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SANTRAUKA

Tikslas: Jvertinti CD8+ limfocity infiltracijos, klinikopatologiniy ir kraujo laboratoriniy rodikliy
koreliacijas tarp skirtingy hepatoceliulinés karcinomos chirurginiy taktiky.

UZdaviniai:

1. Palyginti demografinius, klinikopatologinius ir kraujo laboratorinius duomenis tarp pacienty,
kuriems buvo atlikta kepeny transplantacija arba rezekcija dél hepatoceliulinés karcinomos.

2. Istirti ir palyginti CD8+ limfocity tankio pasiskirstymg hepatoceliulinés karcinomos ir
aplinkinés kepeny parenchimos srityse transplantuoty ir rezekuoty pacienty grupése.

3. Nustatyti CD8+ limfocity prognosting reikSme i§gyvenamumui, visoje kohortoje ir atskirose
transplantuoty ir rezekuoty pacienty grupése.

Metodika: | retrospektyvinj tyrimg buvo jtraukti 134 pacientai, sergantys hepatoceliuline
karcinoma, kuriems 2007 — 2020 m. Vilniaus universiteto ligoninés Santaros klinikose buvo atlikta
kepeny transplantacija arba daliné kepeny rezekcija. CD8+ imunohistocheminiai vaizdai buvo
tiriami naudojant skaitmening vaizdy analize. ISgyvenamumo prognostiné reikSmé buvo tiriama
gauty CD8+ limfocity pasiskirstymo rodikliy kontekste. Statistiné duomeny analizé atlikta
naudojant Microsoft Excel 2021 ir statistinj paketa R (versija 3.5.1).

Rezultatai: Lyginant tiriamyjy grupes rasti statistiskai reikSmingi iSgyvenamumo,
hepatoceliulinés karcinomos atkry¢iy, patologiniy radiniy ir kraujo laboratoriniy rodikliy
skirtumai. Lyginant CD8+ limfocity pasiskirstymo rodiklius tarp tiriamyjy grupiy, CD8+
limfocity Kiekis buvo statistiSkai reikSmingai didesnis rezekuoty pacienty tarpe, nei
transplantuoty. Didesnis CD8+ limfocity tankis navikinio audinio stromoje bei perineoplastinés
kepeny parenchimos epitelyje ir stromoje turéjo blogesne prognosting reikSme¢ Vvisos kohortos
pacienty isgyvenamumui. Didesnis CD8+ limfocity tankis navikinio audinio epitelyje buvo susijes
su geresne, o navikinio ir perineoplastinio audinio stromoje — su blogesne iSgyvenamumo
prognoze rezekuoty pacienty grupg¢je.

ISvados: CDS8+ lasteliy pasiskirstymo rodikliai kartu su klinikopatologiniais ir kraujo
laboratoriniais duomenimis koreliuoja tarp hepatoceliulinés karcinomos chirurginiy taktiky.
RaktaZodziai: Hepatoceliuliné karcinoma, CD8+ limfocitai, daliné kepeny rezekcija, kepeny

transplantacija.



SUMMARY

Objective: To assess the correlations of CD8+ lymphocyte infiltration, clinicopathological, and
blood laboratory parameters between different surgical strategies of hepatocellular carcinoma.
Tasks:

1. To compare demographic, clinicopathological, and blood laboratory data among patients who
underwent liver transplantation or resection for hepatocellular carcinoma.

2. To investigate and compare the density distribution of CD8+ lymphocytes in hepatocellular
carcinoma and surrounding liver parenchyma in transplanted and resected patient groups.

3. To determine the prognostic value of CD8+ lymphocytes for survival, in the whole cohort and
in separate groups of transplanted and resected patients.

Methodology: A retrospective study included 134 patients with hepatocellular carcinoma who
underwent liver transplantation or partial liver resection between 2007 and 2020 at Vilnius
University Hospital Santaros Clinics. CD8+ immunohistochemical images were examined using
digital image analysis. The prognostic significance of survival was investigated in the context of
the obtained CD8+ lymphocyte distribution indices. Statistical data analysis was performed using
Microsoft Excel 2021 and the statistical package R (version 3.5.1).

Results: Statistically significant differences in survival, hepatocellular carcinoma recurrence,
pathological findings, and blood laboratory indicators were found when comparing the study
groups. When comparing the indicators of CD8+ lymphocyte distribution between the study
groups, the amount of CD8+ lymphocytes was statistically significantly higher in resected patients
than in transplanted patients. A higher density of CD8+ lymphocytes in the stroma of the tumor
tissue and in the epithelium and stroma of the perineoplastic liver parenchyma had a worse
prognostic value for the survival of patients in the entire cohort. A higher density of CD8+
lymphocytes in the epithelium of the tumor tissue was associated with a better prognosis and in
the stroma of the tumor and perineoplastic tissue with a worse prognosis in the group of resected
patients.

Conclusions: Indicators of CD8+ cell distribution together with clinicopathological and blood
laboratory data correlate between surgical strategies of hepatocellular carcinoma.

Keywords: Hepatocellular carcinoma, CD8+ lymphocytes, partial liver resection, liver

transplantation.



IVADAS

Hepatoceliuliné karcinoma (HCC) yra dazniausias pirminis kepeny navikas, sudarantis
apie 75 % visy kepeny vézio atvejy (1). Nepaisant mokslo pazangos HCC srityje, serganciyjy
prognoz¢ tebéra prasta, o su veéziu susijgs mirtingumas, Siuo metu esantis ketvirtoje vietoje
pasaulyje, nepaliauja didéti daugelyje Saliy (2,3). HCC patogenezé yra sudétinga ir apima daugybe
molekuliniy mechanizmy, vykstanciy dél liga predisponuojanciy rizikos faktoriy, tokiy kaip
virusiniai hepatitai B ir C, nealkoholin¢ surieb&jusiy kepeny liga, alkoholio vartojimas ir kt. Nors
ligos mechanizmas skiriasi priklausomai nuo pagrindinés etiologijos, jprasta seka yra kepeny
pazeidimas, létinis uzdegimas, fibrozé, cirozé ir HCC (2). Tikslingas pacienty, kuriems gresia
HCC i8sivystymas, sekimas leidzia nustatyti ankstyva véZzio stadija, kai dar gali biiti jmanomos
gydomosios intervencijos. Chirurgija, pakeiCiant visas kepenis transplantacijos biidu arba
pasalinant dalj kepeny rezekcijos biidu, iSlieka pagrindinés ankstyvos stadijos HCC gydymo
galimybés (4). Abiejy chirurginiy galimybiy taikymas gali turéti panasy iSgyvenamumg po
procediiros, taciau HCC pasikartojimo daznis labai skiriasi (5). Tyrimai rodo, kad kepeny
transplantacija gali pasitlyti maziausig vézio pasikartojimo daznj ir didziausig ilgalaikio
iSgyvenamumo galimybe (4). Kiti autoriai pastebi, kad transplantacija turi iSgyvenamumo
pranasuma, palyginti su rezekcija, tik gydant pacientus vélesnése HCC ligos stadijose (6). Tokius
iSgyvenamumo ir ligos pasikartojimo daznio skirtumus gali nulemti su véziu susij¢ veiksniai
(stadija, alfa fetoproteinas, mikro ar makrovaskuliné invazija), su pacientu susij¢ veiksniai
(gretutinés ligos, amzius) bei taikyto gydymo deriniai (4). Visumoje, pacientai, kuriems
numatoma taikyti transplantacijg arba rezekcija, daznai skiriasi vézio stadija ir esama kepeny
funkcija, todél dviejy gydymo budy palyginimas iSlieka sudétingas (7).

