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SANTRUMPOS

ADAM - dizintegrino ir metaloproteinaziy Seima

Akt — serino/treonino baltymy kinazé

APC — alofikocianinas

AUC - plotas po kreive (angl. area under curve)

CCL - CC chemokiny ligandas (angl. CC chemokine ligand)

CD - lasteliy pavirSiaus zymuo (angl. cluster of differentiation)

CTLA-4 — su citotoksiniais T limfocitais susijes antigenas 4 (angl. cytotoxic T Lymphocyte-Associated
antigen 4)

EDTA — etilendiamintetraacto riigstis

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

ERK — ekstralgsteliné receptoriné kinazé (angl. extracellular Receptor Kinase)

FITC — fluoresceino izotiocianatas

FoxP3 — Fox domeno baltymas 3 (angl. forkhead box P3)

G-MDSC — granuliocitinés mieloidinés kilmés supresorinés Igstelés

HIF — Hipoksija sukeliantis veiksnys (angl. hypoxia-inducible factor)

HLA — Zmogaus leukocity antigenas (angl. human leukocyte antigen)

IFN-y — interferonas gama

Ig — imunoglobulinas

IL — interleukinas

ITIM — imunoreceptoriaus tirozino pagrindu veikiantis inhibicijos motyvas (angl. immunoreceptor
tyrosine-based inhibitory motif, ITIM)

ITSM — imunoreceptoriaus tirozino pagrindu veikiantis perjungimo motyvas (angl. immunoreceptor
tyrosine-based switch motif, ITSM)

M-MDSC — monocitinés mieloidinés kilmés supresorinés lastelés

MMP — matrikso proatezés metaloproteinaze

MTOR — Zinduoliy rapamicino taikinys (angl. mammalian Target Of Rapamycin)

NET — neutrofily ekstralgstelinés gaudyklés (angl. neutrophil extracellular trap)

NK — nattiralieji kileriai

ORR — objetyvaus atsako daznis (angl. objective response rate)

PD-1 — uzprogramuotos lgstelés mirties baltymas 1 (angl. programmed cell death protein 1)



PD-L1 — uzprogramuotos mirties ligandas 1 (angl. programmed death-ligand 1)

PE — fikoeritrinas

PI3K — fosfoinositido-3 kinazé (angl. phosphoinositide 3-kinase)

PSA — prostatos specifinis antigenas

ROC - sprendimus priimanciojo ypatybiy kreivé (angl. receiver operating characteristic)

SHP — Src homologijos regiono 2 domeno fosfatazé (angl. src homology region 2 domain-containing
phosphatase)

SPD-1 — tirpus uzprogramuotos lgstelés mirties baltymas 1

SPD-L1 — tirpus uzprogramuotos mirties ligandas 1

STATS3 — signaly perdavéjas ir transkripcijos aktyvatorius 3 (angl. signal transducer and activator of
transcription 3)

TCR — T lasteliy receptorius (angl. T-cell receptor)

TGF-B — Transformuojantis augimo veiksnys beta (angl. transforming growth factor beta)

Th — T helperiai

TIM-3 — T-lasteliy imunoglobuling ir mucino domenus turintis-3 (angl. T-cell immunoglobulin and
mucin-domain containing-3)

Treg — T reguliacings lastelés



IVADAS

Tarp daugybés faktoriy ir reguliaciniy signaliniy keliy, susijusiy su vézio imunologija, PD-1 ir
PD-L1 reguliaciné asis yra vienas i3 kertiniy elementy reguliuojané¢iy imuninj atsaka. Si agis sudaryta i§
PD-1 receptoriaus (angl. programmed cell death protein 1) ir jo ligando PD-L1 (angl. programmed death
ligand 1), kurie sukuria pusiausvyrg tarp imuninés sistemos aktyvacijos ir tolerancijos. PD-1 receptoriaus
ir PD-L1 ligando sgveika imunologinei tolerancijai sukurti yra badingas jvairiy piktybiniy naviky
pozymis, turintis didelg jtaka ligos progresijai ir imuninés sistemos kontrolés tasky blokatoriy (angl.
immune checkpoint inhibitors), kaip gydymo strategijos, pritaikymui (Han et al., 2020). Membraniné
PD-L1 ligando ekspresija naviko Igstelése leidZia joms prisijungti prie PD-1 receptoriaus esancio ant T
lasteliy. Ko pasekoje yra sukeliamas T lgsteliy iSsekimas, nuslopinamas prieSnavikinis imunitetas,
skatinamas naviko augimas, progresavimas ir metastazés (Han et al., 2020). Visos $ios funkcijos
apibrézia membraniniy PD-1 receptoriy ir PD-L1 ligandy baltymy, kaip terapinio taikinio, reikSme
onkologijoje (Doroshow et al., 2021).

Imuninés sistemos kontroliniy tasky slopikliai, nukreipti j PD-1/PD-L1 a§j, sukélé proverzj vézio
gydyme, kurio metu yra aktyvinamas priesnavikinis imuninis atsakas. Ta¢iau gydymo efektyvumas ne
visada uztikrinamas ir siejamas su jvairias faktoriais, daranciais jtakg terapijos veiksmingumui. Vienas
1§ tokiy veiksniy yra PD-L1 raiSka navikinése lastelése. Membranin¢ PD-L1 raiSka yra susijusi su
imuninés kontrolés tasky terapijos efektyvumu ir gali apibtdinti atsako j terapija tikimybe (Yang et al.,
2021). Sie PD-L1 ir PD-1 membraniniai baltymai gali biiti randami alternatyviy formy pavidalu.
Pavyzdziui, laisvai cirkuliuojancios tirpios PD-1 ir PD-L1 (angl. soluble PD-(L)1) molekulés. Tirpios
PD-1 ir PD-L1 formos taip pat sulauké démesio kaip galimi biozymenys, leidziantys prognozuoti
imunoterapijos rezultatus ir suteikiantys jzvalgy apie gydymo pasirinkimo strategijas (Zhu and Lang,
2017).

Naujausi tyrimai rodo, kad tirpios PD-1 (sPD-1) ir PD-L1 (sPD-L1) formos yra perspektyvios
vézio agresyvumo vertinimo kandidatés. SPD-1 ir SPD-L1 koncentracijos Kraujyje yra siejamos su ligos
progresavimu, atsaku j gydyma ir bendru i§gyvenamumu sergant jvairiais piktybiniai navikais (Bailly et
al., 2021). Sie tirpds membraninio receptoriaus ir ligando atitikmenys, atsirandantys proteolitinio
skaidymo arba alternatyvaus splaisingo metu, pasizymi iSskirtinémis funkcinémis savybémis ir turi
didziulj, kaip neinvaziniy bioZymeny potencialg, taCiau dél skirtingy naviky heterogeniskumo,
cirkulivojan¢iy sPD-L1 ir sPD-1 lygiai iSmatuoti kraujo plazmoje arba serume, gali labai skirtis
priklausomai nuo naviko tipo, ligos stadijos, lyties ar paskirto gydymo (Bailly et al., 2021). Todél svarbu
nustatyti Siy tirpiy baltymy patikimuma ligos eigos prognozei ir gydymo efektyvumo jvertinimui
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kiekvienam vézio tipui. Vienas i§ vézio tipy, kuriam sPD-L1 ir sSPD-1 reikSmé mazai apraSyta yra
prostatos vézys. Prostatos vézys yra vienas i$ labiausiai paplitusiy véziniy susirgimy tarp vyry visame
pasaulyje ir pagal mir¢iy skai¢iy, onkologiniy susirgimy tarpe, uzima antrg vietg (Sung et al., 2021).
sPD-L1 ir sPD-1 cirkuliavimas sisteminéje kraujotakoje gali atspindéti dinami$kg naviko
mikroaplinkos ir Seimininko imuniteto sgveika, suteikdamas vertingy jzvalgy apie unikaly imunologinj
vézio profilj. Skirtingi imunologiniai fenotipai gali lemti skirtingus vézio vystymosi mechanizmus ir
galimas terapines strategijas. Taigi, Siame darbe siekiama i$siaiskinti SPD-1 ir sPD-L1 baltymy
prognosting reik§me ir sgsajas su kitais imuninémis sistemos parametrais — T Igstelémis, NK Igstelémis,
micloidinés kilmés supresorinémis lgstelémis, neutrofilais ir monocitais prostatos véziu serganciy

pacienty kraujo plazmoje.

