD3+CD8+ lasteliy kiekiui neaiski (227). Oksaliplatinos
kombinacijos citotoksiniy T lasteliy kiekj skrandzio TMA padidino (228).
Analizuodami limfocity subpopuliacijas pazengusios ir metastazavusios
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ligos grupéje nustatéme, kad CD3+CD8+ Igsteliy kiekis prie§ gydymg buvo
itin reik§mingas IBPL ir BI. Bitent CD3+CD8+CD57— buvo reik§mingi, o
CD3+CD8+CD57+ ne. Mazas CD3+CD8+CD57— Igsteliy skaiCius prie$
gydyma rodé blogesng prognoze visoje studijos populiacijoje ir jvairiose
subgrupése. Cirkuliuojanciy CD3+CD8+CD57— lasteliy prognostiné verté
nepriklausé nuo metastaziy buvimo ir ligos agresyvumo (diferenciacijos
laipsnio). Dél mazo pacienty skaiciaus sunku atsekti chemoterapijos jtaka Siy
lasteliy pokyCiams ir pacienty prognozei. Visgi galime teigti, kad jvairis
gydymo rezimai kei¢ia pacienty, kuriy pradiné CD3+CD8+CD57— verté
maza, prognoz¢ S$ios subpopuliacijos vaidmuo gali biti predikcinis
Siuolaikinés chemoterapijos eroje.

Tumoro infiltracija citotoksinémis CD3+CD8+ lastelémis véziu
sergantiesiems laikoma geros prognozés faktoriumi. Tai patvirtina nemazai
pastaryjy mety studijy (227, 229, 230). O PDAK srityje atlikta metaanalizé
atskleidé teigiamg CD3+ ir reikSmingg CD8+ Igsteliy iSsidétymo naviko
centre jtaka (165). Cirkuliuojan¢iy CD3+CD8+ subpopuliacijy prognostiné
verté néra aiski, bet pastaruoju metu, kai j areng ateina vis naujy prieSveéziniy
imunoterapijos klasés vaisty, susidoméjimas ja didéja (168, 204, 231, 232).
Taigi CD8+ T lastelés vaidina svarby vaidmenj formuojantis jgytam
pries$véziniam imunitetui (232).

CD8+ citotoksinés T |lastelés yra pagrindiniai jgyto imuniteto
aktyvinantys veiksniai ir jy vykdomi véZiui specifiniai imuniniai atsakai
jvardijami kaip pagrindiniai visy imunoterapijos preparaty taikiniai. CD8+ T
lasteliy disfunkcija apima daug aspekty: tolerancija, anergija, iSsekimg ir
sengjimg. T lasteliy senéjimas apibiidinamas kaip sumazéjusi CD28 ir
padidéjusi CD57 antigeny ekspresija (173). Keletas Saltiniy teigia, kad
CD8+CD28- ir CD8+CD57+ T Ilasteliy subpopuliacijy lygis kyla
periferiniame kraujyje ir TMA tiek solidiniy, tiek hematologiniy onkologiniy
ligy atveju (233). Mums nepavyko jrodyti neigiamos CD8+CD57+ T
limfocity jtakos PDAK pacienty iSgyvenimui. Visgi CD8+CD57— T
limfocity periferiniame kraujyje prognostiné verté leidzia teigti, kad
nesenstantys T limfocitai yra lemiantys vézio kontrole paZengusios ir
metastazavusios PDAC pacientams. Taigi T limfocity senéjimo stabdymas
tam, kad kontroliuotume kasos vézio vystymasj, gali labai praversti kuriant
naujas gydymo strategijas (173). CD3+CD8+ ir CD8+CD57— kiekis buvo
prognostiskai reikSmingas ir gemcitabino monoterapijos, ir FOLFIRINOX.
Idomu, kad pacientai, kuriy pradinés $iy lgsteliy vertés buvo itin mazos,
iSgyveno ilgiau, kai buvo gydyti gemcitabinu. Gemcitabino jtaka in vitro
buvo tiriama (168), bet apie imunostimuliacija in vivo aiskiy duomeny néra.
MFOLFIRONOX imunostimuliaciniai ar imunosupresiniai efektai juolab
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néra aiSkas ir placiai studijuojami, nors neoadjuvantiniu tikslu skiriamas §is
rezimas parodé gebéjimag padidinti TMA infiltracija CD8+ lastelémis (234,
235). Musy duomenimis, galime spéti, kad gemcitabinas geriau stimuliuoja
CD8+CD57- skaiciaus didéjima ir per tai gerina paciento iSgyvenamuma.

Operacinés grupés pacienty iSgyvenamumui nei CD3+CD8+ bendrai nei
57+/— subpopuliacijos atskirai jokios jtakos neturé¢jo, bet CD3+CD8+CD57—
lasteliy reikSmingai sumazéja po operacijos.

Kai kurios studijos parode¢, jog T reguliaciniy limfocity periferiniame
kraujyje ir TMA PDAK sergantiems daugéja (236) ir tai blogina prognozg
(237). Chemoterapija cisplatinos / gemcitabino pagrindu gali mazinti
CD4+CD25+FOXP3+ kiekj sergantiems nesmulkialgsteliniu plauciy véziu
(188). FOLFIRINOX rezimas PDAK pacientams mazina T reguliaciniy
(FoxP3+) lasteliy tankj (234). Musy studija patvirtina T reguliaciniy lasteliy
sumazéjimg gydymo metu bendroje populiacijoje, daugiau pakrinta per
pirmus du ménesius. Ta pati mazéjimo tendencija stebéta ir operabiliy bei
neoperuoty pogrupiuose atskirai.

Neoperuoty pacienty grupéje pirmo vizito T reguliaciniy CD4+FOXP3+
kiekis buvo reikSmingas, taciau tik BI bendroje popupliacijoje, G3 naviky
grup¢je. Tai leidzia manyti, kad Siy lasteliy jtaka priklauso nuo tokiy faktoriy
kaip bloga diferenciacija ir néra savarankiskas prognostinis faktorius.

Operuotyjy Sakoje reguliaciniai limfocitai CD4+CD25+CD127+/— bei
CD4+FoxP3 buvo susije su pacienty amziumi, vyresniems jy kiekis buvo
mazesnis, taciau iSgyvenamumo analizéje jtakos nebuvo jzvelgta.

Analizuojant operacinio gydymo pacienty Saka, nustatyta CD8+
reguliaciniy limfocity poky¢iai ir reik§mé iSgyvenamumui. Pirmiausia
CD8+CD25+Foxp3+ aprasyti kaip pavieniy CD8+ timocity subpopuliacija,
fenotipu ir funkciskai panasi j CD4+ reguliacinius limfocitus. Manoma, kad
jie gali slopinti imuning sistemg nespecifikai arba antigenui specifiskai
(virusiniy, alogeniniy antigeny) per lasteliy kontakta. 2007 m. naudojantis
konfokaline mikroskopija nustatytos prostatos vézio TMA. 2009 m.
studijoje, kurioje dalyvavo 40 Zzarnyno véziu sergan¢iy pacienty, nustatytas
padidéjes CD8+CD25+Foxp3+ Kiekis periferiniame kraujyje ir vézio
audinyje, palyginti su sveikais tiriamaisiais, rySys su naviko stadija, o
izoliavus T8reg lasteles i$ audiniy ex Vivo nustatytas jy gebéjimas slopinti
autologiniy CD4+CD25— T lasteliy proliferacija ir Thl produkcija (238).
Periferiniy CD8*CD25%=*FOXP3* T limfocity kiekis HCC serganCiyjy
kraujyje taip pat padidéjes ir FOXP3 ekspresija CD8"CD25%ess T Igstelése
yra didesné nei CD8*CD25Pakios hej CD8*CD25"1918Ms T [astelése (239).
Taigi Siuo metu laikoma, kad CD8" Treg limfocity fenotipui budinga didelé
IL-2 receptoriaus o grandinés C25 ir CD122 (IL-2, IL-15 receptoriy [

99



grandiniy), adhezijos molekulés CD103, ektoenzimy CD39 bei CD73,
inhibicijos receptoriy CD152, CTLA-4, MHC-II-prisijungianc¢ios molekulés
LAG-3, bei apopotoze skatinancios molekulés FasL ekspresija. Be to, CD8+
T reguliaciniai limfocitai gali ekspresuoti ir tirpias FoxP3, IFN-y, 1L-10, IL-
34, IL-35 molekules. Reguliacinés funkcijos jvykdomos naudojantis keliais
mechanizmais: skatinama tiesioginé taikininés lastelés mirtis, neigiamy
signaly per CTLA-4 ar PD1 perdavimas antigeng prezentuojanciai lastelei,
imunosupresiniy citokiny IL-10 ir TGF-£ isskyrimas (240). Supresinis
poveikis CD4* ir CD8* efektoriniams T limfocitams naudingas transplanto
prie§ Seiminkg bei autoimuniniy ligy atvejais, o vézio atveju slopinant Sig
populiacija buty galima keisti ligos eigg (241).

Literatiros duomeny apie $iy lgsteliy reikSme kasos véziui néra. Misy
analizé atmeta CD8+CD25+CD127+/— ry$j su ligos i$plitimu operuotyjy
grupéje, bet pagrindzia jy reikSme, kaip nepriklausomo faktoriaus Bl. O tai,
kad ligos metu jy sumazéja bitent chemoterapijy grupése (FOLFIRINOX ir
gemcitabino vertinant atskirai, sumazgjimas reikSmingas) parodo ir
predikcing reikSme. Toks operacijos poveikis CD8+CD28— skaiciui
nustatytas ir nesmulkialgsteliniu plauc¢iy véziu sergantiems pacientams
(242). Ypa¢ reikSmingg CD8+CD25+CD127+/— skaitiaus jtaka
FOLFIRINOX Sakoje galima paaiSkinti didesniu chemoterapijos
veiksmingumu pacientams, kuriy imuniné sistema slopinama maziau.

Pastaruoju metu aprasomas ir § NK lasteles panasiy CD3+CD56+
vaidmuo vystantis véziui. Aptiktas jy padidéjimas HCC pacientams po
stereotaktinés radioterapijos ir didesnis kiekis 1émé geresne prognoze (196).
I NK lasteles panasiy PD-L1 ekspresija netgi gali buti laikoma potencialiu
imunoterapijos taikiniu (242). Sios subpopuliacijos lasteliy daugéja
kolorektiniu véZiu sergantiems pacientams po operacijos (169). Procentiné j
NK panasiy CD16+ lasteliy raiSka méginiuose, paimtuose prie§ operacija,
parodé trumpesnj iSgyvenamumag neprogresuojant ligai (198). Skrandzio
véziu sergantiesiems mazas $ios subpopuliacijos lgsteliy kiekis susijes su
blogu iSgyvenamumu (199). Duomeny apie CD3+CD56+ lasteliy svarbg
PDAK néra. Mes nustatéme, kad gydymo metu jy kiekis reikSmingai kinta:
padidéja po dviejy ménesiy gydymo visoje studijos populiacijoje ir
neoperuotyjy $akoje, bet operacinéje grupéje — ne. Tai galéty rodyti
slopinanéig naviko masés jtakg arba stimuliuojantj chemoterapijos poveikj.
Itakos iSgyvenamumui né vienoje studijos grupéje apciuopti nepavyko.

Absoliutus limfocity skaiCius gali buti laikomas prognostiniu faktoriumi
PDAK pacientams, ta¢iau duomenys jvairialypiai (235). Turint $iuolaikines
iStyrimo galimybes siekiama tiksliau apibiidinti, kuri i§ subpopuliacijy lemia
bendro limfocity skaiciaus kitimus ir yra prognostiSkai vertingiausia. Misy
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tyrimo duomenimis, bendras absoliutus limfocity skai¢ius reikSmingai
keitési gydymo metu. Pazengusios ligos Sakoje $§is skaiCius buvo
reikSmingas IBPL rodikliui — mazesnés pradinés vertés 1émé greitesnj ligos
progresavima. Ankstyvo vézio Sakoje jzvelgta absoliutaus limfocity kiekio
prie§ gydyma koreliacija su CA 19-9, o jtakos i§gyvenamumui nenustatyta.

Operuoty pacienty patologiné medziaga istirta tumoro ir stromos santykio
aspektu ir nustatytas rySys tik su cirkuliuojanéiais B limfocitais bei skirtumai
tarp G2 ir G3 diferenciacijos laipsniy. Tumoro ir stromos santykis itin
placiai nagrin¢jamas jvairiy solidiniy naviky studijose, tyrimo budai
varijuoja, standartizuoto metodo kol kas néra ir prognostiné, predikciné verté
dar turi bati tikslinama. 2019 m. 95 pacienty operacinéje PDAK medziagoje,
tumoro ir stromos santykj vertinant invazyvioje naviko dalyje, pacientus
suskirs€ius | dvi grupes, ry$io su dydziu, stadija ir jtakos iSgyvenamumo
rodikliams negauta. RySio su periferinio kraujo limfocity subpopuliacijomis
nebuvo tirta (243). TMA ir cirkulivojan¢ius imuninés sistemos
komponentus, jy sgveika bandoma tirti ir kity vézio lokalizacijy pacientams
(204), taciau tyrimai pavieniai, imtys mazos.