Imuniné mikroaplinka HCC vaidina pagrindinj vaidmenj naviko progresavime ir ligos
recidyvavime (8). Kadangi hepatokarcinogenez¢ ir pooperaciné prognozé priklauso ne tik nuo
uzdegiminio kepeny pazeidimo, bet ir nuo imuninés sistemos aktyvacijos bei i§sekimo, buvo
pradéta gilintis j navikg supan¢ig imuning aplinkg ir navikg infiltruojanciy limfocity (NIL)
pogrupius (9). Saltiniy duomenimis, Seimininko imuninés lastelés, tokios kaip NIL, gali
pasitarnauti kaip HCC prognostinis veiksnys (10). Vienas pagrindiniy NIL pogrupiy, CD8+
limfocitai priklauso citotoksinéms T lgsteléms, kurios yra atsakingos uZz tiksliniy lgsteliy
pasalinima, ir yra laikomi pagrindiniais priesnavikinio imuniteto efektoriais (11,12). Metaanalizé,
jvertinanti NIL prognosting reik§me sergant HCC, rodo, kad pacienty, kuriy CD8+ NIL kiekis
buvo didelis, bendras iSgyvenamumas ir iSgyvenimas be pasikartojimo buvo ilgesni, palyginti su
pacientais, kuriy NIL kiekis buvo mazesnis (11). Be to, CD8+ limfocity infiltracijos audinyje

erdvinis i$sidéstymas yra itin svarbus, nes pacienty, kuriy CD8+ lasteliy tankis yra didelis HCC
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centre arba naviko pakrastyje, bendras iSgyvenamumas gali buti geresnis (13). Imuniniy Iasteliy
erdvinis iSsidéstymas taip pat gali pasitarnauti atskiriant navikg infiltruojanc¢ias CD8+ lasteles nuo
aplinking kepeny parenchimg infiltruojanc¢iy CD8+ limfocity. Viso to svarba gali biiti paaiskinta
tuo, kad CD8+ lastelés gali dalyvauti ne tik minétame prieSnavikiniame atsake, bet tuo paciu
sukelti zalingg poveikj likusiai uzdegiminei kepeny parenchimai, skatinant imuninj atsaka pries
kepeny patologija sukélusj etiologinj veiksnj (14).

Patologiné naviko analiz¢ leidzia pazvelgti | naviko ir Seimininko sgveikos mikroaplinka
bei gali padéti suprasti jos jtakg HCC pacienty prognozei. Skaitmening patologiniy vaizdy analizé
ir dirbtinio intelekto sistemos jgauna pagreit] ir yra nuolat jrodomos kaip naudingos tiek
uzdegiminéms, tiek navikinéms kepeny ligoms, taciau jy kasdienis klinikinis pritaikymas iSlieka
labai ribotas (15). Skaitmenine imunohistochemija pagrjstas metodas Immunoscore, kickybiskai
jvertinantis Seimininko priesnavikinj CD3+ ir CD8+ limfocity atsakg invazinéje naviko riboje ir
pacioje naviko Serdyje (17), i§ pradziy buvo pasiiilytas prognozuoti gaubtinés Zarnos vézio
pasikartojimg, o véliau buvo pritaikytas ir kitiems solidiniams navikams (16). Kitas
automatizuotas metodas, pagrjstas mikroskopiniy vaizdy analize, nagrinéjantis imunogradientg
naviko ir stromos sasajos zonoje, buvo pritaikytas CD8 imunohistocheminiams chirurginiu biidu
pasalinty krities ir gaubtinés bei tiesiosios zarnos vézio vaizdams, siekiant prognozuoti bendra
pacienty iSgyvenamuma (17). Imunogradiento metodas taip pat buvo pritaikytas, norint jvertinti
CD8+ limfocity pasiskirstymo kepeny audinyje prognosting reikSme po atliktos dalinés kepeny
rezekcijos dél HCC (18). Skaitmeninés vaizdy analizés bei dirbtinio intelekto pritaikymas
jvairiems solidiniams navikams, jskaitant HCC, skatina toliau tirti HCC naviko-Seimininko
sgveikg imuniniy lgsteliy lygmenyje ir, pritaikant automatizuotus metodus, palyginti skirtingus
gydymo metodus bei ieSkoti geriausig rezultatg sitilan¢ios gydymo taktikos.

Darbo tikslas: Jvertinti CD8+ limfocity infiltracijos, klinikopatologiniy ir kraujo
laboratoriniy rodikliy koreliacijas tarp skirtingy hepatoceliulinés karcinomos chirurginiy taktiky.

Darbo uzdaviniai:

1. Palyginti demografinius, klinikopatologinius ir kraujo laboratorinius duomenis tarp pacienty,
kuriems buvo atlikta kepeny transplantacija arba rezekcija dél hepatoceliulinés karcinomos.

2. Istirti ir palyginti CD8+ limfocity tankio pasiskirstyma hepatoceliulinés karcinomos ir
aplinkinés kepeny parenchimos srityse transplantuoty ir rezekuoty pacienty grupése.

3. Nustatyti CD8+ limfocity prognosting reikSme¢ iSgyvenamumui, visoje kohortoje ir atskirose

transplantuoty ir rezekuoty pacienty grupése.



TIRIAMIEJI IR METODAI

1.1. Tiriamieji

I retrospektyvinj tyrima buvo jtraukti 134 pacientai, kuriems 2007-2020 m. Vilniaus
universiteto ligoninés Santaros klinikose (Vilnius, Lietuva) buvo atlikta daliné kepeny rezekcija
(106 pacientai) arba kepeny transplantacija (28 pacientai) dél HCC. Audiniai paimti operacijos
metu buvo archyvuojami ir saugomi Nacionaliniame patologijos centre (Vilnius, Lietuva). Visi
klinikiniai, patologiniai ir laboratoriniai duomenys buvo renkami retrospektyviai. Tyrimui atlikti
buvo gautas Vilniaus regiono bioetikos komiteto leidimas Nr. 2021/6-1354-843, isduotas 2021 m.
birzelio 29 d.

1.2. Tiriamojo darbo eiga

Darbui buvo naudojami Nacionaliniame patologijos centre paruosti ir suskaitmeninti
hematokslininu ir eozinu dazyti bei to paties paciento CD8 imunohistochiminiy reakcijy (IHC)
hepatoceliulinés karcinomos ir aplinkinio kepeny audinio preparatai. HALO® Al (Indica Labs,
JAV) skaitmeniniy vaizdy analizés sistema prie§S darbg buvo iSmokyta segmentuoti audinj ]
hepatocity, fibrovaskulinés stromos, fono/siuksliy klases.

Atliekant tiriamajj darba, kiekviename skaitmeniniame kepeny preparato vaizde rankiniu
biidu buvo pazymimos dvi dominancios sritys: viena sritis apémé navikinj audinj su kapsule,
antroji - perineoplastine kepeny parenchima. Sios dvi sritys buvo toliau analizuojamos atskirai,
naudojant skaitmeninés mikroskopijos vaizdy analizg. CD8 teigiami limfocitai (lastelés su rudu
citoplazminiu IHC daZymu) buvo identifikuoti naudojant Multiplex IHC algoritmg (Indica Labs,
JAV). I§ gauty duomeny apskaiciuoti rodikliai, atspindintys vidutinj CD8+ limfocity tankj ir
erdvinj CD8+ lasteliy pasiskirstymg, buvo nepriklausomai apskaiciuoti HCC (epitelyje ir
stromoje) ir perineoplastiniy kepeny (epitelyje ir stromoje) srityse, kad atspindéty du atskirus
procesus, kuriuos skatina CD8+ limfocitai.

1.3. Statistiné analizé

Statistiné duomeny analizé atlikta R 3.5.1 ir MS Excel 2021 programomis. Analizuojamy
pozymiy pasiskirstymui imtyje jvertinti taikyta apraSomoji duomeny statistika — absoliutiis (n) ir
procentiniai dazniai (%). Kiekybiniams duomenims pateikti naudoti aritmetiniai vidurkiai su
standartiniu nuokrypiu, nurodant jy maziausias (min) ir didziausias (max) reik§Smes. Pozymiy
rySiai vertinti sudarant susijusiy pozymiy lentelés, chi-kvadratu (y2) testas taikytas pozymiy
priklausomybei nustatyti, kuomet duomenys aprasomi keturlaukéje (2x2) dazniy lenteléje, o esant
nors vienam tikétinam stebéjimy skai¢iui maziau penkiy, papildomai apskaiéiuotas tikslusis
FiSerio (Fisher’s) kriterijus. Kiekybiniy duomeny normalumo vertinimui naudotas Kolmogorovo-

Smirnovo testas. Lyginant dviejy nepriklausomy im¢iy parametriniy kintamyjy vidutines
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reikSmes, naudotas Stjudento t — testas, lyginant dviejy nepriklausomy imc¢iy neparametriniy
kintamyjy vidutines reik§mes naudotas Mann-Whitney U testas.