Darbo tikslas:
Ivertinti cirkuliuojanéiy imuniniy veiksniy (sPD-1, SPD-L1 ir imuniniy parametry) prognosting

reikSme prostatos vézZiu sergantiems pacientams.

Darbo uZdaviniai:
1. Jvertinti, sPD-1 ir sSPD-L1 baltymy koncentracijy pokyc¢ius prostatos véziu serganciy asmeny
kraujo plazmoje pries operacijg ir po operacijos lyginant su sveiky vyry sPD-1 ir SPD-L1 kiekiais.
2. Jvertinti sPD-L1 ir sPD-1 molekuliy prognosting reik§me¢ ligos atsinaujinimui ir naviko
agresyvumui prostatos vézyje.
3. Nustatyti rysj tarp sPD-1 ir imuniniy parametry prostatos véziu serganc¢iy asmeny kraujyje.
4. I8analizuoti sPD-L1 ir imuniniy parametry rySius tarp palankios ir nepalankios prognozés

pacienty.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Membraniniai PD-L1 ir PD-1 baltymai

PD-1 (angl. Programmed cell death protein 1) ir PD-L1 (angl. Programmed death ligand 1) yra
molekulés, atliekancios svarby vaidmenj reguliuojant imuninés sistemos atsaka. Jos svarbios palaikant
imuninés sistemos pusiausvyra, uzkertant kelig pernelyg dideliam imuninés sistemos suaktyvéjimui ir
iSvengiant sveiky audiniy pazeidimo (Akinleye and Rasool, 2019). Taciau vézio lgstelés gali pasinaudoti
PD-1/PD-L1 keliu, kad iSvengty imuninés priezitros. Molekuliniy mechanizmy tinklas, apimantis
PD-L1 ir PD-1, yra glaudziai susijgs su daugybe kity keliy reguliuojancéiy lasteliy iSgyvenimg ir
proliferacija. Dél to PD-L1 ekspresijos aktyvavimas naviko lastelése daznai kyla dél Siy pakitusiy
molekuliniy mechanizmy (Han et al., 2020). Vézinés lgstelés, kurios vykdo PD-L1 ligando ekspresija,
gali susijungti su PD-1 receptoriumi ant T Igsteliy, taip slopindamos jy aktyvumag ir leisdamos vézinéms
lasteléms iSvengti nuo T Igsteliy priklausomo imuninés sistemos sunaikinimo (Planes-Laine et al., 2019).
Sis mechanizmas yra pagrindinis véZio imunoterapijos objektas, kai vaistai, vadinami kontrolés tasky
inhibitoriais (angl. Immune checkpoint inhibitors), naudojami PD-1 ir PD-L1 sgveikai blokuoti, kad

imuniné sistema galéty atakuoti véZio Igsteles (Akinleye and Rasool, 2019).

1.1.1 Membraniniy PD-L1 ir PD-1 struktiira ir funkcijos

PD-L1 (dar zymimas B7-H1 arba CD274 (lasteliy pavirSiaus zymuo, CD)) yra 1 tipo
transmembraninis baltymas priklausantis B7 kostimuliatoriniy molekuliy $eimai, kurio ekspresija vykdo
jvairiy tipy lgstelés, jskaitant ir navikines lgsteles (Liu et al., 2022). PD-L1 ekspresuojamas jvairiuose
lasteliy tipuose, pradedant nuo placentos lasteliy, kraujagysliy endotelio, kasos saleliy lgsteliy ir raumeny
lasteliy iki hepatocity, epitelio lasteliy ir mezenchiminiy kamieniniy lasteliy. PD-L1 raiska taip pat
vykdoma jvairiose imuninése lgstelése, jskaitant B lasteles, T Igsteles, dendritines lasteles, makrofagus
ir putligsias Iasteles (Patel and Kurzrock, 2015).

PD-L1 turi j imunoglobuling (Ig) panasy susilankstyma, sudaryta i§ dviejy B klosciy, sujungty
disulfidiniu tilteliu. PD-L1 turi du ekstralgstelinius j Ig panasius domenus: IgV ir IgC. 1gV yra atsakingas
uz prisijungima prie PD-1 receptoriaus. PD-L1 kristaly struktiirose sudaro homodimerus, taciau neaisku,
ar jie tai daro fiziologinémis sglygomis. PD-L1 1gC domeno vaidmuo nezinomas, ta¢iau manoma, kad
jis veikia kaip struktiira atitraukianti PD-L1 suri§imo vieta nuo membranos (Zak et al., 2017). Be Ig
domeny PD-L1 turi transmembraninj ir citoplazminj regiong (1.1A pav.) (Xiong et al., 2021).
Citoplazminiame regione aptinkami trys konservatyviis aminoriig¢iy motyvai. Sie motyvai atsakingi uz
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signaly perdavimg ir PD-L1 stabilumg (Hudson et al., 2020). Pavyzdziui, aminortgs¢iy RMLDVEKC
motyvo pagalba gali biiti slopinami nuo interferony priklausomi apoptozés keliai. RMLDVEKC motyvas
slopina STAT3 (signaly perdavéjas ir transkripcijos aktyvatorius 3) fosforilinima, 0 STAT3 gali
dalyvauti nuo kaspaziy priklausomos apoptozés iniciavime, ta¢iau nuslopinus fosforilinima apoptozé yra

stabdoma (Escors et al., 2018).

A Lastelés membrana
N-galas —— [ I f=== C-galas
Signaliné seka 18-V panasus ] 1g-C panasus Transmembraninis Citoplazminis
domenas domenas domenas domenas

PD-L1 baltymas

B Lastelés membrana
N-ga[as s T I Jr— C-ga las
Signaliné seka | Ig-V panasus Transmembraninis Citoplazminis
domenas domenas domenas

PD-1 baltymas

1.1 pav. PD-L1 ir PD-1 struktiira. (A) PD-L1 domeny i$sidéstymas. (B) PD-1 domeny iSsidéstymas
(pagal Akinleye and Rasool, 2019).

PD-1, taip pat, 1 tipo trasmembraninis baltymas priklausantis tai paciai Seimai kaip ir PD-L1
ligandas (Patsoukis et al., 2020; Zak et al., 2017). PD-1 receptoriaus ekspresija vykdo daugelis imuniniy
lasteliy: CD4+ ir CD8+ T lastelés, CD4+FoxP3+ (Fox domeno baltymas 3 (angl. forkhead box P3))
T reguliacinés lastelés (Treg), B lastelés, natiiralios lgstelés Zudikés (NK lastelés), dendritinés lastelés,
mieloidinés kilmés lgstelés (Kim and Ha, 2021).

PD-1 receptorius, kaip ir jo ligandas PD-L1, sudarytas i$ j Ig panasaus domeno, ta¢iau prieSingai
nei PD-L1 turi tik vieng tokio tipo domeng — IgV (1.1B pav.) (Zak et al., 2017). IgV domenas gali biiti
padalintas i prieking dalj (sudaryta i§ CC‘FG vijy) ir galing dali (sudaryta i§ AA‘BDE vijy). Biitent
priekiné IgV dalis yra atsakinga uz sgveika su PD-1 ligandais. Be IgV domeno PD-1 receptorius
sudarytas i§ stiebo motyvo, kuris skiria IgV domeng nuo plazminés membranos, transmembraninio

regiono ir citoplazminio regiono, kuriame yra ITIM (imunoreceptoriaus tirozino pagrindu veikiantis



inhibicijos motyvas) ir ITSM (imunoreceptoriaus tirozino pagrindu veikiantis perjungimo motyvas)
motyvai svarbiis signalo perdavimui po sgveikos su ligandu (Patsoukis et al., 2020).