HCC atveju biitent mazesnis stromos kiekis 1émé geresnj iSgyvenamuma
po kepeny rezekcijos ar transplantacijos (140). Labai mazas tumoro ir
stromos santykio paradoksinis efektas IBPL gali biiti nulemtas imunogeniniy
ar kity stromos savybiy ankstyvuose navikuose, nors apskritai stromos
vyravimas laikomas imunosupresiniu ir navikg palaikanciu faktoriumi (244).
Minétos cirkuliuojancios B lastelés tiesioginés jtakos isgyvenamumui neturi,
bet jy poveikis TMA gali buti reikSmingas (131).

Dauguma pastaryjy mety studijy tyré tumora infiltruojanciy limfocity
aktyvuma, buvo retrospektyvinés, apsiribojo mazesniu pacienty skai¢iumi ar
susikoncentravo j vieng zymenj. Mes noréjome iStirti, ar imuninés sistemos
biklé, kurig atspindi periferinio kraujo limfocity aktyvumas, turi jtakos
priesvézinio gydymo efektyvumui, ar operacija, chemoterapija kei¢ia véziu
sergandiy pacienty imuninés sistemos biikle. Zinoma, nors periferinio kraujo
rodiklius galima lengvai jvertinti, jie gali neatspindéti tumoro aplinkos
ypatybiy.

Irodéme, kad kai kuriy limfocity subtipy lasteliy kiekis gydymo metu
kinta, taiau tie pokyciai néra reikSmingi IBPL ir Bl. Nustatyta kai kuriy
limfocity subtipy pries bet kokj gydyma jtaka iSgyvenamumo rodikliams tiek
ankstyvos, tiek pazengusios ligos grupése, gydant Siandien pripazintais
operacinio ir sisteminio gydymo metodais. Tai yra vienintelé studija,
nagrinéjanti dviejy chemoterapijos rezimy ry$] su imuninés sitemos
poky¢iais ir viena i§ nedaugelio sprendzianciy apie FOLFIRINOX rezimo
svarbg imuninei sistemai. Gauti duomenys gali biti panaudoti kuriant naujus
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sisteminio gydymo metodus, kur CD8+CD25+ Iasteliy kiekio mazinimas,
CD8+CD57— didinimas biity potencialus imunoterapijos veikimo
mechanizmas.

Misy studijos ribotumas yra maza ir heterogeniSka kohorta, trumpi
intervalai tarp kraujo méginiy émimo, randomizacijos nebuvimas, o tai jau i$
karto iSkreipia iSgyvenamumo rezultatus. Randomizacija bent pagal amziy,
funkcing biikle patikslinty jtakos iSgyvenamumui verte. Ilgesni intervalai
tarp vizity galéty atskleisti ilgalaikius chemoterapijos efektus imuninei
sistemai. Neigiami imuniniy lasteliy poky¢iy jtakos iSgyvenamumui
rezultatai gali bati paaiskinami per maza imtimi. Taigi ateityje | tyrimus
reikéty jtraukti platesnj imuniniy lasteliy spektra, pabandyti ir pazengusios
ligos grupés pacienty periferinio kraujo subpopuliacijy tyrimus susieti su
TMA, jvertinti naujesniy chemopreparaty jtaka.
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ISVADOS

Po 2 mén. gydymo (atlikus kasos rezekcijos operacija ir pradéjus
adjuvanting chemoterapija) periferiniame kraujyje reikSmingai
padidéja citotoksiniy CD3+CD8+ lasteliy ir sumazéja T reguliaciniy
CD4+FoxP3+, CD8+CD25+ kiekis bei CD4/CD8 santykis.

Kasos audinio tumoro ir stromos santykis neigiamai koreliuoja su

cirkuliuojan¢iy B CD19+ limfocity Kiekiu kraujyje prie§ radikalig

operacija.

Po 2 mén. gydymo tik sistemine chemoterapija (pazengusios ligos

grupéje) reikSmingai sumazéjo NK  CD3-CD56+CD16+, CD3-

CD56+CD16—, T reguliaciniy CD4+FoxP3 irpadidéjoj NK

panasiy CD3+CD56+ lasteliy.

Nustatyti Sie prognostiniai rodikliai:

a. operuotyjy  grupé¢je mazesné¢  pradiné T reguliaciniy
CD8+CD25+CD127+/— verté susijusi su geresniu bendruoju
iSgyvenamumu;

b. mazas tumoro ir stromos santykis lemia geresnj i§gyvenamuma
neprogresuojant ligai;

C. pazZengusios ligos (neoperuoty) grupéje didesné
pradiné CD8+CD57 — lasteliy verté susijusi su geresniu
iSgyvenamumu  neprogresuojant  ligai  ir  bendruoju
iSgyvenamumu.
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PRAKTINES REKOMENDACIJOS

Atsizvelgdami | S§ios disertacijos iSvadas sidilytume Sias praktines
rekomendacijas.

Ligoniams prie§ radikalig operacija dél kasos vézio rekomenduotume
atlikti CD8+CD25+ kiekio kraujo serume ir operacinéje medziagoje tumoro
ir stromos santykio tyrimg. Sprendziant dél adjuvantinio gydymo reikéty
atsizvelgti i Sivos du rodiklius ir esant itin dideliam, > 0,5 lasteliy/pl, ir
didesniam nei 0,1621405305 tumoro ir stromos santykiui batinai taikyti
pooperacing chemoterapija. Pacientams prie§ sisteming pirmos eilés
chemoterapija reikéty atlikti CD8+CD57— lasteliy tyrima ir, esant itin
mazam kiekiui, < 194 lgstelés/ul, rekomenduoti gemcitabino monoterapija ar
jo kombinacinius rezimus.
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SANTRAUKA

SUMMARY

The influence of circulating Iymphocyte changes and tumor
microenvironment factors on survival prognosis of patients with pancreatic
ductal carcinoma

ABBREVIATIONS

BMI — body mass index

BRCA — breast cancer gene

BSA — body surface area

CA 19-9 — tumor marker carbohydrate antigen 19-9

CD - a cluster of differentiation.

CI — confidence interval

CT — computed tomography

ECOG - Eastern Cooperative Oncology Group
FOLFIRINOX — chemotherapy regimen of oxaliplatin, leucovorin, irinotecan,
fluorouracil

FOLFOX — chemotherapy regimen of oxaliplatin, leucovorin, fluorouracil
GOT - glutamine oxaloacetate transaminase

GPT — glutamine pyruvate transaminase

HCC — hepatocellular carcinoma

HR — hazard ratio

LYM — lymphocytes

NK — natural killers

OS - overall survival

PD-L — Programmed death-ligand

PARP — Poly (ADP-ribose) Polymerase

PDAC — pancreatic ductal adenocarcinoma

PFS — progression-free survival

SD — standard deviation

TME — tumor microenvironment

VUHSK - Vilnius University Hospital Santaros klinikos
WBC — white blood cell
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1. INTRODUCTION

Pancreatic cancer (pancreatic ductal adenocarcinoma, PDAC) is one of the
most aggressive oncological diseases (1). The unique anatomy of the organ
determines diagnostic difficulties and poor survival, the rapid development of
cancer, the absence of preventive screening programs, various tumor barriers,
and the sluggishness of the immune system (2).

Pancreatic cancer is usually diagnosed already with symptoms: of jaundice
or pain; then, for most patients, surgical treatment and complete removal of the
tumor is no longer possible (3). Thus, early-stage tumors can be removed
entirely; adjuvant chemotherapy is still recommended for most patients after
surgery (4). Locally advanced pancreatic tumors are treated with neoadjuvant
chemotherapy to reduce volume and invasion of vascular structures and remove
residual tumor masses (5). Metastatic stage IV disease is treated with
combinations of systemic chemotherapy drugs (6).

Chemotherapy is recommended for the treatment of PDAC in routine
clinical practice. The selection of effective drugs for this group has increased
recently, and liposomal, protein-conjugated forms are recommended (7,8). Such
new possibilities significantly improve the survival of some patients, but
breakthroughs in treating the disease do not occur. Another class of drugs,
targeted therapies, appear helpful only in specific groups of pancreatic cancer
patients with particular mutations. Angiogenesis inhibitors treat other
oncological diseases, and tyrosine kinase inhibitors are poorly active in PDAC.
Immunotherapy methods, which have radically changed the survival trends of
patients with other solid oncological diseases (melanoma, lung cancer), are also
ineffective in pancreatic cancer due to the particularly expressed stroma and
low amount of immune cells in the tumor. Of course, research with new drugs
of this class continues, new signaling pathways and significant antigens are
sought, and efforts are made to activate the immune response to enable T cells
(9,10).

Elucidation of prognostic and predictive biomarkers is essential in searching
for new treatments. In daily clinical practice, the single marker CA 19-9 is used
prognostically and for the assessment of treatment efficiency and monitoring
for disease recurrence. However, some patients do not secrete it, and
cholangitis and other inflammatory processes can cause an increase (11,12).
The only marker with predictive value is the study of BRCA mutations, which
shows increased sensitivity to platinum agents and the potential benefit of
targeted therapy with PARP inhibitors (13).

Thus, the search for new markers, especially the evaluation of the factors of
the immune system at this time, when special attention is paid to immuno-
oncology, the influence of chemotherapy and other treatment methods on the
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immune system is clarified, and the combination of several classes of drugs is
tried to be essential. It is already known that the abundance and location of
cytotoxic CD3+CD8+ lymphocytes in the center of the tumor leads to better
patient survival, the influence of natural killer (NK cells), B cell infiltration on
survival is not apparent, and CD4+ helpers - harmful. Changes in circulating
lymphocytes during treatment with newer chemotherapy agents, the effect on
survival outcomes, and the relationship between peripheral blood and TME
levels in the PDAC patient population are unclear (14-18).

This dissertation aims to clarify the influence of the factors of the patient's
immune system and other elements of the tumor environment on the prognosis
of survival and the possible predictive value, as well as the effect of modern
chemotherapy on the immune system.

1.1. Dissertation aims and objectives

To assess the initial values and changes of peripheral blood lymphocytes
during treatment and the relationship with factors of the tumor
microenvironment, the influence on the survival of patients with pancreatic
cancer

1. The evaluation of B and T lymphocyte values in the blood before and
after radical surgery for pancreatic cancer after starting chemotherapy
treatment.

2. The evaluation of the properties of pancreatic cancer tissue and their
relationship with peripheral blood lymphocyte data (for patients
undergoing radical pancreatic resection operations).

3. The evaluation of the values of B and T lymphocytes in the blood
during treatment with palliative chemotherapy (if indicated, palliative
operations can be performed for these patients).

4. ldentification of the influence of initial values of B and T lymphocytes,
changes during treatment, and characteristics of the tumor environment
on survival until progression and overall survival.

1.2. Statements to be defended

1. Surgery and adjuvant chemotherapy for pancreatic cancer affect
changes in the number of lymphocyte subpopulations in peripheral
blood.
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2. There is a relationship between the cancer microenvironment
(tumor-stroma ratio) and circulating peripheral blood lymphocyte
subpopulations.

3. Systemic chemotherapy applied to pancreatic cancer changes the
amount of lymphocyte subpopulations in the peripheral blood of
patients with advanced and metastatic pancreatic cancer.

4. Baseline values of peripheral blood lymphocyte subpopulations
(when studied before any applied treatment), changes during
treatment, and characteristics of the cancer microenvironment are
related to survival.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Study design, patients’ selection and samples collection

The dissertation work was analyzed using data from the study initiated by
a VUHSK doctoral student, "Research on lymphocyte subpopulations and
other cell changes and their effect on recurrence and survival prognosis of
intraductal adenocarcinoma of the pancreas".

The study included 209 subjects treated at VUHSK Abdominal Surgery
and Hematology, Oncology, and Transfusion Centers from 02.08.2018 to
03.22.2022.

Patients were enrolled in the study by investigators based on the
following inclusion criteria: persons from 18 years of age; Confirmed
pancreatic intraductal adenocarcinoma, disease stage 1A, IB, 1A, 1B, llI,
IV; Signed an informed consent form; ECOG 0-3; possible surgical and
chemotherapy treatment. Exclusion criteria: surgery with or without
chemotherapy cannot be used; suffering from tumors other than
adenocarcinoma; suffering from autoimmune diseases or infectious diseases
that may affect the number of lymphoid subpopulations.

The clinical examination was carried out by treating doctors and
researchers; laboratory tests were carried out at VUHSK Laboratory
Medicine Center, and peripheral lymphocyte subpopulation tests were
performed at its department in the Laboratory of Hematology and General
Cytology. The patients were subjected to the usual tests used in clinical
practice to assess the general condition and the spread of cancer.

The Vilnius Bioethics Committee approved the study on July 4, 2017,
with permit number 158200-17-935-437, and the changes were approved on
June 30, 2020. The study protocol complies with the principles of the
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Declaration of Helsinki. All subjects agreed to participate in the study and
signed an informed consent form.

The data of 196 patients out of 209 included in the mentioned clinical
trial were analyzed in the Dissertation work. Other patients were not
analyzed for various reasons that led to non-compliance with the inclusion
criteria: after surgery, the assessment of the histological examination,
primary tumor localization changed, they refused to continue participating in
the study, and chronic diseases that could change the numerical values of
lymphocytes were revealed.