Laisvai prieinama programa Cutoff Finder buvo naudojama CD8+ limfocity rodikliams
suskirstyti j ribines vertes pagal iSgyvenamumo rezultata (19). Bendro iSgyvenamumo
pasiskirstymui palyginti buvo naudojamas Kaplan-Meier metodas kartu su Log-rank testu.

Pozymiy skirtumas laikytas statistiskai reikSmingu, Kai reik§mingumo lygmuo p < 0,05.

Rezultatai pateikiami lentelése ir paveiksluose.

REZULTATAI

1.1. Demografiné ir klinikopatologiné grupiu charakteristika

I retrospektyvinj tyrimg buvo jtraukti 134 tiriamieji, kuriems 2007-2020 m. Vilniaus
universiteto ligoninés Santaros klinikose buvo atlikta daliné kepeny rezekcija arba kepeny
transplantacija dél HCC. Rezekuoty pacienty grupe sudaré 106 pacientai, jy vidutinis amzius buvo
64 + 10.3 m., jauniausiam tiriamajam buvo 13 m., o vyriausiam — 82 m. Rezekuoty pacienty
grupéje lyCiy santykis buvo artimas 3:1, vyraujant vyrams (82 vyrai ir 24 moterys). Transplantuoty
pacienty grupe sudaré 28 pacientai, vidutinis jy amzius buvo 52,5 *+ 8.8 m., jauniausiam buvo 18
m., vyriausiam — 64 m. Transplantuoty pacienty grupéje lyCiy santykis buvo artimas 2:1, vyraujant
vyrams (19 vyry ir 9 motery). Abi grupés, lyginant jy lytis, statistiSkai reikSmingai nesiskyre,
taCiau rasta, kad pacienty amzius tarp grupiy skyrési statistiSkai reikSmingai — transplantuoti
pacientai operacijos metu buvo jaunesnio amziaus, nei rezekuoty grupés pacientai. Demografiniy

duomeny palyginimas aprasytas 1 lentel¢je.

Lentele 1. Demografiniy charakteristiky palyginimas tarp tiriamyjy grupiy.

Rezekuotu pacienty Transplantuoty p-
grupé, N=106 pacienty grupé, N=28 reik§meé
AmZius, metais* 64 + 10.3 (13-82) 52.5 + 8.8 (18-64) p <0.001
Lytis, n** p>0.05
Vyrai 82 (77.4%) 19 (68%)
Moterys 24 (22.6%) 9 (32%)

*Vidurkis + standartinis nuokrypis (min-max); **Absoliutus skai¢ius (procentiné israiska).

Lyginant patologinius radinius tarp tiriamyjy grupiy, rezekuoty pacienty grupéje stebéti
statistiSkai reikSmingai didesni (vidutinis naviko matmuo 4,54 cm lyginant su 2,71 cm), blogesnio
diferenciacijos laipsnio (G3 naviko diferenciacijos laipsnis 19% lyginant su 3%) ir dazniau su jau
esancia kepeny kraujagysline invazija (50% lyginant su 27%) navikai, nei transplantuoty pacienty
tarpe. Transplantuoty pacienty patologiné T stadija buvo Zemesné (pT1-2 sudaré 100% lyginant
su 92,5% rezekuoty grupéje), taiau statistiSkai reikSmingo skirtumo nenustatyta. Patologiniy

duomeny palyginimas pateiktas 2 lenteléje.



Lentele 2. Patologiniy charakteristiky palyginimas tarp tiriamyjy grupiy.

Rezekuotu pacienty Transplantuoty p-
grupé, N=106 pacienty grupé, N=28 reikSmé
Didziausiais naviko matmuo, cm* 4.54 +3.3(0.8-19.0) 2.71+£1.3(0.6-5.8) p =0.002
Patologiné T stadija (pT), n** p>0.05
pT1 38 (35.9%) 15 (53.6%)
pT2 60 (56.6%) 13 (46.4%)
pT3 7 (6.6%) 0
pT4 1 (0.9%) 0
Naviko diferenciacijos laipsnis (G), n** p =0.046
Gl 8 (7%) 5 (19%)
G2 78 (74%) 22 (78%)
G3 20 (19%) 1 (3%)
Kepeny kraujagysliné invazija, n** p =0.007
Yra 53 (50%) 6 (27%)
Néra 53 (50%) 22 (73%)

*Vidurkis + standartinis nuokrypis (min-max); **Absoliutus skai¢ius (procentiné israiska).

Rezekuoty pacienty grupéje isgyvenamumas vidutiniskai sieké 48 (laiko ribos 0 —186), o
transplantuoty — 53 (laiko ribos 0 — 146) ménesius, skai¢iuojant nuo atliktos operacijos datos.
Lyginant grupes, iSgyvenamumas statistiSkai reikSmingai nesiskyre. Per visg stebéjimo laikotarpj
tirlamyjy grupése mirusiy asmeny skaicius skyrési statistiSkai reikSmingai — mir¢iy skaicius buvo
didesnis po atliktos rezekcijos operacijos, 60 % mir¢iy rezekuoty pacienty grupéje, palyginti su
25 % — transplantuoty tarpe. Pirmg kartg diagnozuotos HCC gydymas, lyginant su recidyvo
gydymu, operacijos metu buvo statistiskai reikSmingai daznesnis tarp pacienty, kuriems taikyta
kepeny rezekcijos operacija (pirma kartg nustatyto naviko gydymas 86 % palyginti su 64 %). Per
stebéjimo laikotarpj (nuo operacijos datos iki paskutinio apsilankymo pas gydytoja / mirties)
uzfiksuotas vienas HCC pasikartojimo atvejis po kepeny transplantacijos ir tai sudaré statistiskai
reik§mingai mazesnj atkry¢iy procenta, nei tarp rezekuoty (4 % palyginti su 53 %). [sgyvenamumo
ir HCC pasikartojimo duomeny palyginimas pateiktas 3 lentel¢je.

Lentele 3. ISgyvenamumo ir naviko pasikartojimo charakteristiky palyginimas tarp tiriamyjy grupiy.

Rezekuotu pacienty | Transplantuoty p-
grupé, N=106 pacienty grupé, N=28 | reik§mé
ISgyvenamumas NuUo operacijos, mén* 48 + 39.6 (0-186) 53 + 34.7 (0-146) p>0.05
Mirties atvejai, n** p <0.001
Gyvas 42 (40%) 21 (75%)
Mirgs 64 (60%) 7 (25%)
Pirminio/atsikartojusio naviko atvejis, n** p =0.009
Pirmg kartg nustatytas navikas 91 (86%) 18 (64%)
Atsikartojes navikas 15 (14%) 10 (36%)
Ligos atkry¢iai, n** p <0.001
Atkrytis 56 (53%) 1 (4%)
Be pasikartojimo 48 (47%) 27 (96%)

*Vidurkis (min-max) + standartinis nuokrypis; **Absoliutus skai¢ius (procentiné israiska).




Lyginant operacinius ir hospitalizacijos duomenis (pateikta 4 lenteléje), buvo nustatyta,
kad kepeny transplantacijos trukmé (vidutiné trukmé 459 min palyginti su 160 min), per operacija
netekto kraujo kiekis (vidutinis kiekis 2497 ml palyginti su 702 ml) ir laikas praleistas ligoninéje
po operacijos (vidutiné trukmé 34 d. palyginti su 16 d.) buvo statistiskai reikSmingai didesni

lyginant su kepeny rezekcijos duomenimis.

Lenteleé 4. Operacijos ir hospitalizacijos duomeny palyginimas tarp tiriamyjy grupiy.

Rezekuoty pacienty Transplantuoty p-

grupé, N=106 pacienty grupé, N=28 reik§mé
Operacijos trukmé, min* 160 £ 62.2 (66-330) 459 + 83.3 (309-720) p =0.006
Kraujo netekimas operacijos metu, ml* | 702 + 812.2 (0-4300) 2497 +2291.2 (100-9000) | p <0.001
Hospitalizacijos trukmé, dienos* 16 £11.7 (4-70) 34 + 33.3 (2-169) p <0.001

*Vidurkis + standartinis nuokrypis (min-max).