PD-1 ir PD-L1 kompleksas sudaro homodimerg santykiu 1:1, o kiekviena PD-1 molekulé
ortogonalia orientacija jungiasi prie vienos PD-L1 molekulés. Komplekso susidaryme dalyvauja abiejy
baltymy IgV domenai ir kompleksas stabilizuojamas PD-1 CC* kilpos (1.2A pav.) (Zak et al., 2017).
PD-1 ir PD-L1 komplekso susidaryme vyrauja hidrofobinés sgveikos, kurios sudaromos specifiniy
aminoriigsciy (1.2B pav.). Taciau kompleksg papildomai stabilizuoja keletas vandenilio jung€iy ir
elektrostatinés sgveikos. PD-1 ir PD-L1 suriSimo budas yra panaSus j kity CD28/CTLA-4 (su
citotoksiniais T limfocitais susijes antigenas 4) Seimos nariy, receptoriy ir ligandy saveikas (Chen ir Flies,

2013). Todél PD-L1 gali sudaryti sgveika ir su su CD8O0 receptoriais (Liu et al., 2022).

M64

O

N66 ¥
E136 4% Pt Ad21

4

== H122
N68 fY123 X

)’\4\{ % k124

R125.

1.2 pav. PD-1 ir PD-L1 struktiiriné sgveika. (A) PD-1 ir PD-L1 iSsidéstymas erdvéje sgveikos metu.
Saveikoje dalyvaujancios klostés paryskintos. (B) Saveikoje dalyvaujancios aminortigstys, kurios
sukuria hidrofobing sgveika (pagal Zak et al., 2017). mPD-1 — pelés PD-1 baltymas, hPD-L1 —
zmogaus PD-L1 baltymas.

Ivykus PD-1 receptoriaus sgveikai su ligandu, ITSM motyvas pritraukia SHP1 ir SHP2 (Src
homologijos regiono 2 domeno fosfatazé 1 ir 2), fosfatazes ko pasekoje yra aktyvinamos ubikvitin
ligazés, kurios slopina TCR (T lasteliy receptoriaus) raiska (Escors et al., 2018). Papildomai, PD-1
receptorius gali paveikti ekstralgsteliniy receptoriniy kinaziy (ERK1 ir ERK2) signalinius kelius
nepriklausomai nuo SHP fosfataziy ir taip stabdyti lastelés cikla (Chen and Flies, 2013).

Membraninis PD-L1 tiesiogiai skatina véziniy Igsteliy iS§gyvenamuma ir naviko progresavima per

kity signaliniy keliy modifikavimg. PD-L1 susietas su mTOR-AKT (zinduoliy rapamicino taikinio
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(mMTOR), serino/treonino baltymy kinazés (AKT)), DNR pazaidy, apoptoziniais, interferony ir
branduolio transporto signaliniais keliais (Escors et al., 2018). PD-L1 gali skatinti navikiniy lasteliy
proliferacija aktyvuodamas PI3K (fosfoinositido-3 kinazés)/Akt/mTOR kelius. Taip pat PD-L1 gali
moduliuoti B-katenino kiekius stabdydamas jo degradacijg per PI3K-Akt signalinj kelig (Yu et al., 2020).

1.1.2 PD-L1 ir PD-1 kaip prieSvéZinés terapijos taikinys

PD-1 ir PD-L1 imuninés kontrolés taSky inhibitoriai yra kliniSkai veiksmingi prie§ daugelj jvairiy
solidiniy ir hematologiniy piktybiniy naviky. PD-L1 prisijungimas prie jo receptoriaus slopina T Igsteliy
migracija, proliferacijg ir citotoksiniy mediatoriy sekrecija bei riboja navikiniy lasteliy Zudyma. PD-1 ir
PD-L1 inhibitoriai sutrikdo PD-L1/PD-1 asj, taip panaikindami T lgsteliy slopinimg ir sustiprindami
endogeninj prie§vézinj imuniteta, kad pacientams, sergantiems jvairiais véziniais susirgimais, pasireiksty
ilgalaikis priesvézinis atsakas (Akinleye and Rasool, 2019). Be efektoriniy imuninteto lgsteliy slopinimo
PD-L1 ligando ir PD-1 receptoriaus sgveika skatina véziniy lasteliy proliferacija, atsparumg vaistams ir
autofagija. Visi Sie procesai PD-L1 arba PD-1 blokavimo metu yra taip pat slopinami (1.3 pav.) (Liu et
al., 2022). PD-1 ir PD-L1 blokatoriai naudojami kriities, plauciy, inksty, kasos, galvos ir kaklo, prostatos

vézio ir melanomos atvejy gydymui (Marei et al., 2023).

ISsekusi T lastelé Aktyvinta T lgstele
/ \ 2 -":/;/"
PD-1/PD-L1 asies i‘ =
A’ blokavimas "’,
b4 Y
Imuninis pabégimas t ‘ P P = Imuninis pabégimas l
/ |:
Proliferacija ' | ) \‘1\ . F> Proliferacija l
Atsparumas vaistams ' A / Atsparumas vaistams l
Autofagija 1 Autofagija (]
Veéziné lastelé Deaktyvuota vézine

lastelé

1.3 pav. PD-1 ir PD-L1 imuninés asies blokavimo efektas, kuris pasireiSkia véziniy lgsteliy
proliferacijos, atsparumo vaistams, navikinius procesus skatinancios autofagijos ir imunotolerancijos
sumazéjimu.
Taciau PD-1 ir PD-L1 blokatoriy efektyvumas siejamas su jvairiais veiksniais. Membraniné

PD-L1 raiska, mikrosatelity nestabilumas (angl. microsatellite instability), naviko mutacijy kiekis (angl.
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tumor mutation burden), navika infiltruojantys limfocitai, HLA genotipas, leukocity kiekis, kraujyje
esanciy citokiny kiekiai ir kt. gali daryti jtakg imunoblokatoriy terapijos efektyvumui (Yang et al., 2021).
Siuo metu vézio gydymui yra patvirtinti trys PD-1 blokuojantys monokloniniai antikiinai (nivolumabas,
pembrolizumabas, cemiplimabas) ir trys PD-L1 blokuojantys monokloniniai antikiinai (atezolizumabas,

avelumabas, durvalumabas) (Marei et al., 2023).

1.2 PD-1 ir PD-L1 tirpios formos

PD-L1 ir PD-1 molekulés gali buiti aptinkamos jvairiomis kitomis formomis. Pavyzdziui, PD-L1
gali biti aptinkamas egzosominiu (PD-L1 egzsituojantis egzosomoje), tirpiu (laisvai cirkuliuojancios
molekulés) pavidalu. Taip pat iSskiriamos branduolio PD-L1 molekulés bei citoplazminés PD-L1
molekulés (Ying et al., 2021). Kita vertus PD-1 receptorius aptiktas tirpia ir egzosomine forma (Khan et
al., 2020; Qiu et al., 2021). Visoms Sioms PD-1 ir PD-L1 formoms yra biidingos unikalios savybés. Dél
kuriy skiriasi jy vaidmuo imuniniy funkcijy moduliacijoje (Khan et al., 2020; Qiu et al., 2021; Ying et
al., 2021).