During the research, the following data were collected, which were used
for the analysis of the dissertation work: age, gender, surgery performed,
chemotherapy regimen, tumor factors: T, N, M categories, stage, histological
subtype, lymphovascular, perineural invasion, the radicality of resection;
height, weight, BMI; the presence of ascites; values of CA 19-9; survival
time to disease progression; overall survival time; number of applied for
systemic treatment courses; cause of death; total leukocytes, lymphocytes,
subpopulations with markers CD19+, CD3+, CD3+CD56+, CD8+CD57+,
CD3+CD57+, CD3+CD4+, CD3+CD8+, CD3-CD4-CD8-, CD3-
CD56+CD16+, CD3+CD56+, absolute amount of CD16-,
CD3+CD4+CD25+CD127+/-, CD3+CD4+FoxP3+,
CD3+CD8+CD25+CD127+/-, CD3+CD8+FoxP3+; percentage expression
of lymphocytes, CD3CD8+CD57+ and CD3+CD8+CD57- (out off
CD3+CD8+); CD4+/CD8+ ratio; tumor-stroma ratio.

The patients were treated according to the treatment recommendations
approved at the institution at that time after pancreatic cancer was diagnosed
according to the histological examination of the biopsy material, and a
computerized tomography examination was performed and discussed in a
multidisciplinary council with the participation of abdominal surgeon,
radiologist, medical and radiation oncologists. Biopsy material was obtained
after a percutaneous core biopsy or during bypass surgery. Patients included
in the study are conditionally divided into two groups. One group comprises
subjects whose disease is early or slightly locally advanced; their tumor was
first removed (pancreatoduodenal force-preserving resection or pancreatic
resection), after which some patients were given chemotherapy for 3-6
months. The other group includes patients with locally advanced, inoperable
tumors and distant metastases. A few patients whose tumors were assessed
as inoperable, marginally operable, but after treatment with chemotherapy,
significantly decreased and were removed were assigned to the second
group. Cancer is considered operable when it does not involve any vascular
structures: abdominal trunk, superior saphenous artery, or common hepatic
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artery, does not contact the superior saphenous or portal veins, or contacts
the veins less than 180° without damaging their contour. In the first groups
of some patients, if the disease manifested itself in jaundice, endoscopic
retrograde cholangiopancreatography and stenting of the bile ducts were
performed, waiting until jaundice subsided and surgery was performed. If
patients had first, second, or operable stage three disease, they underwent
surgery and, depending on the final pathology diagnosis, were followed up
or received adjuvant chemotherapy with a modified FOLFIRINOX regimen
or gemcitabine monotherapy. The regimen of mFOLFIRINOX consists of
oxaliplatin (85 mg/m2 BSA), irinotecan (150-180 mg/m2 BSA), leucovorin
(400 mg/m2 BSA), and fluorouracil (2400 mg/m2 BSA), repeated every two
weeks. 6-12 cycles were prescribed (treatment duration 3-6 months).
Gemcitabine monotherapy was prescribed 1000 mg/m2 BSA on days 1, 8,
and 15, repeating the cycle every four weeks; six cycles were prescribed
(treatment duration 5.5 months). The chemotherapy regimen was selected,
considering the patient's general condition and the presence of concomitant
diseases, subjectively assessed, according to the attending physician's
decision. Some patients in the second group underwent palliative bypass
surgery to restore patency and treat jaundice. Non-operated patients were
treated with one of the regimens: mFOLFIRINOX (fluorouracil, leucovorin,
irinotecan, oxaliplatin) or gemcitabine monotherapy, as recommended by
international and hospital guidelines.

The regimen was selected considering the patient's general condition and
concomitant diseases. The regimen is selected, and the treating medical
oncologist calculates and modifies the dose. Chemotherapy in advanced
disease lasted a maximum of 12 cycles in the mFOLFIRINOX regimen and
six cycles in the weekly gemcitabine regimen. Dose intensity and
maintenance of cyclicity were not evaluated in this study.

The general scheme of the study is presented in Figure 1. A total of 196
patients were included in the study, and a four-group analysis was
performed. First, all patients included in the study were analyzed as
indicators of lymphocyte subpopulations related to age and disease stage.
Later, changes in lymphocyte subpopulations were evaluated after 2 and 4
months from the start of any treatment (surgery or chemotherapy). Finally,
we analyze the impact on survival in the inoperable and operated patient
groups. The final analysis assessed the relationship between circulating
lymphocyte subpopulations and tumor stromal ratio, the latter's influence on
survival.
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2.2. Analysis of patient samples

Demographic characteristics, comorbidities, ECOG status, BMI, serum
hemoglobin, platelet count, GOT, and GPT were collected before any
treatment: surgery or first cycle of chemotherapy, alkaline phosphatase, CA
19-9.

A blood test for the evaluation of lymphocyte subpopulations was
performed before any treatment (first visit) after two months. And then every
three months. in the operated group and every two months in the advanced
disease group.

The course of the disease was assessed by radiological methods: three-
phase, high-resolution computed tomography of the chest, abdomen, and
pelvis. Disease progression is defined as the appearance of new metastatic
foci, an increase in the CA 19-9 serum marker, or a worsening of symptoms,
as assessed in daily clinical practice.

Before flow cytometry analysis, an automated hematological assay was
performed to determine the total leukocyte count and their differentiation. A
Sysmex XN-1000 (Japan) hematology analyzer was used to analyze
leukocytes and lymphocytes quantitatively. Later, patient samples were
prepared for eight-color cytometry analysis by staining biomarkers of cell
surface and internal structures with monoclonal antibodies. The cell
membrane permeabilization step was used to stain the intracellular structures
of the cells. In order to determine the absolute cell count, Lyse No Wash
technique was used for sample staining and incubation with a known amount
of TruCount microspheres in tubes (Becton Dickinson, USA). Antibodies for
detecting surface and intracellular antigens were added to 100 ul of
peripheral blood anticoagulated with ethylenediaminetetraacetic acid: CD45-
V450, CD19-V500, CD3-PerCP, CD4-APC-H7, CD8-PE-Cy7, CD25-FITC,
CD127-PE, cFoxP3-APC, CD16-PE, and CD56-APC.

Stained samples were evaluated with a FACSCanto Il flow cytometer
(Becton Dickinson, San Jose, CA, USA), and data were analyzed by FACS
Diva version 8.0.2. software (Becton Dickinson). A sequential stepwise
gating technique for cell populations was used for data analysis, and the
results were presented in biexponential dot plots. The ratio of CD4/CD8
cells and percentages of extracts of some populations were calculated. The
obtained data are tabulated for statistical analysis.

Microscopic preparations, stained with hematoxylin and eosin, archived
at the State Pathology Center, and the most representative blocks preserved
in formalin, fixed in paraffin, reflecting the structures of the tumor and
nearby pancreatic tissue, were selected for TME evaluation. Microtome
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sections of 3 um thickness were made from the selected blocks, placed on
object slides, and stained with CD3 antibodies (Dako, clone C8/144B,
dilution 1:100, Denmark). IHC reactions were performed on Roche Ventana
BenchMark ULTRA machines (Ventana Medical Systems, Tucson, USA).
The ultraView Universal DAB Detection kit (Ventana Medical Systems) was
used for visualization. IHC preparations were digitized with a ScanScope XT
scanner (Leica Aperio Technologies, Vista, CA, USA) using a 20x
objective. Image analyses were performed using HALO software (version
3.0311.174; Indica Labs, Corrales, USA). HALO Al is a tissue classifier
based on deep learning networks that segment tumor epithelium, stroma,
background and artifacts, and glass).

2.3. Statistics

Descriptive statistics (distribution (%), median (interquartile range, Q1—
Q3) were used to assess demographic, clinical, and laboratory
characteristics). Continuous variables were tested for normal distribution
using the Shapiro-Wilk test. Most of the studied variables were non-
normally distributed. Considering this, the hypotheses' non-parametric
statistical methods are used for verification.

Fisher's exact test was used to determine demographic and clinical data
differences between study groups. Abnormally distributed continuous
variables of two independent groups were compared using the Mann-
Whitney—Wilcoxon rank sum criterion (in this way, the influence of gender,
metastasis, presence of lymphovascular, perineural invasion, and differences
between two visits was evaluated). Non-normally distributed continuous
variables of more than two independent groups were compared using the
Kruskal-Wallis rank criterion (this is how the relationship between degrees
of differentiation, stages, and subpopulations was assessed). The correlation
between two continuous variables was assessed by calculating Spearman's
coefficient. This evaluated the association between age, CA 19-9, BMI, and
various lymphocyte subpopulations.

In order to determine the relationship of various variables with
continuous and categorical endpoints (progression-free survival, overall
survival), univariate logistic regression models were constructed
accordingly. In order to identify variables that are independently associated
with categorical outcomes, multivariable logistic regression models with
stepwise selection of variables were constructed accordingly.
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Progression-free survival (PFS) is defined as the period from surgery (in
the operated group) or first chemotherapy (in the non-operated group) to
disease progression or death if the cause was PDAC.

Overall survival (OS) - as the period from surgery (in the operated group)
or the first dose of chemotherapy (in the non-operated group) to death.
Patients were censored at the last follow-up day if the disease did not
progress (PFS) or remained alive (OS).

Survival trends and mean (95% confidence interval [CI]) survival were
analyzed by the Kaplan—Meier method, with log-rank and Breslow tests for
differences. Since the final cut-offs for all analyzed markers are unknown, in
the survival analysis, lymphocyte subpopulations were divided into two or
four groups (less than and more significant than the median or by quartiles)
to analyze differences in survival. A p-value < 0.05 was used to define
statistically significant results. Statistical analysis was performed using IBM
SPSS Statistics (version 23.0; IBM Corp., Armonk, NY, USA).

3. RESULTS
3.1. Selection of research subjects for dissertation work

The study included 209 subjects treated at VULSK Abdominal Surgery
and Hematology, Oncology and Transfusion Medicine Centers from
02.08.2018 to 03.22.2022.

The data of 196 patients out of 207 included in the aforementioned
clinical trial were analyzed in the Dissertation work (Fig. 1). Other patients
were not analyzed due to various reasons that led to non-compliance with the
inclusion criteria: changes in the histological examination after surgery (four
patients), evaluation of the localization of the primary tumor (two), refusal to
continue participating in the study (one), chronic diseases that can change
the numerical values of lymphocytes ( two), impaired laboratory activity, no
blood test at the first visit (two), initially assessed as an operable disease, but
only bypass joint surgery was performed, so no longer included in the
analysis (two).

When analyzing the results, we divide the entire study sample into two
groups according to the stage of the disease and the curative surgery
performed, and the goal of treatment (cure or only control of the disease).
Therefore, the initial values of lymphocyte subpopulations and changes
during treatment (after two months from the initiation of therapy) are
evaluated in the entire study sample and the survival results in the mentioned
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groups. For 41 patients, the data from three visits (after two months and after
4 or 5 months) were collected and evaluated.

3.2. Relationship between circulating lymphocyte subpopulations and
pancreatic cancer development

The relationship between sex, age, disease stage, the first visit (the first
day of chemotherapy administration or surgery), and the total humber of
lymphocytes in 195 patients were evaluated.

The median age of the entire study population was 66 years. It ranged
from 18 to 86 years. The age distribution is shown in the histogram (Fig.2a).
Study included 110 (56.4%) women and 85 (43.6%) men. The median
overall survival of the entire study population was 12 months (0-57).
Survival data are shown in the histogram (Fig. 2b). Nine patients died within
the first two months of inclusion in the study.

Total leukocytes (Z=-4.093, p<0.0001), B lymphocytes CD19+ (Z=-
2.088, p=0.037), CD8+CD57+ (Z=-2.17, p=0.03) levels reliably differed
between sexes.
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Total included patients

207

Excluded due to a change in
postoperative diagnosis, refusal
to participate, or other reasons

13
Advanced disease group:
Early disease group: surgery patients with bordline,
with or w/o adjuvant inoperable, or metastatic cancer
chemotherapy treated with first-line
chemotherapy
88 106

Fig. 1: Distribution of all patients included in the study for the various
analyses
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Fig. 2: Distribution of patients in the entire study by age (a) and survival (b).

It was found that in our cohort, the absolute number of lymphocytes (y2=
12.7, p=0.013, df = 4), CD19+ (y2= 11.3, p=0.023, df = 4), all CD3+
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lymphocytes (2= 10, 6, p=0.031, df = 4) and CD3+CD4+ (y2= 94, p =
0.051, df = 4) and CD3+CD4-CD8- (y2= 14.1, p=0.007, df = 4 ) the amounts
of subpopulations depended on the stage of the disease (at the time of
diagnosis), i.e., all the cells mentioned above were found to be the least in
stage 1V patients, and CD4+CD25+CD127+/- decreased significantly with
age (r(193)=-0.195, p = 0.006). The results are reflected in Fig. 3.

180000

Mean of total LYM {x10°801) at 1st visit
Mean of CD3 cells/pl 15t visit

IG-H ]
Stages group Stages group

3a) The number of lymphocytes at the first visit depends on the stage of the
disease.

3b) The level of the CD3+ lymphocyte subpopulation at the first visit
depends on the stage of the disease.
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3c) The amount of the CD3+CD4+ lymphocyte subpopulation at the first
visit depends on the stage of the disease.