1.2. Transplantuoty ir rezekuoty pacienty grupiy laboratoriniy rodikliy

palyginimas

Norinti palyginti rezekuoty ir transplantuoty pacienty kraujo laboratorinius duomenis ir jy
kitimg laike, buvo pasirinkta atskirai jvertinti ir palyginti paskutiniy prie§ operacija, iSkart po
operacijos ir paskutinio sekimo metu atlikty kraujo laboratoriniy tyrimy vertes. Tekste, aprasant
rezultatus, skliausteliuose pateikiami laboratoriniy tyrimy ver¢iy aritmetiniy vidurkiy palyginimai
tarp grupiy. StatistiSkai reikSmingy laboratoriniy rodikliy ver¢iy ir kintamyjy palyginimas
pateiktas 5 lenteléje.

Lyginant su rezekuotais pacientais, transplantuoty pacienty prieSoperaciniai laboratoriniai
tyrimai parodé statistiSkai reikSmingai aukstesnius kepeny funkcija atspindincius (bendro
bilirubino (57,19 umol/l palyginti su 17,77 pumol/l), aspartataminotransferazés (AST) (98,64 U/I
palyginti su 68,79 U/I), sarminés fosfatazés (SF) (162,89 U/l palyginti su 106,16 U/l), aktyvinto
dalinio tromboplastino laiko (ADTL) (41,18 s palyginti su 36,11 s), tarptautinio normalizuoto
santykio (INR) (1.57 palyginti su 1,25)) rodiklius, tac¢iau zemesnj albumino kiekj (30,16 g/l
palyginti su 40,55 g/l) ir trombocity skai¢iy (113,54 x10%1 palyginti su 171,42 x10%1).

Pooperaciniai laboratoriniai tyrimai parode, kad transplantuoty pacienty grupéje ADTL
(53,30 s palyginti su 37,16 s), INR (1,77 palyginti su 1,33), AST (2194,11 U/l palyginti su 299,51
U/l), alaninaminotransferazé (ALT) (1900,93 U/l palyginti su 266,97 U/l), gama-
gliutamiltransferazé (GGT) (192,54 U/l palyginti su 103,02 U/I), bendras bilirubinas (44,97 pumol/I
palyginti su 21,10 umol/l), C reaktyvus baltymas (CRB) (59,59 mg/Il palyginti su 36,13 mg/l),
kreatininas (115,07 pmol/l palyginti su 80,95 pumol/l) tur¢jo statistiS$kai reikSmingai aukstesnes
vertes, nei rezekuoty tiriamyjy grupéje. Rezekuoty pacienty tarpe rasti statistiSkai reikSmingai
auksStesnes vertes turintys rodikliai buvo albuminas (30,62 g/l palyginti su 24,68 g/l) ir trombocity
skaicius (161,50 x10%1 palyginti su 83,37 x10%1).



Paskutinio sekimo metu, transplantuoti pacientai turéjo statistiskai reik§Smingai Zemesnius
AST (24,88 U/l palyginti su 81,43 U/l), ALT (22,24 U/l palyginti su 56,46 U/l), GGT (32,94 U/
palyginti su 107,30 U/l) ir bendro bilirubino (14,42 pmol/l palyginti su 27,20 pmol/l)

laboratorinius kraujo rodiklius, nei pacientai po kepeny rezekcijos.

Lentelé 5. Statistiskai reiksmingy laboratoriniy tyrimy kintamyjy palyginimas tarp tiriamyjy grupiy.

Rezekuotu Transplantuoty p-

pacienty grupé pacienty grupé reikSmé

N=106 N=28

PrieSoperaciniai laboratoriniai tyrimai
Aktyvinto dalinio tromboplastino laikas (ADTL), s* | 36.11 (27.7-46.1) 41.18 (30.9-60.9) p =0.003
Tarptautinis normalizuotas santykis (INR)* 1.25 (0.87-10.10) 1.57 (1.00-3.15) p <0.001
Albuminas, g/lI* 40.55 (31.6-48.55) | 30.16 (15.7-48.5) p <0.001
Aspartataminotransferazé (AST), U/l* 68.79 (19-209) 98.64 (22-286) p=0.013
Trombocitai PLT, x10%/I* 171.42 (44-560) 113.54 (19-506.2) p =0.002
Sarminé fosfatazé (SF), U/I* 106.16 (34-298.6) | 162.89 (85-346) p <0.001
Bendras bilirubinas, pmol/I* 17.77 (5.1-52.8) 57.19 (6.2-269.9) p <0.001
Pooperaciniai laboratoriniai tyrimai
Aktyvinto dalinio tromboplastino laikas (ADTL), s* | 37.16 (28.4-54.3) 53.30 (32.8-107.7) | p<0.001
Tarptautinis normalizuotas santykis (INR)* 1.33 (1.03-2.01) 1.77 (1.06-3.13) p <0.001
Albuminas, g/lI* 30.62 (16.9-46.4) 24.68 (16.3-34.3) p <0.001
Alaninaminotransferazé (ALT), U/1* 266.97 (35-1292) 1900.93 (602-4638) | p <0.001
Aspartataminotransferazé (AST), U/1* 299.51 (25-923) 2194.11 (175-6741) | p<0.001
Gama-gliutamiltransferazé (GGT), U/I* 103.02 (29-644) 192.54 (41-817) p <0.001
Bendras bilirubinas, pmol/I* 21.10 (4.5-120.8) 44.97 (12.7-142.4) | p<0.001
C reaktyvus baltymas (CRB), mg/l* 36.13 (0.60-117.4) | 59.59 (9.52-143.5) | p=0.004
Kreatininas, pmol/I* 80.95 (44-220) 115.07 (45-305) p =0.008
Trombocitai PLT, x10%/1* 161.50 (38-673) 83.37 (24-348) p <0.001
Paskutinio sekimo laboratoriniai tyrimai

Alaninaminotransferazé (ALT), U/1* 56.46 (11-545) 22.24 (8-43) p <0.001
Aspartataminotransferazé (AST), U/N* 81.43 (18-413) 24.88 (14-48) p <0.001
Gama-gliutamiltransferazé (GGT), U/I* 107.30 (12-887) 32.94 (12-137) p <0.001
Bendras bilirubinas, pmol/I* 27.20 (4.8-85.2) 14.42 (7.6-33.8) p =0.005

*Vidurkis (min-max)

1.3. CD8+ limfocity charakteristiky palyginimas tarp tiriamujy grupiy

CD8+ limfocity jvertinimui buvo apskai¢iuoti rodikliai (lagsteliy tankis), atspindintys

erdvinj CD8+ Igsteliy pasiskirstymg HCC (epitelyje ir stromoje) ir perineoplastiniy kepeny

(epitelyje ir stromoje) audinio srityse.

Lyginant tiriamyjy grupes, CD8+ limfocity pasiskirstymo rodikliai statistiskai reikSmingai

skyrési tiek navikiniame audinyje, tiek aplinkinéje kepeny parenchimoje. Abejose tiriamosiose

srityse CD8+ limfocity tankis buvo didesnis rezekuoty pacienty tarpe, nei transplantuoty.

Statistiskai reikSmingy CD8+ limfocity pasiskirstymo rodikliy palyginimas tarp tiriamyjy grupiy

pateiktas 6 lentel¢je.
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Lentele 6. CD8+ limfocity tankio pasiskirstymo palyginimas tarp tiriamyjy grupiy.

Rezekuoty pacienty Transplantuoty p - reik§meé
grupé, N=106 pacienty grupé, N=28
Navikinis audinys (HCC)
CD8+ lasteliy tankis epitelyje, 174.34 (7.75-1319.81) 103.28 (6.60-1088.41) p =0.042
lasteliy skai¢ius/mm?*
CD8+ lasteliy tankis stromoje, 571.35 (118.03-2353.48) | 374.42 (79.41-1978.40) p =0.002

lasteliy skai¢ius/mm?*

Aplinkiné kepeny parenchima

CD8+ lasteliy tankis epitelyje, 282.65 (66.10-1033.11) 141.33 (15.17-396.39) p <0.001
lasteliy skai¢ius/mm?*
CDB8+ lasteliu tankis stromoje, 934.28 (182.81-2279.77) | 574.06 (201.34-1078.62) | p <0.001

Iasteliy skaidius/mm?*
*Vidurkis (min-max)

1.4. CD8+ limfocity jtaka visos kohortos iSgyvenamumui

Pasitelkus ribiniy verciy identifikavimo programg Cutoff Finder, CD8+ limfocity
pasiskirstymo rodikliams buvo priskirtos ribinés vertés, kurios rodiklius padéjo suskirstyti j
skirtingas kategorijas — teigiamg arba neigiamg poveikj iSgyvenamumui turincias vertes.