1.2.1 Tirpiy PD-L1 ir PD-1 susidarymas

Vienas i§ budy, kaip gali susidaryti tirpios PD-L1 formos yra membraninio ligando proteolitinis
skaidymas, kuris yra atlieckamas matrikso metalo proteaziy arba membraniniy proteziy. Matrikso
proteazés metaloproteinazés 13 (MMP-13) ir 9 (MMP-9) dalyvauja membraniniy PD-L1 ir PD-L2
proteolitiniame skaidyme. Membraninis PD-L1 yra skeliamas tarp j IgC panaSaus domeno ir
transmembraninio domeno ir atskeliamas sPD-L1 (1.4B pav) (Niu et al., 2022). Pastebéta, kad
membraniniy PD-L1 proteolitinio skaidymo efektas turi reik§més ir imuniteto kontroléje. Membraninio
PD-L1 skaidymas stabdo CD4+ ir CD8+ T lgsteliy apoptoze, kai Igsteliy kulttiros veikiamos Siomis MMP
Seimos proteazémis (Dezutter-Dambuyant et al., 2015).

Kita proteaziy Seima dalyvaujanti sSPD-L1 susidaryme yra dizintegrino ir metaloproteinaziy Seima
(ADAM). ADAM Seimos proteaziy veikla buvo apibudinta krities vézio, prostatos ir plauciy vézio
lasteliy kultarose (Romero et al., 2020). Taip pat melanomos lasteliy kultiros, kurios buvo teigiamos
pagal membraning PD-L1 ekspresija, nevykdé ADAM proteaziy raiskos, o PD-L1 neigiamos lastelés
vykdé ADAM-10 ir ADAM-17 raiska (Orme et al., 2020). Sios proteazés turi jtakos ir lasteliniam
imunitetui. ADAM-10 ir ADAM-17 proteaziy generuojamas sPD-L1 sukelia aktyvuoty CD8+ T lasteliy
apoptoze, kuri yra sustabdoma prie didesniy PD-1 arba PD-L1 blokatoriy koncentracijos (Orme et al.,
2020). MMP veikla susieta su teigiamu efektu T 1asteléms, kuris kyla i$ membraninio PD-L1 skaidymo,
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o ADAM S$eimy proteaziy veikla siejama su CD8+ T lgsteliy apoptozés skatinimu. Visi Sie rezultatai
rodo, kad sPD-L1 susidaryme gali dalyvauti skirtingos proteaziy $eimos priklausomai nuo vézio tipo ir
turéti skirtingg efekta, kuris gali priklausyti nuo membraninio PD-L1 sumaz¢jimo ir sPD-L1 padidéjimo
aplinkoje. Pavyzdziui, pastebéta, kad kai kuriy metaloproteinaziy (jskaitant MMP-13) ekspresija gali bati
padidéjusi galvos ir kaklo plokscialgstelinés karcinomos Igsteliy kulttrose ir, kad ji yra dar labiau
suaktyvinama lgsteliy kultliras paveikus prie$véziniu preparatu paklitakseliu (Hira-Miyazawa et al.,
2017). Taciau krities vézio lastelés pasizymi labai maza MMP-9 ir MMP-13 ekspresija (Romero et al.,
2020), o ADAM-10 ir ADAM-17 proteazés yra aktyvios inksty vézio lgsteliy kultirose (Orme et al.,
2020).

A IgVv ™ Ic

P01 aEgz2

4 skirtingi
2Egzonas |————{ 4 Egzonas PD-1 AEgz3 I~ PD-1
mRNR
4 Egzonas 5 Egzonas PD-1 AEgz2/3 splaisingo
variantai

[(1=gzones | seezones | pD_1 AEgz2/3/4
R

B C v O we D e )
't

Y
sPD-L1 MMP arba ADAM proteolizé

1.4 pav. Galimi tirpiy PD-1 ir PD-L1 susidarymo biuidai. (A) PD-1 iRNR splaisingo variantai, kurie
trasnsliuojami j sPD-1. (B) PD-L1 baltymo proteolizés vieta. IgV —j IgV panasus domenas, IgC —j IgC
panasus doemnas, TM — transmembraninis domenas, IC — vidulgstelinis domenas, egz — egzonas.
(pagal Niu et al., 2022).

Tirpaus PD-L1 iRNR gali susidaryti ir alternatyvaus splaisingo metu i§ membraninio PD-L1

IRNR (Romero et al., 2020). Splaisingas gali biiti vykdomas keliais skirtingais biidais, ta¢iau dauguma
varianty susidaro dél jvykstanciy pokyc¢iy 4 arba 5 egzone, kurie jveda ,stop” kodong pries
transmembraninj regiona. Sios sPD-L1 izoformos taip pat turi neigiama efekta T lastelems (Hassounah
et al., 2019). Kitas i§ sPD-L1 varianty gali susidaryti dél introninio LINE-2A (L2A) endogeninio
retroelemento egzaptacijos gene, koduojanéiame PD-L1, dél kurio praleidziamas transmembraninis
domenas ir reguliaciné seka 3'UTR regione. CD274-L2A koduojamas sPD-L1 pasizymi prieSingu kitoms
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izoformoms efektu. Si izoforma neturi CD8+T lasteliy slopinamojo aktyvumo ir vietoj to jis gali blokuoti
membraninio PD-L1 slopinamajj aktyvuma (Ng et al., 2019).

Kaip ir sPD-L1, sPD-1 gali susidaryti alternatyvaus splaisingo metu. PD-1 gene yra 5 egzonai,
kurie koduoja skirtingus PD-1 baltymo regionus ir gali bati iSkerpami ir sudaromi skirtingi transkriptai.
Po alternatyvaus splaisingo susidar¢ transkriptai gali neturéti 2 egzono (IgV domenas), 3 egzono
(transmembraninis domenas), 2 ir 3 egzony arba biti iSkerpami visi egzonai nuo 2 iki 4 (vidulastelinis
domenas) (1.4A pav.) (Keir et al., 2008). Taciau yra tyrimy, kurie rodo, kad sPD-1 gali susidaryti ne vien
alternatyvaus splaisingo metu. Pavyzdziui, sepsio atveju pastebéta koreliacija tarp sPD-L1 ir PD-L1
iRNR, taciau koreliacijos tarp sPD-1 ir PD-1 iRNR nerasta (Derigs et al., 2022).

1.2.2 sPD-L1 ir sPD-1 funkcijos

SPD-1 molekulés pasizymi biologiniu aktyvumu ir gali sutrikdyti sgveikg tarp membraninio PD-1
receptoriaus ir PD-L1 ligando. Sis efektas pastebimas létiniy infekcijy metu, autoimuninése ligose ir
prie$navikinio imuniteto atveju (Khan et al., 2020). Priesnavikinis sPD-1 efektas apima citotoksiniy T
lasteliy aktyvacija ir infiltracija, padidéjusiag navikiniy lasteliy lize, slopinamg naviko progresija, citokiny
sekrecija, kurie pastumia imuninj atsakg link Thl ir Th17 Igsteliy atsako (Khan et al., 2020). sPD-1
efektyvumas parodytas in vivo. DNR vakcina koduojanti sPD-1 ir naudojama kaip adjuvantas padidino
T-lasteliy proliferacija ir sumazino T-1asteliy apoptoze bei padidino dendritiniy lgsteliy brendimg (Song
etal., 2011). Imunologinis sPD-1 aktyvumas parodytas ir kitame tyrime su pelémis, kurioms buvo skirtas
rekombinantinis baltymas koduojantis sPD-1 peptida (Qiu et al., 2009).

sPD-L1 molekulés taip pat yra biologiskai aktyvios. Tiek navikinés, tiek imuniniy lgsteliy kilmés
sPD-L1 gali sukelti T lgsteliy apoptoze (Frigola et al., 2012). Taip pat SPD-L1 sumazina CD3+ T Igsteliy
interleukino 2 (IL-2) ir interferono gama (IFN-y) citokiny sekrecijg (Hassounah et al., 2019). IFN-y
sekrecija slopinantis efektas pastebétas ir kitame tyrime (Liang et al., 2017).