3d) The amount of the CD3+CD4-CD8- lymphocyte subpopulation at the
first visit depends on the stage of the disease.
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3e) CD4+CD25+CD127+/- lymphocyte subpopulation levels at the first visit
were age-dependent.

3.3. Characteristics of the patients
3.3.1. Early disease group

Eighty-eight patients with a median age of 67 (SD = 10.86) years,
ranging from 18 to 86 years, were included in the surgical treatment group.
The majority were women, 50 (56.8%), all patients had an excellent
functional status according to ECOG 0 and 1, and the BMI of the majority
was between 18.5 and 30kg/m2, 64 (72.7%). Concerning the disease: the
vast majority were tumors of G2 and G3 differentiation 84 (95.5%), stages
1B and Ill 65 (73.9%), the lymphovascular invasion was observed in 66
(75%), 38 (43.2%) ) perineural invasion, the resection margin was more
often negative, RO resection was achieved in 53 (60.2%), cancer was
detected in the pancreatic head in 63 (71.6%), vascular resection was not
performed in 74 (84.1%). Among the histological variants, the diagnosis of
pancreatic ductal carcinoma prevailed but included four adenosguamous
cells, three mucinous cystadenocarcinomas, one each of anaplastic, "foam"
cell, dedifferentiated and acinic cell carcinoma, CA 19-9 marker, when
evaluated before treatment, was lower than 1000kU/I in 68 pts ( 73.2%).

A more detailed overview of how these characteristics were distributed
by the study group (patients who did not receive postoperative chemotherapy
and received one of the chemotherapy regimens) is presented in Table 1.
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Table 1. Overview of the clinical characteristics of the group of resectable patients (88 patients), dividing them into three
groups according to the postoperative treatment

Characteristics No chemotherapy (N =25) | FOLFIRINOX (N = 30) Gemcitabine (N = 33) P value
Age, years
Median 73 62.3 65.0 <0.001
Range 42-86 30-79 18 -80
Sex, n (%)
Female 17 (68) 13 (43.3) 20 (60.6) 0.391
Male 8 (32) 17 (56.7) 13 (39.4)
Size of the primary tumor (%)
T1 4 (16) - 1(3) 0.137
T2 13 (52) 20 (66.7) 15 (45.5)
T3 6 (24) 9 (30) 13 (39.4)
T4 2(8) 1(3.3) 4 (12)
Status of the regional lymph nodes, n (%)
NO 17 (68) 5 (16.7) 3(9.1) <0.001
N1 6 (24) 11 (36.7) 17 (51.5)
N2 2(8) 14 (46.7) 13 (39.4)
Stage group — no. (%
1A 4 (16) - - <0.001
IB 7(28) 2(6.7) -
A 5 (20) 2 (6.7) 2(6.1)
11B 6 (24) 11 (36.7) 13 (39.4)
1l 3(12) 15 (50) 17 (51.5)
\Y; - 1(3)
Resection margin — no. (%)
RO 17 (68) 18 (60) 18 (54.5) 0.583
R1 8 (32) 12 (40) 15 (45.5)
Hystological subtype — no (%)
Pure adenocarcinoma 24 (96) 28 (93.3) 25 (75.8) 0.724
Other subtypes 1(4) 2 (6.6) 8(24.2)
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Characteristics No chemotherapy (N =25) | FOLFIRINOX (N = 30) Gemcitabine (N = 33) P value
Lymphovascular invasion — no (%) 14 (56) 27 (90) 25 (75.8) 0.018
Perineural invasion— no (%) 11 (44) 15 (50) 12 (36.4) 0.545
Diferentiation grade, no (%)
Gl 2(8) - 2(6.1) 0.386
G2 15 (60) 15 (50) 15 (45.5)
G3 8(32) 15 (50) 16 (48.5)
Tumor localisation
Head 15 (60) 24 (80) 24 (72.7) 0.544
Body 3(28) 4 (13.3) 5(15.2)
Tail 7(3) 2(6.7) 4(12.1)
Surgery
V. portae resection — no (%) 5 (20) 0 6 (18.2) 0.016
V mesenterica superior resection— no (%) - 2 (6,7)
Arterial resection — no (%) - 0 1(3)
ECOG status- no (%)
0 23(92) 26 (86.7) 28 (84.8) 0.785
1 2(8) 4 (13.3) 5 (15.20)
CA19-9 (kU/L), no (%)
<37 12 (48) 9 (30) 13 (39.4) 0.308
37 - 1000 9 (36) 13 (43.3) 15 (45.5)
1001 - 12000 4 (16) 5(16.7) 5(15.1)
>12000 - 3(10) -
BMI (kg/m?) category, no (%)
BMI <185 1(4) - 2(6.1) 0.471
18.5 <BMI <25.0 8(32) 15 (50) 13 (39.4)
25.0 <BMI<30.0 9 (36) 8(26.7) 11 (33.3)
30.0 <BMI<35.0 7(28) 4 (13,3) 6 (18.2)
35.0 <BMI - 3(10) 1 (3)
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3.3.2. Group of patients with advanced and metastatic disease

A total of 106 patients were enrolled in the study. Fifty-six patients were
treated with mFOLFIRINOX, and 46 were treated with gemcitabine
monotherapy. Four patients could not be treated because of rapid
deterioration. Baseline (visit one) samples were collected from 106 patients,
and 46 patients’ data from two visits were available: 25 patients from the
FOLFIRINOX arm and 21 from the gemcitabine arm. The patient
characteristics in both group of chemotherapy regimens are depicted
in Table 2. Only the ECOG status was significantly different between the
groups.

Table 2. Summary of clinical characteristics of 102 unresectable patients
treated with chemotherapy

Characteristic FOLFIRINOX Gemcitabine P
(N =56) (N = 46) value

Age, years

Median 61.5 70.0 0.086

Range 43-78 55-84

Sex, n (%)

Female 37 (66.1) 22 (47.8) 0.104

Male 19 (33.9) 24 (52.2)

Evidence of distant metastasis, n

(%)

MO 22 (39.3) 17 (37.0) 0.929

M1 34 (60.7) 29 (63.0)

Ascites presented, n (%)

Yes 52 (92.9) 6 (13.0) 0.191

No 4(7.1) 40 (87.0)

Tumour grade, n (%)

Gl 1(1.8) 1(2.2) 0.178

G2 33 (58.9) 21 (45.7)

G3 22 (39.3) 24 (52.2)

ECOG performance status score, n

(%)

0 37 (66.1) 18 (39.1) 0.004

1 17 (30.4) 20 (43.5)

2 2 (3.6) 8 (17.4)

Level of CA 19-9 (KU/L), n (%)

37<CA 19-9<100 9(16.1) 7(15.2) 0.833

100 < CA 19-9 < 1000 16 (28.6) 17 (37.0)
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Characteristic FOLFIRINOX Gemcitabine P

(N =56) (N =46) value
1000 < CA 19-9 < 12000 19 (33.9) 11 (23.9)
12000 < CA 19-9 12 (21.4) 11 (23.9)
BMI (kg/m?) category, n (%)
BMI <185 1(1.8) 1(22) 0.345
18.5 < BMI < 25.0 27 (48.2) 23 (50.0)
25.0 < BMI < 30.0 13 (23.2) 17 (37.0)
30.0 < BMI < 35.0 12 (21.4) 4(8.7)
35.0 < BMI 1(1.8) 1 (22

3.3.3. Analysis of patients of all stages, whose data were collected from
three visits

The median age in the selected cohort was 63.0+11,84 years; 15 (36.6%)
individuals underwent surgery and adjuvant chemotherapy, and three (7.5%)
surgery alone for early PDAC. Twenty-three (56.1%) individuals were
treated with chemotherapy alone for advanced or metastatic disease.
Thirteen individuals (34,2%) received the FOLFIRINOX regimen, and 25
(65,8%) gemcitabine alone in the adjuvant or metastatic setting. Most
patients in our cohort had aggressive disease (G2, G3). The results of tumor
marker CA 19-9, white blood cells, lymphocyte count, and an analysis
across subpopulations are shown in Table 3.

Table 3. Summary of clinical characteristics of all 41 patients

Characteristics Value

Cohort size 41
Demographics

Female (no., %) 25 (61%)

Male (no., %) 16 (39%)

Median age at diagnosis (years) 63.0 (SD 11.84)
Localisation of tumor

Head 30 (73%)

Body 2 (5%)

Tail 9 (22%)
Tumour stage

I 1 (2.4%)

I 5 (12.2%)

I 17 (41.5%)

v 18 (43.9%)
Lymph node status

NO 11 (26.8%)
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Characteristics Value

N+ 30 (73.2%)
Distant metastasis

MO 32 (78%)

M1 9 (22%)
Tumour grade

Grade 1 2 (4.9%)

Grade 2 20 (48,8%)

Grade 3 16 (39%)

Indeterminate grade 1(2.4 %)
Not adenocarcinoma hystologies 1 anaplastic,

2 indeterminate,
1 acinar,

1 adenosquamous

Type of treatment

Surgery 18 (43,9%)

Adjuvant chemotherapy 15 (36.6%)

Chemotherapy 1st line 23 (56.1%)
Chemotherapy regimen

mMFOLFIRINOX 13 (34.2%)

Gemcitabine 25 (65.8%)

3.4. Correlation of peripheral blood lymphocyte subpopulations with clinical
and tumor characteristics

3.4.1. Correlation in the early diseases’ group.

The relationship between clinical characteristics and individual
lymphocyte subpopulations was further investigated, and the obtained data
are shown in Figure 5.

A negative correlation was found between age and the total number of
leukocytes (r(df) = - 0.233, p=0.029). A negative correlation was found
between age and the total number of lymphocytes (r(df) = - 0.219, p=0.04).
A negative correlation was found between age and CD19 cells (r(df) = -
0.232, p=0.03). A negative correlation was found between age and
CD4+CD25+CD127+/- T regulatory cells (r (df) = -0.248, p=0.02) (Fig. 4a).
A negative correlation was found between age and CD4+FOXP3+ T
regulatory cells (r (df) = -0.254, p=0.017) (Fig. 4b). There was a significant
difference between the sexes in the total leukocyte amount (U = 688.00,
p=0.027). A negative correlation was found between CA19-9 and absolute
lymphocyte count (r(df) = - 0.215, p=0.044). A negative correlation was
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found between CA 19-9 and CD19+ cells (r(df) = - 0.262, p=0.014) (Fig.
4c). A negative correlation was found between CA 19-9 and CD3+CD4+
cells (r(df) = - 0.223, p=0.037). A negative correlation was found between
CA 19-9 and CD3-CD56+CD16- cells (r(df) = - 0.227, p=0.033). A negative
correlation was found between BMI and CD3-CD56+CD16+ NK cells (r(df)
=-0.382, p<0.001) (Fig. 4d). A positive correlation was found between BMI
and CD3-CD56+CD16- cells (r(df) = - 0.344, p=0.001).
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Fig. 4b Negative correlation between age and CD4+FOXP3+ T regulatory
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Fig. 4c Negative correlation between CA 19-9 and CD19+ B cells in the
resectable patients’ group

Fig. 4d Negative correlation between BMI and CD3-CD56+CD16+ NK
cells in the resectable patients’ group
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3.4.2. Correlation in the group of patients with advanced and metastatic
disease

The association between individual demographic indicators and
lymphocyte subpopulations was assessed at the first visit. Correlation
analysis revealed no relationship between the circulating subset counts and
patient age. There were differences in total WBC (U [females, N = 60; males
N = 45] = 825.50, z = -3.40, p = 0.001) (Fig. 5a) and cytotoxic CD8+CD57+
(U [females, N = 60; males, N = 45] = 1,033.00, z = -2.05, p = 0.04) (Fig.
5b) counts according to sex. Total lymphocytes (U [MO, N=40; M1, N = 65]
= 863.50, z = -2.88, p = 0.004) (Fig. 6a), B cells CD19+ (U [MO, N= 40;
M1, N = 65] = 902.00, z = -2.63, p = 0.009) (Fig. 6b), T helper CD3+CD4+
(U [MO, N=40; M1, N = 65] = 946.00, z = -2.34, p = 0.019) (Fig. 6c) and
CD3-CD56+CD16- (U [MO, N= 40, M1, N = 65] = 981.00, z = -2.105, p =
0.035) (Fig. 6d) cell counts differed between patients with and without
distant metastases. Total WBC (H [2] = 6.540, p = 0.038), (Fig. 7a) T helper
CD3+CD4+ (H [2] = 6.277, p = 0.043)(Fig. 7b), and
CD4+CD25+CD127+/- (H [2] = 8.209, p = 0.017) counts correlated with
tumor differentiation grade. A statistically significant positive correlation
was observed between CA 19-9 level and CD8+FOXP3+ count (r [100] =
0.239, p = 0.015). Body mass index was also positively correlated with
NKT-like CD3+CD56+ cells (r [100] = 0.21, p = 0.032) (Fig. 8a) and
cytotoxic CD8 + CD57 + T cells (r [100] = 0.23, p = 0.018) (Fig. 8b).

z=-340,p = 0.001 z2=.205,p—0.04

WEC count (x 10°9/1)
CD8+CD57+ cells/pl

s &0 ]

Sex Sex

Fig. 5a Differences in the amount of leukocytes between the sexes in the
unresectable patients’ group, at visit 1

Fig. 5b Differences in the number of CD8+CD57+ cells/ul between sexes in
the unresectable patients’ group at visit 1
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Fig. 6a Differences in leukocyte counts between patients with locally
advanced and metastatic disease at visit 1
Fig. 6b Differences in CD19+ B lymphocytes between patients with locally
advanced and metastatic disease at visit 1
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Fig. 6c CD3+CD4+ T helper differences between patients with locally
advanced and metastatic disease at visit 1
Fig. 6d Differences in CD3-CD56+ lymphocytes between patients with

locally advanced and metastatic disease at visit 1
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Fig. 7a Differences in the number of leukocytes between different degrees of
differentiation, in the unresectable patients’ group, at visit 1

Fig. 7b Differences in the amount of CD3+CD4+ helpers between different
degrees of differentiation, in the unresectable patients’ group, at visit 1
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Fig. 7c Differences in the amount of CD4+CD25+CD127+/- T regulatory
lymphocytes between different degrees of differentiation, in the unresectable
patients’ group, at visit 1
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Fig. 8a Correlation of the amount of CD8+CD57+ lymphocytes at visit 1
with BMI in the unresectable group
Fig. 8b Correlation of the amount of CD8+CD56+ lymphocytes at visit 1
with BMI in the unresectable group

3.5. Influence of the applied treatment on subpopulations of peripheral blood
lymphocytes

3.5.1. Early stages, resectable group (two visits)

After examining the patients' blood after two months. Since the start of
treatment, the value of the CA 19-9 marker and the amount of
CD4+FOXP3+ T regulatory,

CD8+CD25+CD127+/- cells and the CD4/CD8 ratio have significantly
decreased, CD3+CD8+ T cells have increased (Table 4).