Navikinio audinio stromoje apskai¢iuotas CD8+ limfocity tankis, didesnis nei nustatyta
835,7 last.sk./mm? ribiné verté, turéjo blogesne prognoze pacienty isgyvenamumui (Pav. 1).
Suskirscius tiriamuosius ] dvi grupes, turincias didesnj arba mazesnj CD8+ limfocity tankj
navikinio audinio stromoje pagal nustatyta ribine verte (835,7 last.sk./mm?, paaiskéjo, kad
tiriamyjy, su didesniu CD8+ lgsteliy tankiu Sioje srityje, i§gyvenamumo mediana sieké 33,5 mén.,
kai tuo tarpu su mazesniu CD8+ Igsteliy tankiu — 66,5 mén.

Apskaic¢iavus CD8+ limfocity vertes perineoplastingje kepeny parenchimoje, rasta, kad
CDS8+ lasteliy tankis > 366,2 last.sk./ mm? epitelyje (Pav. 2) bei tankis > 1053 Iast.sk./mm?
stromoje (Pav. 3) buvo blogesnio i§gyvenamumo rodikliai. Palyginus didesnio ir mazesnio CD8+
limfocity tankio grupes (suskirstytas pagal ribines vertes: 366,2 last.sk./mm? epitelyje bei 1053
Iast.sk./mm? stromoje), rasta, kad tiriamyjy, su didesniu CD8+ lIasteliy tankiu perineoplastinés
kepeny parenchimos epitelyje ir stromoje, i§gyvenamumo mediana sieké 40 mén. ir 45 mén.
atitinkamai, kai su mazesniu CD8+ Igsteliy tankiu — 66,5 mén. ir 68 mén. atitinkamai.

Kohortos iSgyvenamuma lemiancios statistiSkai reikSmingos CDS8+ limfocity
pasiskirstymo rodikliy ribinés vertés, rizikos santykiai, pasikliautinieji intervalai ir p reikSmés,
pateikiami 7 lenteléje.

CD8+ limfocity pasiskirstymo rodikliy jtaka visos kohortos pacienty iSgyvenamumui

pavaizduota grafiskai Kaplan-Meier metodu kartu su Log-rank testu paveiksluose (1 — 3).
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Lentele 7. Kohortos isgyvenamumg lemiancios statistiskai reiksmingos CD8+ limfocity tankio charakteristikos.

Ribiné Rizikos 95% PI* p - reik§meé
verté santyKis
Navikinis audinys (HCC)
CD8+ lasteliy tankis stromoje, lasteliy skai¢ius/mm? | 835.7 | 2.33 | 1.30-4.17 | p=0.003
Aplinkiné kepeny parenchima
CD8+ lasteliy tankis epitelyje, lasteliy skai¢ius/mm? | 366.2 2.14 1.22-3.74 p =0.007
CD8+ lasteliy tankis stromoje, lasteliy skai¢ius/mm? | 1053 1.8 1.09-2.97 p =0.020
*95 % pasikliautinieji intervalai.
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Pav. 1. CD8+ limfocity tankio navikinio audinio stromoje jtaka tiriamos kohortos isgyvenamumui. HR — rizikos

santykis, skliausteliuose nurodytas 95 % pasikliautinasis intervalas.
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Pav. 2. CD8+ limfocity tankio aplinkinés kepeny parenchimos epitelyje jtaka tiriamos kohortos isgyvenamumui. HR

— rizikos santykis, skliausteliuose nurodytas 95 % pasikliautinasis intervalas.
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Pav. 3. CD8+ limfocity tankio aplinkinés kepeny parenchimos stromoje jtaka tiriamos kohortos isgyvenamumui. HR

— rizikos santykis, skliausteliuose nurodytas 95 % pasikliautinasis intervalas.

1.5. CD8+ limfocity jtaka iSgyvenamumui tiriamyju grupiy viduje

Tiriant CD8+ limfocity pasiskirstymo rodikliy jtakg transplantuoty pacienty
iSgyvenamumui statistiSkai patikimy rezultaty rasta nebuvo.

Pacienty po kepeny rezekcijos operacijos grupés viduje, buvo rasti statistiSkai patikimi
rezultatai. CD8+ limfocity tankis, didesnis nei nustatyta 44,54 Iast.sk./mm? ribiné verté, navikinio
audinio epitelyje buvo susijes su geresne iSgyvenamumo prognoze (Pav. 4). Navikinio audinio
stromoje CD8+ limfocity tankis, didesnis nei nustatyta 874,9 last.sk./mm? ribiné verté, buvo
blogesnés prognostinés reikSmés rodiklis (Pav. 5). Atitinkamai suskirs¢ius tiriamuosius j dvi
grupes pagal CD8+ limfocity tankio navikinio audinio epitelyje ribine verte (44,54 1ast.sk./mm?),
didesnis CD8+ lgsteliy tankis parodé geresnj tiriamyjy i§gyvenamumg — iS§gyvenamumo mediana
siekeé 63,5 mén., palyginus su 41,5 mén., mazesnio CD8+ limfocity tankio grup¢je. PrieSingas
rezultatas gautas lyginant skirtingo CD8+ limfocity tankio navikinio audinio stromoje grupes
(pagal ribing verte 874,9 Iast.sk./mm?) — i§gyvenamumo mediana sieké 33,5 mén. didelio ir 58
mén. mazo tankio grupéje.

Perineoplastinio audinio epitelyje CD8+ Iasteliy tankis > 366,2 last.sk./mm? nurodé
blogesne isgyvenamumo prognozg (Pav. 6). Didelio CD8+ lasteliy tankio Sioje srityje grupéje
(didesnio nei 366,2 last.sk./mm? nustatyta ribiné verté) i§gyvenamumo mediana sieké 34 mén.,
palyginti su mazo tankio grupéje — 60,5 mén.

Rezekuoty pacienty grupés iSgyvenamumag lemiancios statistiSkai reikSmingos CD8+
limfocity pasiskirstymo rodikliy ribinés vertés, rizikos santykiai, pasikliautinieji intervalai ir p

reikSmés, pateikiami 8 lenteléje.
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CD8+ limfocity pasiskirstymo rodikliy jtaka rezekuoty pacienty iSgyvenamumui

pavaizduota grafiskai Kaplan-Meier metodu kartu su Log-rank testu paveiksluose (4 — 6).

Lentele 8. Rezekuoty pacienty iSgyvenamumq lemiancios statistiSkai reikSmingos CD8+ [limfocity tankio

charakteristikos.

Ribiné Rizikos 95% PI* p - reikSmeé
verté santyKis
Navikinis audinys (HCC)
CD8+ lasteliy tankis epitelyje, lasteliy skaitius/mm? | 44.54 0.55 0.32-0.94 p =0.027
CD8+ lasteliy tankis stromoje, lasteliy skai¢ius/mm? | 874.90 1.94 1.05-3.60 p =0.032
Aplinkiné kepenu parenchima
CD8+ lasteliy tankis epitelyje, lasteliy skai¢ius/mm? | 366.20 | 1.97 1.09-349 [ p=0.021

*95 % pasikliautinieji intervalai.
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Pav. 4. CDS8+ limfocity tankio navikinio audinio epitelyje jtaka rezekuoty pacienty grupés isgyvenamumui. HR —

rizikos santykis, skliausteliuose nurodytas 95 % pasikliautinasis intervalas.
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Pav. 5. CD8+ limfocity tankio navikinio audinio stromoje jtaka rezekuoty pacienty grupés isgyvenamumui. HR —

rizikos santykis, skliausteliuose nurodytas 95 % pasikliautinasis intervalas.
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Pav. 6. CD8+ limfocity tankio aplinkinés kepeny parenchimos epitelyje jtaka rezekuoty pacienty grupés

isgyvenamumui. HR — rizikos santykis, skliausteliuose nurodytas 95 % pasikliautinasis intervalas.

REZULTATU APTARIMAS

Sio retrospektyvinio tyrimo imtj sudaré 134 pacientai, kuriems, dél hepatoceliulinés
karcinomos, 2007 — 2020 m. Vilniaus universiteto ligoninés Santaros klinikose buvo atlikta
kepeny transplantacija (28 pacientai) arba daliné kepeny rezekcija (106 pacientai).