1.2.3 Tirpiis sPD-L1 ir sPD-1 skirtinguose véZio tipuose

Tirpios PD-1 ir PD-L1 formos susilauké ypatingo démesio dél jy, kaip biozymeny reikSmeés, vézio
progresavimui ir agresyvumui nusakyti, kadangi jy kraujo koncentracijos yra padidéjusios jvairiy
piktybiniy ligy atveju (Bailly et al., 2021). Prie$ gydyma nustatytos koncentracijos gali suteikti vertingos
pradinés informacijos apie paciento imuning biklg ir naviko mikroaplinka, kurios leidzia jZvelgti naviko

sukeltus pokycius sPD-1 ir SPD-L1 koncentracijose. Dél sios priezasties svarbu apibudinti koncentracijas
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randamas pries ir po gydymo, kadangi $iy baltymy koncentracijos kraujyje gali priklausyti nuo skirto
gydymo (Bailly et al., 2021).

sPD-L1 koncentracija jvairiuose vézio tipuose labai skiriasi. Nesmulkialgstelinio plauciy vézio
atveju koncentracija yra santykinai mazesné: vieno tyrimo duomenimis, koncentracijy mediana yra
68 pg/ml, o kitame tyrime nustatyta mediana — 44 pg/ml (Ancin et al., 2022; Murakami et al., 2020). Kita
vertus nesmulkialgstelinio plauc¢iy vézio atveju gali biiti randamos ir daug didesnés koncentracijos
(Sasaki et al., 2023). Inksty vézys pasizymi nezymiai didesne SPD-L1 koncentracijy mediana — 90 pg/ml
(Davidsson et al., 2022). PrieSingai, kriities vézys pasizymi ypa¢ padidéjusiu sPD-L1 kiekiu kraujo
plasmoje: prieSoperacinio ir metastazinio vézio atvejy medianiné koncentracija siekia 7690 pg/ml, o
ankstyvojo kriities vézio atveju medianiné koncentracija Siek tieck mazesné — 4890 pg/ml (Han et al.,
2021). Kasos vézys patenka ] tarpinj intervalg pagal aptiktas sPD-L1 koncentracijas kraujo plazmoje, jo
medianin¢ koncentracija yra 1700 pg/ml (Park et al., 2019). Sie sPD-L1 koncentracijos mediany
skirtumai pabréZzia jvairiy vézio tipy imuninio atsako heterogeniskuma ir gali biiti susije su skirtingais
imuninés sistemos iSvengimo ir skirtingu atsaku j jvairius gydymo metodus.

Lyginant su sveiky individy grupémis, véziu sergantys asmenys kraujo plazmoje turi
padidéjusiais sPD-L1 koncentracijas. Prie§ gydyma kiausidziy vézio pacientéms nustatytas didesnis sPD-
L1 kiekis kraujo plazmoje lyginant su kontrole. sSPD-L1 koncentracijy mediana pacienciy grupéje buvo
2.4 karto didesné nei kontrolingje grupéje (260 pg/mL ir 109 pg/mL) (Okta et al., 2020). Padidéjusios
sPD-1 ir sPD-L1 koncentracijos nustatytos ir prieSoperaciniuoSe nesmulkialgstelinio plauciy vézio
pacienty kraujo serumo méginiuose lyginant su kontroline sveiky individy grupe. sPD-1 koncentracijos
vidurkis 44 pg/mL ir 19 pg/mL, o sPD-L1 26 pg/mL ir 10 pg/mL pacienty ir kontrolingje grupéje
atitinkamai. Taip pat pastebétas sPD-1 ir SPD-L1 koncentracijy mazéjimas po operacijos (Ancin et al.,
2022). Padidéjusios sPD-L1 koncentracijos aptiktos ir skrandzio véziu serganciy pacienty kraujo
plazmoje. sPD-L1 koncentracijos buvo daug didesnés (71,69 pg/mL mediana) nei sveikoje kontrolingje
grupéje (35,34 pg/mL mediana) (Kawakami et al., 2023). Hodzkino limfoma ir T-Igsteliy limfoma
sergantiems pacientams taip pat buvo nustatytos padidéjusios sPD-L1 koncentracijos kraujyje (Feng et
al., 2023). Nors daugumos tyrimy rezultatai rodo padidéjusias sPD-L1 koncentracijas kraujo plazmoje ar
serume, viename tyrime nustatyta, kad sveiky motery ir motery, kurioms diagnozuotas kriities vézys,
sPD-L1 kiekis nesiskiria (Yazdanpanah et al., 2021).

Nemazai tyrimy atkreipia démesj ir j gydymo metu esancias sPD-L1 ir sSPD-1 koncentracijas.
Pavyzdziui, plauciy vézio pacienty grupé, j kurig buvo jtraukti jvairy gydymag gaunantys pacientai

(chemoterapija, monokloniniy antikiiny gydyma, radioterapija ir kitus gydymo metodus) pasizyméjo
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didesnémis kraujo plazmos sPD-L1 koncentracijomis nei kontroliné grupé (Han et al., 2024). sPD-L1
kiekis buvo padidéjes chemoterapini arba chemoradiacinj gydyma patyrusiems galvos ir kaklo
plokscialasteline karcinoma sergantiems pacientams, palyginti su sveika kontroline grupe (Molga-
Magusiak et al., 2023). Pastebéta, kad po gydymo sPD-L1 kiekiai gali grjzti j sveiky asmeny kraujyje
randamos sPD-L1 kiekius. Tyrime su HodZkino limfoma pacienty grupéje, kuriems pasireiské visiska
remisija, po 2 chemoterapijos kursy sPD-L1 kiekis sumazgjo iki sveikos kontrolinés grupés lygio, taciau
tiems pacientams, kuriems nepasireiské remisija, SPD-L1 lygis po chemoterapijos reikSmingai nesiskyré
nuo prie§ chemoterapijg buvusio lygio ir buvo didesnis nei sveikos kontrolinés grupés (Feng et al., 2023).

Pastebéta, kad pacientams, kuriems taikomas jvairus gydymas, tirpiy sPD-1 ir SPD-L1 baltymy
kiekiai taip pat labai skiriasi. Visy pirma, prostatos véziu serganciy pacienty, kuriems buvo taikoma
androgeny deprivacijos terapija, chemoterapija arba radioterapija, SPD-L1 kiekis buvo ypa¢ sumazéjes
ir sieké 60 pg/mL (Katongole et al., 2022). Kitame tyrime, kuriame buvo jtraukti pacientai, sergantys
iSplitusiu kasos véziu ir kuriems buvo taikoma chemoterapija, taip pat nustatyta mazos sPD-L1
koncentracijos, kurios mediana sieké vos 12 pg/mL (Kruger et al., 2017). PanaSios koncentracijos
nustatytos ir chemoterapija gydyty stemplés plokscialgsteliniu véziu serganéiy, asmeny kraujyje. Jy
sPD-L1 vidutiné koncentracija buvo 90 pg/ml (Fu et al., 2021). Nors kai kuriais atvejais gydymo metu
koncentracijos yra nedidelés, pastebimi ir didesni sPD-1 ir SPD-L1 koncentracijy kiekiai gydymo metu.
Tyrime, kuriame dalyvavo kasos adenokarcinoma sergantys pacientai bei kuriems buvo taikoma
chemoterapija buvo nustatytas daug didesnis tirpaus PD-L1 kiekis, kurio mediana buvo 440 pg/mL (Bian
et al.,, 2019). Didelés koncentracijos aptinkamos ir po chirurginio naviko pasalinimo. Pavyzdziui,
storosios zarnos véziu serganciy pacienty kraujyje nustatyty sPD-L1 mediana sieké 300 pg/mL (Shao et
al., 2022). Chirurginiu btidu pasalinti galvos ir kaklo srities navikai taip pat pasiZyméjo labai padidéjusiu
sPD-L1 kiekiu kraujyje, kuriy vidurkis sieké 640 pg/mL (Molga-Magusiak et al., 2023). Nustatytos
koncentracijos gydymo metu gali padéti numatyti paciento atsaka gydyma. Be to, sPD-1 ir sSPD-L1
koncentracijos svyravimai gydymo metu gali atspindéti imuninés sistemos suaktyvéjimo ar atsparumo

mechanizmy pokyc¢ius.