These changes were not significant in all groups. The amount of CA 19-
9, CD4+FOXP3+ T regulatory cells, CD8+CD25+CD127+/- cells, and
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CD4/CD8 ratio decreased the most in those treated with chemotherapy. And
CD3+CD8+ T cells significantly increased in the untreated with
chemotherapy group (Table 5)

Table 4. Changes in laboratory indicators (CA 19-9, lymphocyte
subpopulations) two months after the start of treatment in the resectable
group

*Only patients with samples collected at both visits were included (N = 34). Only
cases with significant changes.

Feature 1st visit 2nd visit P value*
Mean (SD) Mean (SD)
CA19-9 9 (ku/l) 805 (2179.37) 152.7 (422.92)  <0.001
CD3+CD8+ (cells /ul) 450.5 (212.83) 573.8 (449.94) 0.032
CD4+FOXP3+ (cells /ul) 47.65 (29.55) 33.9(19.31) 0.031
CD8+CD25+CD127+/- (cells /ul) 0.50 (0.57) 0.37 (0.34) <0.001
CD4/CD8 2.5(1.11) 2.2 (1.01) 0.004

Table 5. Evaluation of laboratory indicators (CA 19-9, levels of lymphocyte
subpopulations) that changed significantly two months after the start of
treatment in the entire sample in groups of patients who received different

treatments

Feature/ numbers at
first, second visit/ P-
value/ adjuvant
treatment

No adjuvant
treatment
N =6 (17.6%)

FOLFIRINOX
N = 8 (23.5%)

Gemcitabine
N =20 (58.8%b)

CA19-9 (kU/) 192.8 (378.76) | 2038.4 (4258.6) | 495.3 (818.63)
329.42 (779.02) | 16.5 (15.48) 154.1 (364.97)
P=05 P =0.017 P =0.007
CD3+CD8+ (cells/ul) | 298.1(121.74) | 500.6 (201.6) 476.2 9 (225.18)
379.34 (126.92) | 822.1 (842.05) 532.8 (215.6)
P =0.028 P=0.208 P =0.296
CD4+FOXP3+ 39.7 (32.73) 54 (25.4) 475 (30.98)
(cells/ul) 35.1 (21.51) 36.72 (19.1) 32.43 (19.62)
P=0.753 P=0.123 P =0.093
CD8+CD25+ 0.16 (0.110) 0.79 (0.69) 0.46 (0.54)
CD127+/- 0.4 (0.27) 0.51 (0.36) 0.29 (0.34)
(cells/ul) P=0.075 P =0.012 P <0.001
CD4/CD8 3.2 (1.56) 2.52 (0.67) 2.29 (1.06)
2.997 (1.179) 2.1(0.93) 1.97 (0.9)
P =0.463 P=0.05 P=0.04
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3.5.2. Advanced disease (two Visits)

The means between the two visits were compared, and differences were
confirmed for some subsets. However, these findings needed to be more
reliable for PFS and OS results. We subsequently examined differences in
the frequencies of T cell subsets before treatment and after two months of
chemotherapy (N = 46). We observed a decrease in the absolute numbers of
NK CD3-CD56+CD16+ and CD3-CD56+CD16- and T regulatory
CD4+FOXP3+ cells and an increase in lymphocyte percentage and
CD3+CD56+ cells). Significant differences in CD3+CD4+ and
CD3+CD56+ cells were observed in the FOLFIRINOX arm and in
CD8+CD57- and CD4+FOXP3+ cells in the gemcitabine arm. Both
regimens tended to affect CD3-CD56+CD16+ counts (Table
6). Fig.9 demonstrates how the CD8+CD57- population counts changed
between the two visits.

Interestingly NK CD3-CD56+CD16- cells count at the second visit
remained significant for PFS (HR, 0,994; 95% CI: 0.987-1.000; p = 0.047)
and not significant for OS (HR, 0.994; 95% CI: 0.987-1.000; p = 0.051).
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Table 6 The means and significance of differences between means of the two visits for CA 19-9 and all lymphocyte subsets in
the resectable group. Only significant results included.

Parameters FOLFIRINOX N =26 Gemcitabine N=21
Visit 1 Visit 2 p Value* Visit 1 Visit 2 p Value*
Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD)
CA 19-9 (kU/L) 3752.44 1623.43 0.001 2956.46 1586.10 0.007
4524.33 3296.59 4580.90 3049.59
WBC (x10%L) 7.50 6.28 0.03 7.8433 7.48 0.375
2.38 2.79 2.58 5.30
CD3+CD56+ (cells/uL) 118.04 156.89 0.019 114.38 124.22 0.092
81.51 130.07 93.99 77.58
CD8+CD57- (cells/ML) 315.76 276.94 0.353 331.09 181.00 0.014
140.74 144,91 228.92 103.42
CD3+CD8+CD57+ (% out of 26.93 25.26 0.174 25.69 29.72 0.027
CD8+) 17.92 16.79 19.10 16.95
CD3+CD4+ (cells/kL) 898.38 1051.76 0.026 867.90 908.95 0.958
307.09 438.34 399.57 389.20
CD3-CD56+CD16+ (cells/HL) 184.26 108.42 0.005 168.36 108.42 0.004
142.92 57.43 148.28 104.31
CD3-CD56+CD16- (cells/uL) 58.59 48.12 76.05 41.20 0.004
79.63 69.56 80.20 43.64
CD4+FOXP3+ (cells/HL) 36.21 31.62 0.158 37.58 24.50 0.046
21.28 16.47 28.79 14.23

* Differences in means between the two visits
CA 19-9 — carcinoma antigen CA 19-9, WBC — white blood cell, LYM — lymphocytes, SD — standard deviation
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Figure 9. CD8+CD57- population counts changed between the two visits in
some individual patients in the unresectable group

3.5.3. Patients of all stages, whose data were collected in three visits

The results of the change of the cancer marker CA 19-9, leukocytes, total
lymphocytes, and individual subpopulations during the three visits are
shown in Table 7.

The decline in CD19+ B lymphocytes [from 201.0 (99.66) to 190.09
(103.01) and 185.09 (164.23) cells/ul p=0.012], NK cells CD3-
CD56+CD16+ [from 195.6 (176.34) to 143.88 (118.04) and 103.25 (93.76)
cells/ul p<0.001], T regulatory cells CD4+FOXP3+ [from 44.67 (30.69) to
30.983 (17.63) and 30.656 (21.27) cells/ul, p=0.004] was observed at two
and four months of follow up. Natural killer T (NKT)-like cells
CD3+CD56+ [from 122.85 (103.96) to 152.95 (111.77) and 128.52 (90.33)
cells/ul, p=0.012], cytotoxic T cells CD3+CD8+ [from 432.09 (211.53) to
498.31 (208.78) and 482.56 (317.15) cells/ul, p=0.005] tended to increase
after two months and decrease thereafter. Statistically significant changes in
parameters are shown in Fig. 10.
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Table 7: Changes in parameters over time. Only significant parameters

included
Parameters Visit 1 Visit 2 Visit 3 p Value
Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD)
CA19-9 (ku/l) 1047.06 848.39 1081.53 0.002
(2234.99) (2173.91) (2772.04)
WBC (x10%1) 7.47 (2.51) 6.85 (2.97) 6.04 (2.8) 0.012
LYM (x10%1) 2.1(0.79) 2.05 (0.61) 1.90 (0.87) 0.011
CD19 (cells/ul) 201 (99.66) 190.09 (103.01) | 185.09 (164.23) | 0.012
CD3+CD56+ (cells/ul) 122.86 (103.96) | 152.95 (111.77) | 128.52 (90.33) | 0.012
CD3+CD8+ (cells/ul) | 432.09 (211.53) | 498.31 (208.78) | 482.56 (317.15) | 0.005
CD3-CD56+CD16+ | 195.6 (176.34) [143.878 (118.04)| 103.25 (93.76) | <.001
(cells/ul)

CD4+FOXP3+ (cells/ul) 44.67 (30.7) 30.98 (17.63) | 30.656 (21.27) | 0.004

CD3-CD56+CD16+ cells/ pl mean

Lymphocyte count mean (*10%1)
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Fig. 10. Variations in peripheral blood cells absolute counts mean values at
three- time points. A) Variations in total lymphocyte cells count at three-
time points. B) Variations in CD19+ B cells count for 3-time points. C)
Variations in CD3-CD56+CD16+ NK cells count for three-time points. D)
Variations in CD4+FoxP3+ Treg cells count for three-time points. E)
Variations in CD3+CD56+ NK-like cell count for three-time points. F)
Variations in CD3+CD8+ cytotoxic cells count for three-time points.

3.6. Relationship of immune cells of the cancer microenvironment with
subpopulations of peripheral blood lymphocytes

3.6.1. Patient characteristics, a relationship of tumor-stroma ratio with
clinical signs

Sixty-eight patients, whose average age was 66.5 years, were included in
the analysis of the operative pathological material. (from 18 to 86 years old),
56% consisted of women and 44% of men. According to tumor
characteristics: the vast majority were G2 34 (50%) and G3 32 (47.1%)
differentiated tumors, and only 2 (2.9%) were G1. The distribution according
to stages was as follows: 1A - 4 (5.9%), IB - 7 (10.3%), IA - 9 (13.2%), 1IB
- 18 (26.5%), 111 - 29 (42.6%), IV — 1 (1.5%). Lymphovascular invasion was
observed in 48 (70.6%), perineural invasion in 30 (44.1%), the resection
margin was more often clean, and RO resection was achieved in 39 (57.4%).
Among the histological variants, the diagnosis of pancreatic ductal
carcinoma prevailed. Still, four adenosquamous cells, three mucinous
cystadenocarcinomas, one "foam™ cell, and dedifferentiated and acinic cell
carcinoma were also included in the analysis. 19 (27.9%) patients were not
treated with chemotherapy, 22 (32.4%) were treated with the FOLFIRINOX
regimen, and 27 (39.7%) with gemcitabine for adjuvant purposes.

No correlation was found between sex, age, stage, postoperative
treatment tactics, tumor location in the pancreas, histological variant,
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resection margin, lymphovascular invasion, CA 19-9 baseline value of
perineural invasion, BMI, and tumor-stroma ratio. Tumor-stroma ratio
significantly differed between G2 and G3 differentiation grades [U = 254.00,
Z -3.721, p<0.000].

3.6.2. Relationship of the tumor-stroma ratio with the subpopulations of
lymphocytes circulating in the blood

Indicators of total WBC, lymphocytes, various circulating lymphocyte
subpopulations, and tumor-stroma ratio were not reliably related. A negative
correlation was found between circulating B (CD19+) lymphocytes and the
tumor-stroma ratio, r(df) = -0.347, P = 0.004 (Fig. 11). This trend also
persists in the assessment of the second visit after two months. from the start
of treatment, B (C19+) lymphocytes were tested in only 29 patients, r(df) = -
0.426, P = 0.021.

r(df) =-0,347, P = 0,004

CD19+ B lymphocytes, cells/ul at first visit

Tumor-stroma ratio

Fig. 11 Correlation between circulating B (CD19+) lymphocytes and tumor-
stroma ratio

3.7. Survival results
3.7.1. Survival results in the early diseases group

The subjects were observed for a total of 20 months. (0-57 months), and
living for 31 months. (7-57 months). 30 (26.4%) patients were alive at the
time of analysis. In 17 (15%) patients, the disease did not progress. The
median PFS was ten months (95% CI: 8.01-11.99), and median OS was 15
months (95% CI: 11.03-18.97).