Rezekuoty pacienty grupe sudaré statistiSkai reikSmingai vyresni pacientai, jy amziaus
vidurkis buvo 64 m., o transplantuoty pacienty — 52,5 m. Abejose lyginamose grupése vyry ir
motery ly¢iy pasiskirstymas statistiSkai reik§mingai nesiskyre, abejose grupése vyravo vyriska
lytis. Ly¢iy pasiskirstymas kohortoje ir pacienty amzius rezekuoty pacienty grupés viduje atitiko
literatiiroje apraSomus duomenis (20), o tiriamy transplantuoty pacienty amzius buvo jaunesnis,
nei literatliroje pateikiamas 58,5 — 62 m. amzius (20,21).

Patologiniy parametry palyginimas parode¢, kad rezekuoty pacienty grupéje statistiSkai
reikSmingai dazniau nustatyti blogesnio diferenciacijos laipsnio, didesnio diametro ir su jau
esancia kepeny kraujagysline invazija navikai, nei transplantuoty pacienty tarpe. Atlikty kepeny
transplantacijos ir rezekcijos dél HCC lyginamyjy analiziy duomenimis, kaip ir tiriamojoje
kohortoje, tarp rezekuoty pacienty dazniau nustatomi blogesnés diferenciacijos (22) ir didesnio
diametro navikai (20), o intravaskuliné invazija, skirtingai nei tirtoje kohortoje, dazniau stebima
transplantuoty pacienty tarpe (22).

Tiriamos kohortos iSgyvenamumo rodikliai buvo stebéti nuo operacijos datos iki
paskutinés uzfiksuotos paciento sekimo arba mirties datos. Kohortos maksimalus sekimo

laikotarpis sieké 186 ménesius, nors tiriamy grupiy iSgyvenamumas per $§j laikotarpj statistiSkai
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reikSmingai nesiskyré (rezekuoty pacienty grupéje vidutinis iSgyvenamumas sieké 48, o
transplantuoty — 53 ménesius), stebétas didesnis mirciy skaicius po atliktos rezekcijos operacijos,
nei po transplantacijos. Per steb¢jimo laikotarpj rezekuoty pacienty iSgyvenamumas sieké 40 %,
0 transplantuoty — 75 %. Tyrime nustatyti i§gyvenamumo procentai rezekuoty pacienty tarpe
skyrési nuo literatiiroje aprasomo optimistinio 5 mety iSgyvenamumo, siekian¢io 50 — 68 %, 0
transplantuoty tarpe sutapo su literatiiroje apraSomu 4 — 5 mety iSgyvenamumu, siekianc¢iu 61 —
75 % (5). Kita vertus, atlikto tyrimo rezultatai gali buti prilyginami panaSaus pobiidzio studijai,
kurioje iSgyvenamumas po transplantacijos sieké 75,8 %, 0 po kepeny rezekcijos — 40,5 % (23).

Pirmg kartg diagnozuotos HCC gydymas, lyginant su recidyvo gydymu operacijos metu
buvo statistiSkai reikSmingai daZnesnis tarp pacienty, kuriems taikyta kepeny rezekcijos operacija.
Straipsniai, pateikiantys duomenis apie pirmgkart nustatyty ar po atkry¢io gydomy naviky
statistika, stebi panaSia tendencija, kuomet planuojamy transplantuoti pacienty tarpe daziau yra
taikomos intervencijos, norint sunaikinti arba sumazinti jau egzistuojantj navika pries§ planuojama
transplantacija (20). Tuo tarpu tokios procediiros prie§ rezekcijos operacijg taikomos reciau ir
dazniau rezekuojamas pirmg kartg nustatytas navikas (20).

Per steb¢jimo laikotarpj uzfiksuotas statistiSkai reikSmingai mazesnis HCC atkryciy
procentas transplantuoty pacienty grupéje, nei tarp rezekuoty (4% palyginti su 53%). Kohortoje
fiksuoti atkryc¢iai gali bti sulyginami su literatiiroje apraSomu HCC pasikartojimo dazniu 5 mety
laikotarpyje tarp rezekuoty pacienty, kuris siekia apie 50—70%, ir tarp transplantuoty, kuris siekis
— 17 %. Lyginant tyrimo metu uZfiksuoty HCC recidyvy daznj su panasaus pobiidZio publikacijy
rezultatais, rasta studija, kuri per panasy pacienty sekimo laikotarpj uzfiksavo beveik identiska
HCC atkrycio procentg tarp transplantuoty pacienty — 3,6 %, 0 tarp rezekuoty, kiek mazesnj —
36,8 procentg (20). Tuo paciu, lyginami chirurginiai metodai skiriasi savo apimtimi ir nuo to
priklausancia rizika. Kepeny transplantacija sumazina pasikartojimo daznj, siilydama didziausia
jmanoma naviko rezekcijos ribg, kartu paSalinant ligos pazeistas kepenis (7). Dél pazangos
chirurgijos srityje, pooperacinio valdymo ir multimodalinio gydymo strategijy kiirimo pager¢jo ir
rezekuoty pacienty rezultatai. Taciau, pazymima, kad po dalinés kepeny rezekcijos likutinése
kepenyse gali atsirasti intrahepatinés metastazés, be to, tokios kepenys gali bti imlesnés de novo
mutacijoms (7).

Remiantis operacijos protokolo ir hospitalizacijos duomenimis, lyginant su rezekcijos
operacija, transplantacija truko reikSmingai ilgesnj laikg, procediiros metu netekta daugiau kraujo,
o vidutinis pooperaciniy lovadieniy skaicius daugiau nei dvigubai lenké rezekuoty pacienty
lovadienius. Siuos radinius galima sieti su skirtingu 8iy chirurginiy metody sudétingumu,

apimtimi, pooperaciniy komplikacijy dazniu ir sveikimo laikotarpiu (24).
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Norint palyginti rezekuoty ir transplantuoty pacienty kraujo laboratoriniy rodikliy
pokycius laike, buvo atskirai palygintos paskutiniy prie§ operacija, iSkart po operacijos ir
paskutinio sekimo metu atlikty kraujo laboratoriniy tyrimy vertés.

Remiantis prieSoperaciniais laboratoriniais tyrimais, transplantuoty tiriamyjy kepeny
funkcija buvo statistiSkai reikSmingai prastesné, nei rezekuoty. Transplantuoty pacienty labiau
sutrikusig kepeny sinteting funkcijg nurodé prailgéjes ADTL, INR bei maZesnis albumino kiekis.
Didesne hepatocity ir kepeny parenchimos pazaidg transplantuotyjy grupéje indikavo aukstesnés
bendro bilirubino ir AST vertés. Aukstesnis cholestazés rodiklis, SF, ir stebéta trombocitopenija
nurodé labiau pazengusig kepeny ligg transplantuoty pacienty tarpe. Palyginti tiriamos kohortos
grupiy prieSoperaciniai rodikliai nurode, kad kepeny rezekcija atlieckama pacientams, kuriy kepeny
funkcija yra geresné, nei ty pacienty, kuriems numatoma transplantacija. Gauti rezultatai atitinka
literatiiroje aprasoma chirurginio metodo pasirinkimo taktika, paremta prieSoperacine kepeny
funkcija, kuomet gera kepeny funkcija laikoma indikacija rezekcijos metodo pasirinkimui (25).

Lyginant pooperacinius laboratorinius rodiklius, rasta, kad transplantuoty pacienty grupéje
ADTL, INR, AST, ALT, GGT, bendras bilirubinas ir CRB turéjo statistiSkai reik§mingai
aukstesnes, o albuminas ir trombocity skaiCius Zemesnes vertes, nei rezekuoty tiriamyjy grupéje.
Literatiroje, pooperaciniu laikotarpiu nejprastai auks$¢iau normos riby esantys kepeny tyrimy
rezultatai, uzdegiminiai rodikliai ir prastesné kepeny sintetiné funkcija paaiSkinami kepeny
transplantacija lydin¢iu iSemijos ir reperfuzijos pazeidimu, taciau pazymima, kad paprastai Sie
pokyc¢iai iSnyksta per pirmaja savaite po operacijos (26).