1.2.4 sPD-1 ir sPD-L1 predikcinés savybés

Naujausi tyrimai vis geriau apibiidina kokig reik§me vézio prognozei ir diagnostikai turi sPD-1 ir
sPD-L1 formos ir su kokiais klinikiniais parametrais Sie baltymai gali buti siejami. sPD-L1
koncentracijos pacienty kraujyje daZznai yra asocijuojamos su jvairiais naviko vertinimo Kkriterijais.

Pavyzdziui, didesnés sPD-L1 koncentracijos nustatytos tiems asmenims, kurie turi piktybinius, o ne
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gerybinius navikus (Davidsson et al., 2022; Molga-Magusiak et al., 2023). Inksty ir storosios Zarnos
vézio pacientams nustatytos sPD-L1 koncentracijos susietos su naviko patologine stadija (Davidsson et
al., 2022; Shao et al., 2022), o storosios zarnos navikai, kurie buvo i$plit¢ j limfmazgius turéjo didesne
sPD-L1 koncentracijg (Shao et al., 2022). Prostatos vézio atveju didesnés sPD-L1 koncentracijos rastos
navikuose, kurie pasiZzyméjo aukstesniu Gleason kriterijumi (Katongole et al., 2022), o kiau$idziy vézio
sPD-L1 koncentracijos koreliuoja su vézio stadija ir kiauSidziy véziui budingas rizikos kriterijais (Okla
et al., 2020)

sPD-L1 koncentracijos pacienty kraujyje siejamos ir su bendru pacienty iSgyvenamumu.
Aukstesnés sPD-L1 koncentracijos pacienty grupés priskirtos prie blogesnés iSgyvenamumo tikimybés
galvos ir kaklo srities, inksty vézio, ploksc¢ialgstelinio stemplés, kasos vézio atveju (Davidsson et al.,
2022; Fu et al., 2021; Molga-Magusiak et al., 2023; Mucileanu et al., 2021). Taip pat kaklo ir galvos
vézio pacientai, kuriems nustatytos aukStos sPD-L1 koncentracijos pasiZzyméjo mazesne iSgyvenamumo
be ligos progresavimo tikimybe (Molga-Magusiak et al., 2023). Toks pats rezultatas gautas ir jtraukiant
kepeny, plauciy kasos vézio atvejus, NK/T-Iasteliy limfomas ir keleta kity vézio tipy j bendra analize
(Huang et al., 2021).

SPD-1 ir sSPD-L1 molekulés susilauké daug démesio dél jy poveikio imunoterapijos efektyvumui.
sPD-1 ir sPD-L1 tapo potencialiais prognostiniais rodikliais imunoterapijos srityje. Padidéj¢s sPD-L1
lygis daznai koreliuoja su padidéjusia tikimybe, kad bus teigiamas atsakas j gydyma anti-PD-1 ir
anti-PD-L1 monokloniniais antikiinais (Bailly et al., 2021). Pavyzdziui, melanomos pacientams mazos
sPD-1, bet ne sPD-L1, koncentracijos prie§ gydyma susietos su didesniu objektyviu atsaku (angl.
objective response rate (ORR)) j anti-PD-1 monokloniniy antikiiny terapija (Incorvaia et al., 2023). Taip
pat didelis sPD-L1 kiekis kraujyje koreliavo su prastesniais iSgyvenamumo rodikliais, sergantiems
nesmulkialgsteliniu plauciy véziu ir gydomiems PD-1 blokatoriais (Genova et al., 2023; Murakami et al.,
2020). Priesingai, mazos sPD-L1 koncentracijos buvo geresnio bendro i§gyvenamumo ir ORR rodiklis
tarp metastazavusiy inksty véziu serganciy pacienty, gydomy anti-PD-1 blokatoriumi (Wakita et al.,
2023). Skrandzio véziu serganciy pacienty padidéjusi sPD-1 ir sSPD-L1 koncentracija taip pat buvo
susieta su pacienty, gaunanéiy gydyma anti-PD-1 blokatoriumi, iSgyvenamumu. Didesnis sPD-1 ir
sPD-L1 kiekis kraujo plazmoje buvo susijes su trumpesniu bendru iS§gyvenamumu, taciau tik didesnis
sPD-L1 kiekis buvo reik§mingai susij¢s su trumpesniu iSgyvenamumu be ligos progresavimo (Kawakami
et al., 2023). sPD-1 ir sPD-L1 sgsaja su imunoterapijos efektyvumui pastebéta ir daugelyje kity vézio
tipy. Melanoma, plauciy véziu, urotelio ir inksty lgsteliy karcinoma serganciy pacienty, kuriems buvo

taikoma anti-PD-1 arba anti-PD-L1 imunoterapija, 1 ir 2 mety bendro iSgyvenamumo rodikliai buvo
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geresni, kai sPD-L1 koncentracija jy kraujyje buvo mazesné, palyginti su pacientais, kuriy sPD-L1

koncentracija kraujyje buvo didesné (Scirocchi et al., 2022).

1.3 Imuninés Igstelés ir jy vaidmuo

PD-1 receptoriaus ir PD-L1 ligando sgveikia yra iSnaudojama lgstelinio imuniteto kontrolei.
Lastelinis imunitetas, koordinuodamas jvairias imunines lasteles, vaidina svarby vaidmenj kovoje su
veéziu. T limfocitai, jskaitant citotoksines CD8+ T lasteles ir pagalbines CD4+ T lasteles, kartu su
natiiraliomis zudikémis (NK) lgstelémis nukreipia ir naikina vézines lgsteles jvairiais mechanizmais,
tokiais kaip tiesioginis citotoksiSkumas ir citokinai. CD4+ T lastelés organizuoja imuninj atsakag
teikdamos pagalbg kitoms imuninéms lasteléms, jskaitant CD8+ T lasteles, B lasteles ir makrofagus.
CD4+ T lastelés padeda suaktyvinti CD8+ T Igsteles, leidZiancias joms veiksmingai atpazinti ir sunaikinti
vézines lasteles, o T reguliacinés lastelés slopina pernelyg didelj imuninj atsaka, kad iSvengty
autoimuniniy reakcijy, taciau §i savybé gali biiti iSnaudojama ir sukuriant imunotolerancija navikui
(Gonzalez et al., 2018). Granuliocitai prisideda prie prie$navikinio imuniteto per tokius procesus kaip
fagocitozé ir citotoksiniy granuliy i$siskyrimas, o mieloidinés kilmés slopinancios lastelés (MDSC) gali
susilpninti imuninj atsaka, skatindamos naviko augima. Visy Siy imuniniy lasteliy sgveika sudaro bendra
imunologine aplinka, kuri gali biiti palanki piktybiniy lasteliy iSsivystymui ir dauginimuisi arba
piktybinés Igstelés gali biiti sunaikinamos (1.5 pav.). Tai daro didelg jtakg vézio atsiradimui, vystymuisi
ir gydymo efektyvumui (Gonzalez et al., 2018). Taip pat periferinés imuninés sistemos funkcionavimas,
kuris gali biti slopinamas PD-1 receptoriaus, PD-L1 ligando ir jy tirpiy formy, yra svarbus efektyviai
imuninés kontrolés tasky blokatoriy terapijai (Hiam-Galvez et al., 2021).