PFS differed between chemotherapy arms and was 34 (95% CI: 0-77.79)
months in chemotherapy-naive patients, 10 (95% CI: 8.78-11.23) months in
MFOLFIRINOX and 8 (95% CI: 6.22-9.78) months in the gemcitabine arm
(p = 0.034, log-rank test), the HR for disease progression was 1.468 (95%
Cl: 1.066-2.021, p = 0.019). The OS was not reliably different: 35 (95% ClI:
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8.2-61.8) months in chemotherapy-naive patients, 14 (95% CI: 11.03-16.97)
months in the mFOLFIRINOX vs. 13 (95% CI: 4.03-21.97) months in the
gemcitabine arm (p = 0.439, log-rank test); the hazard ratio for death was
1.223 (95% CI: 0.89-1.68, p = 0.215).

In the univariate analysis of PFS, the degree of differentiation, regional
lymph node involvement, disease stage, lymphovascular invasion, and
resection margin (Table 8), and CD8+CD25+CD127+/-, and CD8+FOXP3+
regulatory T cell levels before treatment (at the first visit) (Table 9) were
significant factors (p < 0.05).

In univariate OS analysis, sex, degree of differentiation, involvement of
regional lymph nodes, lymphovascular invasion and resection margin (Table
10), and the amount of CD8+FOXP3+ regulatory cells before treatment (at
the first visit) HR 1.534, Cl 1.007-2.336, p= 0.046 was a significant factor.
After excluding deaths from other causes, R, LVI, sex, and degree of
differentiation, N remained substantial for survival.

The significant factors revealed in the univariate analysis were further
evaluated in the multivariate analysis, and the degree of differentiation, the
presence of metastases in the regional lymph nodes, CD8+CD25+CD127+/-
remained significant in PFS, while the degree of differentiation, the resection
margin, and CD8+CD25+CD127+/- in OS (Table 11).

When analyzed by the Kaplan Majer method, after dividing the patients
into two groups according to the mean CD8+CD25+CD127+/- cells/ul (less
than 0.5 and > 0.5), there was a reliable difference in OS data, 17 (95% ClI:
1.7-32.3 ) vs. 11 (95% CI: 7.1-14.9) months (p = 0.041, Breslow). The
difference is more reliable when excluding patients who died from other
causes than cancer in the 17 (95% CI: 0-39.5) analysis vs. 11 (95% ClI: 7.4-
14.6) months (p = 0.031, log-rank test) (Fig. 12a). No difference was found
in PFS. And by the same method, after separating those who died for other
reasons, and after examining different subgroups (patients without
chemotherapy, different chemotherapy regimens), an extremely significant
difference in PFS was obtained in the FOLFIRINOX group: the median
survival of patients with a low initial amount of these cells was 12 (95% CI:
9.5- 14.5) months vs. with high amount 6 (95% CI: 3.5-8.5) months (p =
0.008, Log Rank) and OS also differed significantly 17 (95% CI: 2-55) vs. 7
(95% CI: 0-14.5) months (p = 0.002, log-rank test). The scatterplot of first-
visit CD8+CD25+CD127+/- cells/ul values across chemotherapy groups is
shown in (Fig. 12b).
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Table 8 Univariate Cox Regression Analysis for PFS: demographic and
clinical characteristics, all operable group (N = 88): treatment with one
chemotherapy regimen and no treatment with adjuvant chemotherapy

Characteristics HR 95% CI P value
Patient factors
Age 1.021 0.995-1,049 0.121
Male (ref. female) 1.617 0.970-2.696 0.065
BMI (kg/m?) (ref<18.5)
BMI category 18.5-24.9 0.219 0.019-2.502 0.222
BMI category >25 0.488 0.065-3.662 0.486
ECOG status (ref. 0)
ECOG 1 1.081 0.491-2.383 0.846
Tumor features
Differentiation grade (ref G1)
G2 0.122 0.017-0,902 0.039
G3 0.514 0.307-0.861 0.011
Size of the primary tumor (ref. T1)
T2 0.374 0.072-1.936 0.241
T3 0.750 0.292-1.928 0.550
T4 0.819 0.307-2.186 0.690
Status of the regional lymph nodes
(ref. NO)
N1 0.28 0.135-0.584 0.001
N2 0.726 0.415-1.271 0.263
Stage group (ref. I1A)
IB 0.021 0.001-0.377 0.009
A 0.028 0.003-0.29 0.003
11B 0.024 0.002-0.254 0.002
1 0.077 0.009-0.659 0.019
Resection margin (ref. RO)
R1 1.679 1.005-2.806 0.048
Lymphovascular invasion (ref. LO)
L1 0,361 0.180-0.721 0.004
Perineural invasion (ref. no)
Yes 1.654 0.996-2.748 0.052
Tumor localisation (ref. head)
Body 1.153 0.492-2.705 0.743
Tail 0.898 0.32-2.526 0.839
CA19-9 kU/I (ref <37)
37-100 0.493 0.240-1.013 0.054
100-1000 0.977 0.445-2.148 0.954
>1000 1.098 0.537-2.248 0.797
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Table 9. Univariate Cox regression analysis for PFS: lymphocyte
subpopulations at the first visit, resectable group (N = 88), both
chemotherapy groups (MFOLFIRINOX and gemcitabine monotherapy), and
no adjuvant chemotherapy. Only significant findings are included.

Feature HR 95% CI P value
WBC 1.000 1.000-1.001 0,015
CD8+CD25+CD127+/- 1.350 1.042-1.749 0,023
CD8+FOXP3+ 1.529 1.043-2.242 0,03

Table 10. Univariate Cox regression analysis OS: demographic and clinical
characteristics, all patients of the resectable group (N = 88): treated with one
chemotherapy regimen and no adjuvant chemotherapy.

Feature HR 95% ClI P value
Patients’ factors
Age 1.030 0.999-1.061 0.055
Male sex (ref female) 0,447 0.266-0.753 0.002
BMI (kg/m2) (ref<18.5)
BMI category 18.5 - 24.9 0.990 0.235-4.163 0.989
BMI category >25 1.408 0.830-2.389 0.204
ECOG status (ref 0)
ECOG category 1 0.612 0.298-1.257 0.182

Tumour factors

Differentiation grade (ref G1)

G2 0.139 0.019-1.028 0.053
G3 0.381 0.220-0.659 0.001
Primary tumor size (ref. T1)

T2 0.707 0.197-0.533 0.595
T3 0.656 0.273-1.577 0.346
T4 0.496 0.193-1.257 0.146
Lymph node status presented (ref. NO)

N1 0.396 0.194-0.808 0.011
N2 0.843 0.471-1.507 0.564
Tumor stage (ref. 1A)

IB 0.362 0.037-3.583 0.385
A 0.125 0.013-1.233 0.075
11B 0.143 0.015-1.324 0.087

I 0.360 0.047-2.743 0.324

Status of surgical margins (ref. RO)

R1 2.284 1.350-3.865 0.002
Lymphovascular invasion (ref. LO)
L1 2.554 1.280-5.097 0.008
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Feature HR 95% CI P value
Perineural invasion (ref. absent)
persist 1.303 0.778-2.183 0.314
Tumor localisation (ref. Head)
Body 1.760 0.695-4.460 0.233
Tail 1.896 0.656-5.478 0.237
CA19-9 KU/ (ref <37)
37-100 0.703 0.341-1.450 0.34
100-1000 0.913 0.394-2.117 0.832
>1000 1.076 0.513-2.256 0.845

Table 11. Independent predictive factors of PFS and OS evaluated in
multivariate analysis (the resectable group)

OS model 1: tumor features
LR: 429.5, p<0.0001, N =88, ¥>=21.85

Feature HR 95% CI P value
Differentiation grade 2422 | 1.456-4.029 0.001
Resection margin 1.997 | 1.168-3.415 0.011

OS model 2: tumor features and lymphocyte subpopulations
LR: 408.4, p < 0.0001, N = 84, *>=26.25

Differentiation grade 2577 | 1.497-4.435 0.001
Resection margin 2.060 | 1.175-3.613 0.012
CD8+CD25+CD127+/- 1.486 | 1.097-2.015 | 0.011
at first visit

PFS model 3: tumor features
LR: 449.0, p < 0.0001, N = 84, %>=20.49

Differentiation grade 2.023 | 1.263-3.239 0.003

Lymph node status 1.720 | 1.228-2.408 0.002

PFS model 4: tumor features and lymphocyte subpopulations
LR: 417.67, p <0.0001, N = 81, ¢>=25.849

Differentiation grade 2497 | 1.483-4.203 0.001
Lymph node status 1.693 | 1.193-2.402 | 0.003
CD8+CD25+CD127+/-at first visit 1.457 | 1.107-1.918 0.007
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3.7.2. The influence of the tumor-stroma ratio on survival

Cox regression and Kaplan Maeir analysis of the tumor-tumor ratio
revealed any influence on PFS and OS. Only dividing patients into four
groups according to tumor-stromal ratio and analyzing the group of patients
treated with FOLFIRINOX chemotherapy yielded a difference in PFS with
tumor-stromal ratio very low at 46 (95% CI: 0) months, low at 9 (95% CI:
4.7-13.3) months, median 6 (95% CI: 3.9-8.2) months, high 12 (95% CI:
10.8-13.2) months (P = 0.015, log-rank) (Figure 13). In total, this group
includes only 22 patients: five patients with very low (<0.1621405305), five
patients with low (from 0.1621405305 0.2272217600), five patients with
moderate (from 0.2272217601 to 0.3431194908) and seven patients with a
high (> 0.3431194908) tumor stroma ratio.

P=0015

PFS probablllity

Eigh tumar-strerma ratia

Fig. 13. Results of PFS in operated patients treated with FOLFIRINOX
chemotherapy regimen, divided by tumor stroma ratio into four groups (22
cases): very low (<0.1621405305), low (from 0.1621405305 0.2272217600),
moderate (from 0.2272217601 to 0.3431194908) and high (> 0.3431194908).
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3.7.3. Survival results in the advanced and metastatic disease group

The median follow-up periods for all and for alive patients were 27
months (range 0-54) and 29 months (range 13-54), respectively. Nine
(8.5%) patients survived at the last follow-up. Four (3.8%) patients showed
no disease progression. The median PFS was seven months (95% CI: 6.2—
7.8), and the median OS was 11.0 months (95% CI: 8.7-13.3).

Progression-free survival differed and was 8.9 (95% CI: 7.1-10.3)
months in mMFOLFIRINOX vs. 7.1 (95% CI: 4.8-9.3) months in the
gemcitabine arm (p = 0.029, Breslow test); the HR for disease progression
was 0.71 (95% CI: 0.47-1.05, p = 0.089). The OS differed and was 15.1
(95% CI: 12.3-18.0) months in mFOLFIRINOX vs. 12.7 (95% CI: 8.96—-
16.5) months in gemcitabine arm (p = 0.012, Breslow test); the HR for death
was 0.79 (95% CI: 0.52-1.92, p = 0.26).

In the univariate survival analysis for PFS, the factors with significant
results (p < 0.05) included the presence of distant metastases, particularly in
multiple sites, ECOG status, and the levels of absolute WBC counts,
lymphocyte count, cytotoxic CD3+CD8+, CD8+CD57- cells, and NK CD3-
CD56+CD16- cells before treatment. However, we divided the patients
according to chemotherapy arms, and the above-mentioned factors remained
significant in the FOLFIRINOX group, but the presence of distant
metastases alone remained essential in the gemcitabine group (Tables 12 and
13). Factors identified as significant during univariate analysis were studied
using multivariate analysis. The presence of distant metastases, ECOG
status, and CD8+CD57- count before chemotherapy remained valuable for
PFS.

In the univariate survival analysis for OS, age, ECOG status,
differentiation grade, CA 19-9, and the levels of absolute WBC counts,
CD3+CD8+, mainly CD8CD57- cells and CD4/CDS8 ratio were significant.
Nevertheless, only the clinical factors remained significant when the
chemotherapy regimen was considered (Tables 14). In multivariate analysis
for OS, independent prognostic factors included ECOG status, CA 19-9
level, and absolute WBC and CD8+CD57- cell counts before treatment
initiation.

Subsequently, we investigated the influence of individual subsets on
survival using the Kaplan—Meier method, thereby distinguishing between
two and four groups of each sub-population according to the median value or
quartiles. After grouping CD8+CD57- into two groups at the first visit (less
and more than 194 cells/mL), we detected differences in PFS (Figure 8A)
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and OS (Figure 8B) in the whole study population and subgroups M0, M1,
G2, G3, FOLFIRINOX, and gemcitabine arm.

We tried to understand the effect of chemotherapy on survival at different
CD8+CD57- values; perhaps one of the regimens is superior to the other in a
particular group of patients. Twenty-five patients with a low CD8+CD57-
count (<194 cells/mL) and worse prognosis were analysed. Ten patients
received FOLFIRINOX and 15 were treated with gemcitabine alone. Five
patients from the gemcitabine arm survived for 8-24 months (age 64-78
years, four female, one male, two patients with G2 tumours, three patients
with G3 tumours, and two patients with metastatic disease; their CA 19-9
varied between 241 kU/L and >12000 kU/L. The ECOG status at diagnosis
was 0-1, and the patients received 0—2 subsequent chemotherapy lines).