Analizuojant paskutinio sekimo metu uzfiksuotas laboratoriniy tyrimy vertes,
transplantuoty pacienty tarpe stebéta zemesniy kepeny funkcijos rodikliy (AST, ALT, GGT,
bendras bilirubinas) tendencija, nei tarp pacienty po kepeny rezekcijos. Toks laboratoriniy ver¢iy
pasikeitimas tarp grupiy galéjo biiti salygotas to, kad pacientams po kepeny rezekcijos buvo
stebimas daznesnis ligos progresavimas, o transplantuoty tarpe, nepaisant ankstyvy miréiy dél
transplantato atmetimo, pasalinus visas ligos pazeistas kepenis — recidyvavimo procentas buvo
mazas, o kepeny funkcija atstatyta, kas sutampa su literatiiroje aptiktais duomenimis (7).

Lyginant CD8+ limfocity pasiskirstymo rodiklius tarp tiriamyjy grupiy, tiek navikiniame
audinyje, tiek aplinkingje kepeny parenchimoje CD8+ limfocity tankis buvo statistiskai
reikSmingai didesnis rezekuoty pacienty tarpe, nei transplantuoty. Gauti rezultatai gali bati
paaiskinti iSsekusia transplantuoty pacienty kepeny funkcija pries operacija, lyginant su rezekuoty
pacienty kepenimis. Literatiiroje aprasoma, kad pazeista kepeny funkcija ir pazengusi kepeny ligos
stadija gali sglygoti labiau imunosupresuotg ir i§sekusiag HCC mikroaplinkg (12).

Pasitelkus apskai¢iuotas ribines vertes ir CD8+ limfocity pasiskirstymo rodiklius

padalinus j teigiamg arba neigiamg poveikj iSgyvenamumui turin¢ias kategorijas, buvo rasta, kad
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didesnis CD8+ limfocity tankis navikinio audinio stromoje bei perineoplastinés kepeny
parenchimos epitelyje ir stromoje turéjo blogesne prognosting reik§me visos kohortos pacienty
iSgyvenamumui. Pacienty, su didesniu CD8+ Igsteliy tankiu minétose srityse, iSgyvenamumo
mediana sieke 33,5 mén., 40 mén. ir 45 meén. atitinkamai, kai tuo tarpu su mazesniu CD8+ lgsteliy
tankiu — 66,5 mén., 66,5 mén. ir 68 mén. atitinkamai. Tyrimo metu rasti rezultatai patvirtina CD8+
limfocity i§sidéstymo svarbg iSgyvenamumo prognozés nustatymui. Kaip buvo aptarta jvado
dalyje, CD8+ limfocitai gali sukelti zalingg poveikj aplinkinei kepeny parenchimai, skatinant
imuninj atsakg prie$ kepeny patologija sukélusj etiologinj veiksnj (14). Pasak saltiniy, tiriant
CD8+ lasteliy prognosting reikSme su hepatitu C susijusiai HCC, buvo nustatyta, kad didesnis
CD8+ lgsteliy tankis aplinkinéje cirotiniy kepeny parenchimoje buvo siejamas su uzdegiminiu
atsaku, kuris gali prisidéti prie karcinogenezés ir blogesnés pacienty prognozés (27). Nors
aktyvuoti CD8+ T limfocitai vaidina svarby vaidmenj HCC patogenezeje, dél gebéjimo atpaZinti
ir citotoksiskai veikti navikines lgsteles, savo ruoztu HCC Igstelés taip pat gali sukelti CD8+
lasteliy disfunkcija (12). Siuo CD8+ lasteliy issekimo fenomenu gali bati paaiskinta, kodél
didesnis CD8+ limfocity tankis naviko stromoje galéjo neturéti apsauginio poveikio tirtoje
kohortoje. CD8+ limfocity disfunkcijai ir i§sekimui yra budinga imunomoduliuojan¢iy molekuliy,
pavyzdziui, PD-1, TGF-B, ekspresija, kurios slopina CD8+ T limfocity aktyvacija (12). Dél
nuolatinio slopinimo naviko mikroaplinkoje gali rastis CD8+ limfocitai, negebantys naikinti
navikiniy Iagsteliy (12).

Tiriant CD8+ limfocity pasiskirstymo rodikliy jtaka iSgyvenamumui pacienty grupiy
viduje, statistiSkai patikimi rezultatai rasti tik rezekuoty pacienty grupéje. Didesnis CD8+
limfocity tankis navikinio audinio epitelyje buvo susij¢s Su geresne iSgyvenamumo prognoze,
kuomet didesnj CD8+ lgsteliy tankj turin€iy rezekuoty pacienty iSgyvenamumo mediana sieke
63,5 mén., palyginus su 41,5 mén. mazesnio CD8+ limfocity tankio grupéje. PrieSingai, didesnis
CD8+ limfocity tankis navikinio ir perineoplastinio audinio stromoje buvo susij¢s su blogesne
prognoze — didelj CD8+ Iasteliy tankj turiniose rezekuoty pacienty grupése iSgyvenamumo
mediana sieké 33,5 mén. (navikinio audinio stromoje) ir 34 mén. (perineoplastinio audinio
stromoje), 0 mazg tank]j turinciose grupése — 58 mén. (navikinio audinio stromoje) ir 60,5 mén.
(perineoplastinio audinio stromoje). Rezekuoty pacienty grupéje gauti rezultatai dar kartg jrodo,
CD8+ limfocity erdvinio i§sidéstymo svarba ir atitinka literatiiroje aprasomo didelio CD8+ lasteliy
tankio HCC centre arba naviko pakrastyje sasaja su geresniu bendru igyvenamumu (13,28). Sie
duomenys jrodo, kad CD8+ limfocitai, esantys navikinio audinio epitelyje, veikia kaip
prieSnavikinio atsako lastelés (11,12). Kiti grupés viduje rasti rezultatai sutampa su visoje

kohortoje rastais duomenimis ir CD8+ pasiskirstymo prognostine reikSme.
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ISVADOS

1. Lyginant demografinius, klinikopatologinius ir kraujo laboratoriniy tyrimy duomenis tarp
pacienty, kuriems buvo atlikta kepeny transplantacija arba rezekcija dél hepatoceliulinés
karcinomos, nustatyta, kad:

e rezekuoty pacienty grupéje tiriamieji buvo statistiSkai reikSmingai vyresni, dazniau gydyti
dél pirmg kartg diagnozuotos hepatoceliulinés karcinomos, turéjo trumpesnj
iSgyvenamumg ir daznesnius naviko atkry¢ius, lyginant su transplantuotais pacientais.

e patologinio tyrimo metu buvo statistiSkai reikSmingai dazniau nustatomi blogesnés
diferenciacijos, didesnio diametro ar su jau esanc¢ia kepeny kraujagysline invazija navikai
rezekuoty pacienty tarpe, lyginant su transplantuoty pacienty éminiais.

e lyginant kraujo laboratoriniy rodikliy pokycius laike, prieSoperaciniai ir iSkart po
operacijos atlikti tyrimai parodé¢ statistiSkai reikSmingai prastesng, o paskutinio sekimo
metu geresn¢ kepeny funkcijg transplantuoty pacienty grupéje, lyginant su pacientais po
rezekcijos.

2. Lyginant CD8+ limfocity pasiskirstymo rodiklius tarp tiriamyjy grupiy, CD8+ limfocity kiekis
tiek navikiniame audinyje, tiek aplinkinéje kepeny parenchimoje buvo statistiSkai reikSmingai
didesnis rezekuoty pacienty tarpe, nei transplantuoty.

3. Didesnis CD8+ limfocity tankis navikinio audinio stromoje bei perineoplastinés kepeny
parenchimos epitelyje ir stromoje turéjo blogesne prognosting reik§me visos kohortos pacienty
iSgyvenamumui. Didesnis CD8+ limfocity tankis navikinio audinio epitelyje buvo susijes su
geresne, 0 navikinio ir perineoplastinio audinio stromoje — su blogesne i§gyvenamumo prognoze

rezekuoty pacienty grupéje.

PASIULYMAI

1. CD8+ limfocity tankio ir erdvinio iSsidéstymo rodikliai galéty biiti panaudojami klinikinéje
praktikoje, norint jvertinti paciento iSgyvenamumo prognoze¢ po atliktos kepeny rezekcijos ar
transplantacijos dél hepatoceliulinés karcinomos.