T lastelés yra glaudziai susijusios su prie§veZiniu imunitetu ir jo reguliacija. Naviko atsiradimas
ir vystymasis siejamas su sisteminiu Treg Igsteliy kiekio padidéjimu ir CD8+, CD4+ T lasteliy kiekio
sumazéjimu (Hiam-Galvez et al., 2021). Patys navikai skatina Th2 tipo atsaka, slopina Th1 lasteliy tipo
atsaka ir skatina Treg lasteliy populiacijos susidaryma. Taip pat navikinés lastelés didina
kostimuliatoriniy molekuliy (PD-L1, CTLA-4, B7-H3, BTLA, CD160) raiska, dél kuriy yra nuslopinama
T lasteliy citokiny sekrecija ir proliferacija (Bhatia and Kumar, 2014).
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Priesvéziniai veiksniai Vézj skatinantys veiksniai

NK lgsteles B lgstelés Navikinés lastelés Treg
M1-TAM CD4+ CAF M2-TAM
& © — 5

N1 Neutrofilai CD8+

© ©

bC T lgstelés
1.5 pav. Imunings Igstelés esanc¢ios naviko mikroaplinkoje, kurios skatina arba stabdo ligos progresija.
CAF — su véziu asocijuoti fibroblastus, TAM — su naviku asocijuoti makrofagai, MDSC — mieloidinés

kilmés surpresorinés lgstelés, DC — dendritinés lastelés, Treg — T reguliacinés Igstelés (pagal Galli et
al., 2020).

Ekstalgstelinio

matrikso standumas RIDSG

N2 Neutrofilai

©

Vézinés lagstelés vengia nuo limfocity priklausomo imuniteto jvairiais budais, kurie gali bti
siejami su pokyciais paciame navike. Pavyzdziui, navikas gali sukelti poky¢ius MHC-I molekuliy
ekspresijoje. Tai leidzia navikui i§vengti nuo T ir NK (natiiralieji kileriai) 1gsteliy priklausomo imuninio
atsako, o pakite MHC-I raiskos lygiai turi jtakos ligos prognozéje (Bhatia and Kumar, 2014). T lasteliy
efetyvumas gali pasireiksti ir priklausomai nuo to, ar navikas yra imunologiskai aktyvus, ar labiau
imunologiskai neaktyvus (angl. cold tumor). Naviko imunologinis aktyvumas gali priklausyti nuo
mutacijy kiekio. Mazas mutacijy kiekis nesukelia stipresniy imunologiniy procesy, kadangi aplinkoje

néra antigeny, kuriuos galéty atpazinti T lastelés (Attias and Piccirillo, 2024).

1.3.1 CD4+ ir CD8+ T limfocitai

CDA4+ ir CD8+ T lastelés gali dalyvauti navikiniy lgsteliy eliminavime. Th1 tipo CD4+ lastelés
vykdo jvairiy citokiny sekrecija, pavyzdziui, IL-2 ir IFN-y, kurie aktyvina CD8+ lgsteles ir jos sunaikina
piktybines lIgsteles (Galli et al., 2020). Todél navikai gali trikdyti CD8+ T lgsteliy infiltracijg j naviko
aplinkg keliais buidais. Vienas i$ tokiy biidu yra kolageno sekrecija sukuriant fizinj barjerg pasitelkus su
véziu asocijuotus fibroblastus (angl. cancer associated fibroblast, CAF). Naviko pasiekiamumas toliau
apsunkinamas M2 tipo makrofagy, kurie skatinami CAF padidina ekstralgstelinio matrikso tankj (Attias
and Piccirillo, 2024). Kita vertus Th2 ir Th17 tipo lgstelés yra siejamos su navikui palankios aplinkos
formavimu (Galli et al., 2020). Taip pat CD8+ ir CD4+ lIasteliy santykis gali apibudinti ar navikas yra
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imunologiSkai aktyvus. ImunologiSkai neaktyviems navikams budingas zemas CD8+/CD4+ T lasteliy
santykis (Attias and Piccirillo, 2024).

SPD-1 ir sPD-L1 formos, kaip ir jy membraninés formos, yra siejamos su T lasteliy efektorinémis
funkcijomis. Pavyzdziui, PD-1 padidina reikiama kiekj reikalingy signaly T lgsteliy aktyvacijai. Jeigu
aktyvacijos signaly nepakanka yra slopinama T lasteliy aktyvacija. sPD-1 taip pat slopina IL-2 lygius ir
didina IL-10 kiekius. Taciau sPD-1 poveikis pastebétas tik tada, kada aplinkoje buvo dendritiniy Igsteliy,
todél sPD-1 gali veikti per dendritines Igsteles, kuriuos stimuliuojamos Sio tirpaus baltymo jgauna
imunosupresinj fenotipg ir skatina IL-10 sekrecijg (Kuipers et al., 2006). Tyrime su keliy skirtingy vézio
tipy pacientais ir sveikais individais pastebéta, kad sPD-L1 koncentracijos padidéjimas pacienty kraujyje
gali biiti siejamas su PD-1 ekspresija vykdanciy CD4+ ir CD8+ T lasteliy padidéjusia apoptoze, lyginant
su kontrole. Taip pat sPD-L1 skatino FoxP3 ekspresija CD4+ T lastelése (Liang et al., 2023). Panasus
rezultatas gautas ir tyrime su kriities véZio pacientémis ir kruties vézio lasteliy kultiiromis. Klinikiniuose
meéginiuose pastebéta neigiama koreliacija tarp CD8+ T lasteliy kiekiy ir membraninés PD-L1 raiskos
ant navikiniy lasteliy bei koreliacija tarp navika infiltruojanciy limfocity tankio ir sPD-L1 koncentracijos
kraujyje. Taip pat eksperimentuose su lasteliy kultGromis nustatyta, kad sPD-L1 slopina T lasteliy
proliferacija ir skatina apoptoze ir gali atstatyti anti-PD-L1 monokloninio antikiino sutrikdyta PD-L1 ir
PD-1 saveika (Han et al., 2021). Neigiamas CD8+ T lasteliy ir sPD-L1 koncentracijy rySys aprasytas ir
nesmulkialgstelinio plauciy vézio atveju (Mazzaschi et al., 2020). sPD-L1 efektas T lasteléms pastebimas
ne tik tarp naviko ir T lgsteliy. Tyrimas su sepsio pacientais, kurie taip pat turi padidéjusiais sPD-L1
koncentracijas kraujyje, nustaté pana$ig ir vézio atveju nustatytg koreliacijg tarp sPD-L1 ir CD8+ T
lasteliy, tik Siuo atveju buvo tiriama CD8 koreceptoriaus iRNR. Papildomai pastebétas neigiamas rysys
tarp CD4, TCRp baltymy iIRNR ir SPD-L1 koncentracijy (Derigs et al., 2022).