Absolute lymphocyte count at baseline demonstrated significant PFS and
OS in the mFOLFIRINOX and gemcitabine arms, metastatic groups, and
differentiation grade arms. CD4+FOXP3+ cells also demonstrated
significance in terms of OS; the cut-off was 49.57 cells/uL, and there was
significant OS in differentiation grade 3, but not PFS, not in
mFOLFIRINOX or gemcitabine, different metastatic statuses, and G2
tumours. CD3-CD56+CD16- had an impact on PFS and was divided into
two groups.
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Table 12. Univariate Cox regression analysis for progression-free survival in different chemotherapy groups (mFOLFIRINOX
or gemcitabine monotherapy): demographic and clinical parameters, resectable group (N = 102).

Parameter Reference MFOLFIRINOX Gemcitabine
value (N =56) (N = 46)
HR 95% ClI P-value HR 95% ClI P-value
Age 0.998 0.965-1.031 0.89 1.041 0.994-1.089 0.090
Sex
Male Female 0.594 0.329-1.072 0.084 1.037 0.576-1.868 0.903
BMI category, kg/m?
18.5-24.9 <185 1.444 0.192-10.866 0.721 2.412 0.313-18.597 0.398
>25 <185 1.310 0.745-2.304 0.348 0.808 0.442-1.476 0.488
ECOG status
1 0 0.019 0.003-0.138 <0.001 0.432 0.180-1.039 0.061
2 0 0.029 0.004-0.217 0.001 0.742 0.325-1.691 0.477
Tumor differentiation grade
G2 Gl 1.665 0.225-12.314 0.618 0.404 0.054-3.034 0.378
G3 Gl 2.288 0.301-17.384 0.424 1.075 0.594-1.945 0.810
Distant metastases
M1 MO 0.320 0.168-0.608 <0.001 0.446 0.231-0.860 0.013
Ascites
Present Absent 0.543 0.192-1.537 0.25 0.711 0.294-1.721 0.449
CA19-9, kU/L
37-100 <37 2.588 1.191-5.623 0.016 0.564 0.227-1.399 0.217
100-1000 <37 1.164 0.402-3.375 0.779 0.486 0.166-1.427 0.189
>1000 <37 1.494 0.744-3.000 0.259 0.528 0.289-1.172 0.130
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Table 13. Univariate Cox regression analysis for progression-free survival in different chemotherapy groups (mFOLFIRINOX
or gemcitabine monotherapy): lymphocyte subsets at baseline (Visit 1), resectable group (N = 102). Only signioficant values

included.
Parameter MFOLFIRINOX Gemcitabine monotherapy
(N =56) (N =46)
HR 95% ClI P-value HR 95% ClI P-value
FC LYM count 0.605 0.387-0.945 0.027 0.761 0.502-1.154 0.199
CD3+CD8+ 0.998 0.996-1.000 0.039 1.000 0.998-1.001 0.362
CD3-CD56+CD16- 0.995 0.991-1.000 0.032 0.996 0.992-1.001 0.106
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Table 14. Univariate Cox regression analysis for overall survival in different chemotherapy groups (mFOLFIRINOX or
gemcitabine monotherapy): demographic and clinical parameters, resectable group (N = 102).

Parameter Reference mFOLFIRINOX Gemcitabine monotherapy

value (N =56) (N = 46)

HR 95% CI P-value HR 95% CI P-value

Age 1.002 0.969-1.036 0.898 1.044 0.994-1.096 0.088
Sex
Male Female 0.819 0.454-1.476 0.507 1.449 0.785-2.675 0.235
BMI category, kg/m?
18.5-24.9 <18.5 0.787 0.105-5.885 0.816 3.789 0.448-30.032 0.207
>25 <185 1.297 0.732-2.296 0.373 1.012 0.549-1.867 0.968
ECOG status
1 0 0.010 0.001-0.116 <0.001 0.393 0.165-0.934 0.034
2 0 0.014 0.001-0.166 0.001 0.519 0.222-1.215 0.519
Tumor differentiation grade
G2 Gl 0.192 0.024-1.513 0.117 0.380 0.050-2.880 0.349
G3 Gl 0.468 0.263-0.832 0.010 0.987 0.538-1.814 0.967
Distant metastases
M1 MO 0.520 0.289-0.935 0.029 0.579 0.308-1.087 0.089
Ascites
Present Absent 0.447 0.158-1.266 0.130 0.635 0.266-1.519 0.308
CA19-9, kU/L
37-100 <37 1.848 0.860-3.969 0.115 0.601 0.237-1.528 0.285
100-1000 <37 1.007 0.351-2.892 0.989 0.267 0.074-0.962 0.267
>1000 <37 0.773 0.373-1.605 0.490 0.645 0.317-1.312 0.645
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Figure 14. Kaplan—Maier analysis of patients with different CD8CD57-
cells according to a cut-off of 194 cells/uL. (A) PFES results. (B) OS results
of the unresectable group.

DISCUSSION

The main goal of our study was to detect the influence of various immune
factors on survival. In terms of survival prognosis, the study sample is quite
heterogeneous. The prognosis of pancreatic cancer is determined by the
spread of the disease and the degree of differentiation. These characteristics
of cancer itself are more important in various statistical analyses than the
biomarkers secreted by the tumor or regulated by the immune system.

On the other hand, the entire study sample has to be first divided into two
groups according to the disease stage and the treatment goal (cure or only
control of the disease). We can only use the entire study sample to analyze
changes in lymphocyte subpopulations, not survival.

The average age in our study population was 66 years, which is
somewhat lower than the world data. It is considered that the development of
pancreatic cancer depends on age; the most common cases are 70 years old.
And nearly 90% after age 55 (1).

In our study, women were more often affected. However, men are
generally more at risk of developing PDAC in Lithuania. The distribution
between sexes varies worldwide: for example, in Armenia, the Czech
Republic, and Hungary, men are more affected, and in North America,
Western, and Northern Europe, women are more affected (1).

We divided the study patients into resectable and unresectable because
we considered it our task to evaluate how the initial treatment affects
lymphocyte subpopulations in the blood. Some patients with unresectable
cancer underwent surgery, then a good response was noticed, but they
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remained in the unresectable cohort in the analysis. Since treatment tactics
and prognosis differ, it would be rational to divide all patients into three
groups according to operability (resectable, borderline, unresectable). The
pooling of borderline, locally advanced, and metastatic conditions may have
influenced the results.

Standard treatment was applied to the study patients based on
international recommendations, and conventional surgical methods were
used. With adjuvant FOLFIRINOX or gemcitabine regimens, PFS in our
study cohort was 10 and 8 months in the FOLFIRINOX and gemcitabine
arms, respectively. However, these results were significantly better in the
PRODIGE-24 trial at 21.6 months in FOLFIRINOX and 12.8 months in
gemcitabine arms. Also, OS in our cohort was 14 months in the
FOLFIRINOX group and 13 months in Gemcitabine, and in that multicenter
randomized trial, the corresponding 54 and 45 months (19, 20). This
dramatic discrepancy in survival results is explained by the different
characteristics of the patients in these studies: Our group of patients treated
with chemotherapy after surgery included primarily tumors of G2 and G3
differentiation (whereas in the study mentioned above, even 32% were G1)
and we included many stage Ill patients. In comparison, in the cited
research, there were only 0.4%. Therefore, our population of operated and
chemotherapy-treated patients aligns more with the PRODIGE 29-UCGI 26
(NEOPAN) trial (21).

First-line treatment was a combination regimen of FOLFIRINOX or
monotherapy with gemcitabine, although according to today's international
guidelines, gemcitabine could still be combined with nab-paclitaxel. PFS
results in our study were: 8.9 months in the mFOLFIRINOX arm and 7.1
months in gemcitabine. They are even better than in randomized clinical
trials (6.4 months and 3.3 months, respectively). In our study, better OS data
15.1 months in the mFOLFIRINOX group and 12.7 months in the
gemcitabine arm also differs from the aforementioned randomized trial
(11.1 months. and 6.8 months) (22). In the latter, only patients with
metastatic disease of the fourth stage were included, determining the
differences in survival rates.

For the second and subsequent lines of treatment, combination regimens
of oxaliplatin, liposomal irinotecan, and fluorouracil were prescribed based
on international guidelines. During our research, treatment options in
Lithuania expanded. Some patients with perfect functional status were
treated with the mFOLFIRINOX regimen multiple times. After proving the
benefit of liposomal irinotecan, some patients are treated with its

combination with fluorouracil in the second or subsequent lines. Therefore,
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the second and subsequent lines of treatment in our study patients were
heterogeneous and may have slightly influenced the results of OS.

Eternal changes in the number of lymphocytes have been known for a
long time. In 1992, researchers studied the younger than 44-year-old and
older than 80 women blood noticed that in the elderly group, fewer active
effector cells were detected in the peripheral blood (CD3+CD4+CD25+;
CD3+CD4+CD25+CD127+; CD3+CD4+CD25+ and
CD3+CD4+CD25highCD127+, and CD25¢Foxp3+ phenotypes:
CD3+CD4+ CD25gFoxp3+ and CD3+CD4+CD25¢CD127gFoxp3+
increased with age (23). Tumors can promote T cell exhaustion and
senescence, essential features that coexist in cancer patients (24). T-cell
dysfunction occurs over time through various mechanisms. Cells become
exhausted and senescent and no longer respond to usual T cell receptor
effects. Senescent cells (SA-T) accumulate in cancer tissue, promoting
chronic tissue inflammation and tumor growth progression (25). In our entire
study population, CD4+CD25+CD127+/- were age-dependent, and in the
early-stage patient group, total leukocyte, CD19+ B lymphocyte,
CD4+CD25+CD127+/-, CD4+FOXP3 subpopulations were associated with
age, which may be due to a perpetual change in CD4+ cell phenotype to
more inflammatory or anti-inflammatory Treg (26). Alternatively, the effect
of tumor cells on T regulatory lymphocytes: releasing chemokines that
attract them from secondary lymphoid structures to the TME or promoting
their proliferation and differentiation by converting immature dendritic cells
into TGF-B producing ones. With age, B cells decline, and their
subpopulations and antibody responses change (27)

In the advanced group, no correlation with age was observed, which may
indicate that immune processes are more determined by other factors, such
as cancer, abundantly expressed tumor tissue, and altered metabolism
factors, but not eternal (28, 29).

Baseline total lymphocytes, B CD19+ cells, CD3+ lymphocyte
subpopulations, CD3+CD4+ and CD3+CD4-CD8- depended on disease
stage. The stage reflects the volume of the tumor and the number of cancer
cells. The relationship between the stage and the number of lymphocytes
was already described in 1991 when it was noticed that in gastric cancer, as
the stage increases, the total number of lymphocytes, CD3+, CD4+, and
CD8+ lymphocytes decreases (30). CD4+ cells are potent antitumor agents,
capable of directly recognizing tumor cells and activating death-promoting
ligands and indirectly through secreted cytokines (31). Thus, our results
show that in pancreatic cancer, T helpers decrease as the tumor mass

increases and therefore support cancer development.
176



B lymphocytes with the marker CD19+ in our study differed when
analyzed every 2 or 3 months (reliably decreased), and in the advanced
patients’ group, it was related to the presence of distant metastases. In the
general population, it depended on the stage (decreased in more advanced).
When analyzing the group of operated patients, a negative correlation was
found between circulating B (CD19+) lymphocytes at the first visit and the
tumor-stroma ratio. Tumor-infiltrating B lymphocytes are essential in
initiating and developing PDAC (32). B cells generally exhibit
protumorigenic and even immunosuppressive effects, but in lymphoid
structures, their function changes to tumor suppressor and
immunostimulatory (33). Tumor-infiltrating B lymphocytes can improve OS
in various solid tumors (e.g., breast, ovarian) (32). Cancer patients lack B
cells, as demonstrated in studies of non-small cell lung cancer (34). An
abundance of circulating CD19+ B cells in nasopharyngeal carcinoma was
associated with better five-year survival, appearing as an independent
prognostic factor for OS and PFS (35). In preclinical models of PDAC,
tumor-infiltrating B cells still led to progression (32). In addition, B cells can
also lead to fibrosis by secreting factors that stimulate collagen production in
PDAC patients (36). Anticancer treatment reduces the number of circulating
B cells: this has been demonstrated in the follow-up of esophageal (37) and
lung cancer (38) patients treated with radiotherapy.

Thus, the role of B cells in cancer development is unquestionable,
although there is not much data on chemotherapy and changes in circulating
B cells. In our study, the decrease in peripheral blood during treatment may
indicate a connection with the spread of cancer in the body. As the disease
mass diminishes, the count of circulating B lymphocytes decreases, which is
supported by establishing a link between the stage and distant metastases.
Furthermore, when the tumor predominates over the stroma (with a higher
tumor-stroma ratio), peripheral B-cell activity may be reduced as a reaction
to cancer-released substances. An effect on survival could not be
demonstrated, apparently due to the excessive influence of other factors.

In our study, the amount of NK CD3-CD56+CD16- in the general
population decreased during treatment and had a relationship with the
presence of metastases in the group analysis. More is known about the role
of NK cells in solid tumors and PDAK specifically. NK cells are antitumor
cytotoxic (39). Higher levels of NK cells in the peripheral blood of patients
with resectable PDAC and TME are associated with better survival (40).
Although the prognostic value can be assessed differently, an association
with worse survival is observed in advanced diseases. (39, 41). The effect of
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surgery on NK cells remains unclear (42). However, in murine models,
resection and adjuvant chemotherapy with gemcitabine activated NK cells
and protected against disease relapse (43). Gemcitabine is likely to have a
beneficial effect on NK cells (44), and this effect is also observed in tumors
of other localizations, such as the lung (45). The effect of FOLFIRINOX on
this population has yet to be apparent. We detected their impact on the PFS
in the advanced-metastatic disease group by evaluating all patients and
studying FOLFIRINOX-treated patients separately.