2. Reikalingas detalesnis CD8+ limfocity pasiskirstymo tyrimas, sasajoje su Kkitais
klinikopatologiniais ir laboratoriniais kraujo rodikliais, norint tiksliau prognozuoti pacienty

1Sgyvenamuma.
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Simple Summary: In this study, we present the overall survival and recurrence-free survival
models based on CD8 profiles in hepatocellular carcinoma (HCC) and peritumoral liver tissue,
including other clinical and pathological variables. We extracted CD8 distribution profiles from the
digitized immunohistochemistry slides containing the HCC-stroma interface and the perineoplastic
liver parenchyma-stroma interface using the computational method of interface zone
immunogradient. The prognostic value of the CD8+ cell spatial distribution indicators from both
interfaces as well as clinical, laboratory, and pathology data was assessed. A three-tier prognostic
scoring system is proposed to predict overall survival in patients with HCC.

Abstract: Hepatocellular carcinoma (HCC) often emerges in the setting of long-standing
inflammatory liver disease. CD8 lymphocytes are involved in both the antitumoral response and
hepatocyte damage in the remaining parenchyma. We investigated the dual role of CD8
lymphocytes by assessing density profiles at the interfaces of both HCC and perineoplastic liver
parenchyma with surrounding stroma in whole-slide immunohistochemistry images of surgical
resection samples. We applied a hexagonal grid-based digital image analysis method to sample the
interface zones and compute the CD8 density profiles within them. The prognostic value of the
indicators was explored in the context of clinicopathological, peripheral blood testing, and surgery
data. Independent predictors of worse OS were a low standard deviation of CD8+ density along the
tumor edge, high mean CD8+ density within the epithelial aspect of the perineoplastic liver-stroma
interface, longer duration of surgery, a higher level of aspartate transaminase (AST), and a higher
basophil count in the peripheral blood. A combined score, derived from these five independent
predictors, enabled risk stratification of the patients into three prognostic categories with a 5-year
OS probability of 76%, 40%, and 8%. Independent predictors of longer RFS were stage pT1, shorter
duration of surgery, larger tumor size, wider tumor-free margin, and higher mean CD8+ density in
the epithelial aspect of the tumor-stroma interface. We conclude that (1) our computational models
reveal independent and opposite prognostic impacts of CD8+ cell densities at the interfaces of the
malignant and non-malignant epithelium interfaces with the surrounding stroma; and (2) together
with pathology, surgery, and laboratory data, comprehensive prognostic models can be constructed
to predict patient outcomes after liver resection due to HCC.
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Introduction. The most common form of liver cancer is hepatocellular carcinoma (HCC) and
over 90% of its cases occur in a background of chronic liver disease such as cirrhosis caused
by chronic HCV infection. Immune tolerance and activation are balancing the anti-tumoral
immunity and have an important role in the pathogenesis, progression, and therapy of HCC.
CD8+ cells may be a key player in anti-tumoral immunity as multiple studies have shown
that high density of CD8+ lymphocytes correlated with better disease-free and overall
survival.

Case report. We present 2 patients with chronic HCV infection treated for HCC, further
patient A and patient B. Patient A aged 54 underwent surgical liver resection for HCC. 10
months later he presented with intrahepatic HCC metastasis what resulted in additional
resection. For patient B aged 72 surgical treatment was performed for HCC. In follow-up
examinations 2 months after liver resection, a second HCC nodule was detected. Targeted
therapy using sorafenib was initiated for patient B, but had to be discontinued due to further
increase in the size of the HCC nodule which was further resected surgically. In follow-up
examinations, multiple tumor foci in liver segments, as well as HCC metastasis in the lungs,
were found. Palliative treatment was administered following patient B’s refusal of surgical
treatment. In patient’s A case pathological examination of resected liver tissue revealed an
increase in CD8+ cell counts in a specimen from the center of the tumor and tumor margin
comparing first and second resection, meanwhile, patient’s B samples revealed a decrease in
density of CD8+ lymphocytes.

Conclusions. High density of CD8+ tumor-infiltrating cytotoxic T lymphocytes in the
resected samples of HCC might serve as a prognostic biomarker for better outcomes of the
disease, but their predictive role in HCC immunotherapy should be further explored.
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Introduction: A major driving force of local tumor-host tissue interactions are
inflammatory and immune cell infiltrates. Understanding the role of CD8+ cells in
the immune response against cancer can contribute to an accurate prognosis and a
more successful choice of treatment. This study aims to compare the number of
CD8+ lymphocytes between HCV-related vs. non-HCV hepatocellular carcinoma
(HCC), and to explore possible associations of CD8+ cell counts with surgical,
laboratory, and pathological findings.
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Methods: CD8+ lymphocytes in a test cohort were visualized by means of
immunohistochemistry on HCV-related HCC, non-HCV HCC, and control non-
neoplastic liver formalin-fixed paraffin-embedded tissue. CD8+ cells were manually
counted at high magnification (400x%) in three hot-spots in each of the areas: core
tumor center, invasive margin, and surrounding liver tissue.

Results: 62 HCC and 10 control samples were selected from patients who
underwent liver resection or transplantation at Vilnius University Hospital Santaros
Klinikos between January 2009 and September 2020. Most of the patients (60%)
were males and the median age at the time of operation was 61 years old. 49/62
(79%) HCC samples were associated with HCV infection. There was no significant
difference in CD8+ lymphocytes count in the tumor center (HCV-related HCC vs.
non-HCV HCC p<0.659), at the invasive margin (HCV-related HCC vs. non-HCV
HCC p=1), in surrounding parenchyma (HCV-related HCC vs. non-HCV HCC
p<0.180). However, there was a statistical difference between the groups in
METAVIR score (HCV-related HCC vs. non-HCV HCC p<0.002) and Ishak score
(HCV-related HCC vs. non-HCV HCC p<0.003), most of the cases got a higher
score in the HCV-reladed HCC group in both scoring systems. In surrounding
parenchyma, higher numbers of CD8+ lymphocytes were associated with elevated
ALT (p<0.036), normal total bilirubin before surgery (p<0.001), resection type of
surgery (p<0.012) groups in normal parenchyma; in the invasive margin, with
elevated ALT (p<0.044) and AFP (p<0.011) before surgery. The quantity of CD8-
positive cells in the center of the tumor strongly correlated with CD8+ cells in the
invasive margin (r = 0.861, p<0.001).

Conclusion: There was no significant association between the number of CD8-
positive lymphocytes in different tissue compartments and other pathological
findings or viral status of HCC. Numbers of CD8+ cells correlated in the tumor
center and invasive margin compartments and were associated with laboratory
values before surgery and resection type of liver surgery. The more advanced
approach using digital microscopy image analytics will be further applied to
generate comprehensive liver tissue microenvironment indicators of local
interactions of cancer and immune cells based on CD8 and other IHC biomarker
expression on lymphocytes and various tissue compartments.
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INTRODUCTION: Hepatic resection (HR) and liver transplantation (LT) are the most common curative
treatment options for hepatocellular carcinoma (HCC). Still, there are limited data to shed light on what
characterizes patients who underwent HR or LT and which type of surgery has better outcomes for HCC.

AIM OF THE STUDY: This study aims to compare the characteristics of patients undergoing LT vs HR for HCC and
determine in which group the outcomes are better.

MATERIALS AND METHODS: Clinical, surgical and laboratory data of selected patients with HCC who underwent
hepatic resection or liver transplantation at Vilnius University Hospital Santaros Klinikos between May 2007 and
November 2020 were collected. In this correlational study, we used the Wilcoxon rank-sum test, chi-square, and
Fischer exact tests of independence to compare HR vs LT.

RESULTS: A total of 136 selected patients who went through HR (n=108) or LT (n=28) were analysed. Most of the
patients (75%) were males and the median age at the time of operation was 63 years old. The median survival
among the groups was over 40 months and the LT group had significantly better overall survival compared to the
HR group (p=0.003), and disease-free survival was also significantly higher in the transplant group (p<0.001).
Primary cancer (first time vs recurrence of HCC, p=0.018) and recurrence of this case (p<0.001), were significantly
higher in patients who underwent HR compared to LT for HCC. Compared with HR, patients who underwent LT had
better laboratory findings such as TBIL, GGT, AST, ALT on the last follow-up (p<0.05).

CONCLUSIONS: There were significant differences between surgical and laboratory findings in liver
transplantation vs resection cohorts. Liver transplantation may be associated with better overall and
disease-free survival, a non-recurrent tumour and better liver function on the last follow-up.



Michał Okruszko
16

Win 10
Image

Win 10
Rectangle