Interestingly, NK CD3-CD56+CD16- levels in resctable disease were
associated with BMI: fewer cells were detected at higher index. According
to the literature, NK cells in children with obesity were activated and
metabolically altered, and their function was impaired, unable to respond to
stimuli (46). Furthermore, mechanisms such as NK cell subpopulations,
distribution, phenotype, cytokine secretion, and cytotoxicity are already
known to be associated with obesity, and how these factors complement
each other in cancer development (47).

Cytotoxic T lymphocytes are crucial in the PDAC microenvironment, and
their increase indicates a good prognosis. Our study observed an increase in
the number after two months. In subsequent visits, no such increase was
observed in the general population and the resectable group. This would
indicate a particularly positive influence of the surgical treatment on the
activity of these cells, especially since the effect of gemcitabine on
CD3+CD8+ cell count is unclear (48). Oxaliplatin combination increased the
number of cytotoxic T cells in gastric TME (49). Analyzing lymphocyte
subpopulations in the advanced and metastatic disease group, CD3+CD8+
cell counts before treatment were highly significant in PFS and OS. Namely,
CD3+CD8+CD57- were significant, while CD3+CD8+CD57+ were not. A
low pretreatment CD3+CD8+CD57- cell count was associated with a worse
prognosis in the entire study population and in various subgroups. The
prognostic value of circulating CD3+CD8+CD57- cells did not depend on
the presence of metastases and the aggressiveness of the disease (degree of
differentiation). Due to the small number of patients, it is difficult to trace
the effect of chemotherapy on the changes in these cells and the prognosis of
patients. However, various treatment regimens change the prognosis of
patients with a low initial CD3+CD8+CD57- value, and the role of this
subpopulation can be predictive in the era of modern chemotherapy.

Tumor infiltration by cytotoxic CD3+CD8+ cells in cancer patients is
considered a good prognostic factor, and several recent studies confirm this
(48, 50, 51). Moreover, a meta-analysis performed in the field of PDAC

revealed a positive CD3+ and a significant influence of CD8+ cells in the
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center of the tumor (52). The prognostic value of these circulating
CD3+CD8+ subpopulations is unclear, but interest has recently increased as
new anticancer immunotherapy drugs enter the arena (53-56). Thus, CD8+ T
cells are essential in forming anticancer immunity (56).

CD8+ cytotoxic T cells are the primary triggers of acquired immunity,
and their cancer-specific immune responses are identified as the main targets
of all immunotherapies. Many facets of CD8+ T-cell dysfunction include
tolerance, anergy, exhaustion, and senescence. T cell senescence is
characterized by decreased expression of CD28 and increased expression of
CD57 antigens (57). Several sources report that the levels of CD8+CD28-
and CD8+CD57+ T cell subpopulations increase in the peripheral blood and
TME of solid and hematologic oncology (58). We failed to demonstrate an
adverse effect of CD8+CD57+ T lymphocytes on the survival of PDAC
patients. However, the prognostic value of CD8+CD57- T lymphocytes in
the peripheral blood suggests that immature T lymphocytes are decisive for
cancer control in advanced and metastatic PDAC patients. Thus, inhibition
of T lymphocyte senescence to control cancer development may serve to
develop new therapeutic strategies (57). CD3+CD8+ and CD8+CD57- levels
were prognostically significant for gemcitabine monotherapy and
FOLFIRINOX. Interestingly, patients with shallow baseline values of these
cells survived longer when treated with gemcitabine. The effects of
gemcitabine in vitro have been studied (53), but no precise data on
immunostimulation in vivo. The immunostimulatory or immunosuppressive
effects of MFOLFIRONOX are still unclear and widely studied, although
this neoadjuvant regimen has shown the ability to increase TME infiltration
by CD8+ cells. (59, 60). According to our data, we can guess that
gemcitabine better stimulates the growth of CD8+CD57- and thereby
improves patient survival.

Neither CD3+CD8+ in total nor 57+/- subpopulations individually
affected the survival of patients in the surgical group, but CD3+CD8+CD57-
cells significantly decreased after surgery.

Some studies have shown that T regulatory lymphocytes in peripheral
blood and TME are increased in PDAC patients (61), worsening the
prognosis (62). Cisplatin/gemcitabine-based chemotherapy can reduce
CD4+CD25+FOXP3+ levels in non-small cell lung cancer patients (63). The
FOLFIRINOX regimen reduces T regulatory (FoxP3+) cell density in PDAC
patients (64). Our study confirms a decline in T regulatory cells throughout
treatment in the general population, with a more significant decline in the
first two months. The same downward trend was observed in operable and

non-operable subgroups separately.
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In the advanced group patients, the amount of T regulatory
CD4+FOXP3+ at the first visit was significant, but only in the OS, general
population, and the G3 tumor group. This significance suggests that the
influence of these cells depends on factors such as poor differentiation and is
not an independent prognostic factor.

In the resectable arm, regulatory lymphocytes CD4+CD25+CD127+/-
and CD4+FoxP3 were related to the age of the patients. Their quantity was
lower in the older ones, but the survival analysis did not show the influence.

When analyzing the patients undergoing surgical treatment, changes in
CD8+ regulatory lymphocytes and their significance for survival were
determined. CD8+ CD25+Foxp3+ was first described as a subpopulation of
single CD8+ thymocytes, phenotypically and functionally similar to CD4+
regulatory lymphocytes. They are believed to suppress the immune system
non-specifically or antigen-specifically (viral, allogeneic antigens) through
cell contact. In 2007 they were identified in prostate cancer TME by
confocal microscopy. In 2009 in a study with 40 colon cancer patients,
increased levels of CD8+CD25+Foxp3+ in peripheral blood and cancer
tissue compared to healthy subjects were found to be related to tumor stage,
and isolation of T8reg cells from tissues ex vivo revealed their ability to
suppress the proliferation of autologous CD4+CD25- T cells and Thl
production (65). The amount of peripheral CD8+CD25High+FOXP3+ T
lymphocytes in the blood of HCC patients is also increased, and the
expression of FOXP3 in CD8+CD25High+ T cells is higher than in
CD8+CD25low+ and CD8+CD25negative T cells (66). Thus, it is currently
considered that the phenotype of CD8+ Treg lymphocytes is characterized
by a high expression of IL-2 receptor a-chain C25 and CD122 (IL-2, IL-15
receptor B-chains), adhesion molecule CD103, ectoenzymes CD39 and
CD73, inhibitory receptors CD152, expression of CTLA-4, MHC-I1-binding
molecule LAG-3, and apoptosis-promoting molecule FasL. In addition,
CD8+ T regulatory lymphocytes can also express soluble FoxP3, IFN-y, IL-
10, IL-34, and IL-35 molecules. The regulatory functions are performed with
the help of several mechanisms: the direct transmission of the death-negative
signals of the target cell via CTLA-4 or PD1 to the antigen-presenting cell is
stimulated, the release of immunosuppressive cytokines IL-10 and TGF-f.
The suppressive effect on CD4+ and CD8+ effector T lymphocytes is
helpful in graft versus host and autoimmune diseases. In cancer, suppressing
this population could change the course of the disease (67).

There is no literature data on the significance of these cells in pancreatic
cancer. Our analysis rejects the association of CD8+CD25+CD127+/- with

disease progression in the resectable group but supports their significance as
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an independent factor in OS. Furthermore, the fact that during the disease,
they decrease in the chemotherapy groups (when FOLFIRINOX and
gemcitabine are evaluated separately, the decrease is significant) also shows
its predictive value. Such an effect of surgery on the number of CD8+CD28-
was also observed in non-small cell lung cancer patients (68). The
particularly significant influence of the number of CD8+CD25+CD127+/- in
the FOLFIRINOX arm can be explained by the higher effectiveness of
chemotherapy in patients with a less suppressed immune system.

Recently, the role of NK-like CD3+CD56+ cells in cancer development
has also been described. Their increase was found in HCC patients after
stereotactic radiotherapy, and a higher number led to a better prognosis (69).
NK cell-like PD-L1 expression may even be considered a potential target for
immunotherapy (68). Cells of this subpopulation increase in colorectal
cancer patients after surgery (70). The percentage expression of NK-like
CD16+ cells in samples collected before surgery has shown a shorter
progression-free survival (71). In gastric cancer patients, low levels of this
subpopulation are associated with poor survival (72). There are no data on
the importance of CD3+CD56+ cells in PDAC. We found that their amount
changes significantly during treatment: it increases after two months in the
entire study population and the non-operated arm but not in the operated
group. This could indicate an inhibitory influence of the tumor mass or a
stimulatory effect of chemotherapy. No effect on survival could be detected
in any of the study groups.

The absolute number of lymphocytes can be considered a prognostic
factor in PDAC patients, but the data are diverse (73). With modern research
capabilities, the aim is to more accurately describe which subpopulations
determine the changes in the total number of lymphocytes and is most
prognostically valuable. According to the data of our study, the total absolute
number of lymphocytes changed significantly during treatment. In the
advanced disease arm, PFS was influenced considerably, with lower baseline
values leading to faster disease progression. Meanwhile, in the arm of early
cancer, a correlation of absolute lymphocyte count before treatment with CA
19-9 was seen, and no influence on survival was found.

The pathological material of the resectable disease group patients was
examined in terms of the tumor-stroma ratio, and a correlation was found
only with circulating B lymphocytes and differences between the degrees of
G2 and G3 differentiation. The tumor-stroma relationship is extremely
widely studied in studies of various solid tumors. The examination methods
vary, there is no standardized method yet, and the prognostic and predictive

value has yet to be refined. In the surgical material of 95 patients with
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PDAC, when assessing the ratio of tumor stroma in the invasive part of the
tumor, there was no relationship with the size, stage, and influence on
survival rates after dividing the patients into two groups. The association
with peripheral blood lymphocyte subpopulations has not been investigated
(74). TME and circulating components of the immune system and their
interaction are also being studied in patients with other cancer localizations
(54), but the studies are isolated, and the samples are small.

In HCC, the lower stromal content leads to better survival after liver
resection or transplantation (75). The paradoxical effect of a small tumor-
stromal ratio in PFS may be due to immunogenic or other stromal properties
in early tumors. However, overall stromal predominance is considered an
immunosuppressive and tumor-promoting factor (76). These circulating B
cells do not directly affect survival, but their effect on TME may be
significant (77).

Most recent studies have investigated tumor-infiltrating lymphocyte
activity, were retrospective, limited to a smaller number of patients, or
focused on one marker. We wanted to investigate whether the state of the
immune system, as reflected by the activity of peripheral blood lymphocytes,
influences the effectiveness of anticancer treatment and whether surgery or
chemotherapy changes the state of the immune system in pancreatic cancer
patients. Of course, although peripheral blood indicators can be quickly
evaluated, they may not reflect the characteristics of the tumor environment.

We have shown that the cell count of some lymphocyte subtypes changes
during treatment, but those changes are not significant in PFS and OS. The
influence of some lymphocyte subtypes before any treatment on survival
rates in groups of both early and advanced diseases treated with today's
accepted surgical and systemic treatment methods has been determined. This
is the only study to examine the relationship of two chemotherapy regimens
to changes in the immune system and one of the few to address the role of
the FOLFIRINOX regimen on the immune system.

The limitations of our study are the small and heterogeneous cohort, short
intervals between blood samples, and lack of randomization, which
immediately distorts the survival results. Randomization, according to age
and functional status, would clarify the value of influence on survival.
Longer intervals between visits could reveal the long-term effects of
chemotherapy on the immune system. The small sample size may explain
the negative results regarding the effect of immune cell changes on survival.
Thus, in the future, a larger spectrum of immune cells should be included in
the research. An attempt should also be made to link the studies of peripheral
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blood subpopulations of patients with progressive disease groups to TME
and to evaluate the influence of newer chemotherapy agents.

CONCLUSIONS

1. After two months of treatment (after pancreatic resection surgery and
adjuvant chemotherapy), the peripheral blood significantly increases
cytotoxic CD3+CD8+ cells and decreases T regulatory CD4+FoxP3+,
CD8+CD25+, and CD4/CDS8 ratio.

2. The tumor-stroma ratio of pancreatic tissue negatively correlates with the
amount of circulating B CD19+ lymphocytes in the blood before radical
surgery.

3. After two months of treatment with only systemic chemotherapy
(advanced disease group), significantly decreased NK CD3-
CD56+CD16+, CD3-CD56+CD16-, T regulatory CD4+FoxP3 and
increased NK-like CD3+CD56+ cells.

4. The following prognostic indicators were determined:

a. in the resectable group, a lower initial value of T regulatory
CD8+CD25+CD127+/- is associated with better overall survival;

b. a low tumor-stroma ratio leads to better survival without disease
progression;

c. in the advanced disease (unresectable) group, a higher baseline
CD8+CD57- cell value is associated with better progression-free and
overall survival.
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