CD8+ T lasteliy suaktyvinimas turi ir netiesioginj efektg kitiems lgsteliy tipams. Pavyzdziui,
anti-PD-1 blokatoriy terapija suaktyvina CD8+ T lasteles ir skating jy proliferacija. Dél to CD8+ T
lastelés pradeda konkuruoti dél IL-2 su NK Igstelémis, todél NK lgsteléms prieinamy stimuliuojanciy
citokiny kiekis tampa ribotas, o tai gali lemti uzdelsta NK Igsteliy atsakg, kurio metu néra sukuriamas
iSsekimas dél per didelés pradinés stimuliacijos aktyvatoriumi (Bai and Cui, 2022). Taip pat pastebétas
rySys tarp CD+ T lasteliy, dendritiniy lasteliy ir sPD-1, SPD-L1 molekuliy. CD8+ T lastelés pasizyméjo
didesne CD107a ir citokiny ekspresija kai jos buvo inkubuojamos su dendritinémis Igstelémis, antigenu
ir kai aplinkoje buvo sPD-1, sPD-L1 baltymy. CD107a ekspresijos poky¢io nebuvo be sPD-1 ir sPD-L1
molekuliy. CD4+ T lgstelés taip pat buvo aktyvuojamos tokiomis pat sglygomis (Pen et al., 2014).
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Limfocitai, kurie pasizymi aktyvacijos Zymens CD69 ekspresija, taip pat gali biti siejami su
naviko parametrais ir ligos progresavimu. CD3+CD69+ limfocity kiekiai yra padidéje prieSoperaciniame
prostatos vézio pacienty kraujyje lyginant su gerybine prostatos hiperplazija bei Siy lasteliy kiekiai gali
bati asocijuojami su didesniai Gleason kriterijau jverciais (Zhang et al., 2020). CD69+ gama-delta (yd)
limfocitai cirkuliuojantys metastazavusio storosios Zarnos vézio pacienty kraujyje susieti su mazesniais
metastaziy pazeidimais, ilgesniu bendru iSgyvenamumu ir nuslpintu vézio metastazavimu j kepenis
(Bruni et al., 2022). Kitame in vivo tyrime, kuriame pritaikytas storosios Zarnos vézio pélés modelis,
nustatyta, kad storosios Zzarnos véziui specifinés CD8+CD69+ lgstelés gali sukelti véziniy Igsteliy
apoptoze, slopinti storosios Zarnos vézio augima ir prailginti peliy iSgyvenamuma (Lan et al., 2016). Kita
vertus yra tyrimy, kurie rodo, kad storosios zarnos véziu sergantiems pacientams CD69+ T lastelés gali

bti siejamos su didesne ligos atsinaujinimo tikimybe (Taylor et al., 2018).

1.3.2 NK lastelés

NK lastelés yra limfocitai, taip pat vaidinantys svarby vaidmen] prieSvéziniame imuniniame
atsake. NK lastelés, kaip ir CD8+ T Iastelés, geba sunaikinti piktybines lasteles. NK lasteliy
citotoksiSkumas navikinéms lgsteléms pasireiskia per iSskiriamas citotoksines granules. Taciau, be
piktybiniy Igsteliy eliminavimo, NK lastelés gali j aplinkg isskirti ir jvairius citokinus, kurie skatina
prie$navikinj imuniteta (Galli et al., 2020). Dél to, vystantis navikui NK lasteliy veikla yra sutrikdoma.
Prie$navikinés veiklos sutrikdymas gali pasireik$ti per inicijuojamus kokybinius ir kiekybinius
receptoriy pokycius ant NK lagsteliy (Bhatia and Kumar, 2014). Receptoriy pokyciai sukeliami per
MDSC, Treg lasteliy ir su naviku asocijuotu makrofagy, kurie imunosupresiniy citokiny pagalba trikdo
NK lasteliy receptoriy ekspresija ir paciy lasteliy aktyvacijg (Bai and Cui, 2022).

NK lgsteliy, kaip ir T Igsteliy, veikla gali biiti reguliuojama PD-1 receptoriaus ir PD-L1 ligando.
Pacios NK Iastelés vykdo abiejy Siy molekuliy ekspresijg. PD-1 raiSka NK Iastelése buvo aptikta
daugybine mieloma, inksty karcinoma, Kaposi sarkoma, kiauSidziy karcinoma, HodZkino limfoma
serganciy pacienty audiniuose (Quatrini et al., 2020). Kita vertus PD-L1 raiska ant NK Iasteliy yra labiau
ribota. NK lastelés, kurios vykdo PD-L1 ligando raiSka aptinkamos agresyvios NK lasteliy leukemijos
atveju, taciau in vitro ir in vivo tyrimai pelése rodo, kad PD-L1 raiska gali bati suaktyvinama ir ne
supiktybéjusiose Igstelése (Quatrini et al., 2020). NK Igstelés taip pat gali bati paveiktos cirkuliuojancio
sPD-1. Kai aplinkoje yra sPD-1 ir NK lasteliy, padaugéja mirStanc¢iy naviko lIgsteliy Kiekis, pastebimi
efektyvesni degranuliacijos ir IFN-y sekrecijos procesai, lyginant su aplinka, kurioje néra sPD-1
(Mariotti et al., 2023). NK lasteliy populiacija gali dalyvauti ir SPD-1 sekrecijoje ir yra vienas i$ sPD-1
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ir sSPD-L1 molekuliy $altiniy periferiniame kraujyje. NK Igstelés stimuliuojamos 1L-12, IL-15, IL-18
citokinais, i aplinka issiskiria sPD-1, o nestimuliuotos interferonais lastelés j aplinka geba i§skirti sPD-L1
ir sSPD-L2 baltymus (Mariotti et al., 2023).

Anti-PD-L1 ir anti-PD-1 monokloniniy antikfiny terapijos metu pastebimas rySys tarp terapijos
efektyvumo ir NK lasteliy. Siy molekuliy blokavimas gali sustabdyti PD-1 receptoriaus sukelta
slopinimo efektg, dél kurio yra atkuriamos PD-1+ NK funkcijos — citotoksiskumas ir citokiny gamyba,
IFN-y ir CD107a ekspresijos ir degranuliacijos procesai, apoptozés slopinimas. Panasus efektas
pastebimas PD-L1+ NK lgsteles paveikus anti-PD-L1 blokatoriumi. Taigi Sie terapiniai antiktinai
sustiprina NK Igsteliy nuo antikiiny priklausomg citotoksinj efekta (Bai and Cui, 2022). Taip pat
nesmulkialgstelinio plauciy tipo pacientams nustatytas auksStas sPD-L1 lygis ir zemas NK lasteliy kiekis
buvo susietas su trumpesniu iSgyvenamumu be ligos progresijos ir bendru iS§gyvenamumu (Mazzaschi et

al., 2020).

1.3.3 Treg lastelés

Treg (T reguliacinés) lastelés yra T Igsteliy subtipas, kuris gali biiti atpazjstamas pagal CD25 ir
FoxP3 ekspresija ant lastelés pavirSiaus, taciau yra aptinkamos ir CD8+ Treg lastelés, kurios vykdo
FoxP3 ekspresija (Togashi et al., 2019). Didzioji dalis cirkuliuojanciy Treg lasteliy yra kildinamos i$
pavieniy teigiamy CD4+ T Iasteliy, kurios igyja Foxp3 raiska, kai uzkriicio liaukoje pateikiamas savasis
antigenas, taciau pacioje naviko mikroaplinkoje veézinés lastelés iSskiria FOXP3 indukuojancius
veiksnius, tokius kaip TGF-p, kuris stabilizuoja Treg Igsteliy slopinimo funkcija, gali sukelti efektoriniy
T Iasteliy virsma | Treg ir padeda palaikyti Treg lasteliy homeostazg (Attias and Piccirillo, 2024). Navikai
ne tik indukuoja efektoriniy T lgsteliy virsmg j Treg lastelés, papildomai, Sios Igstelés yra skatinamos
migruoti | naviko aplinkg. Treg lasteliy pritraukimas j naviking aplinkg yra vykdomas CCL22, CCL28
(CC chemokiny ligandai) citokiny ir HIF-a (hipoksija sukeliantis veiksnys alfa), 0 migravusiy lasteliy
proliferacija skatinama naviko mikroaplinkos, kurioje gausu IL-10, TGF-B, adenozino ir mieloidinés
kilmés supresoriniy lgsteliy (Bhatia and Kumar, 2014).

Treg lasteles gali slopinti imuninj atsaka keliais biidais. Treg Iastelés konkuruoja su kitoms T
lasteléms reikalingu citokinu IL-2 ir j; sunaudoja, blokuoja antigeng pateikianciy Igsteliy funkcijg per
CTLA-4, todél kitos T lastelés negali buti aktyvuotos, iSskiria imunitetg slopinancius citokinus, tokius
kaip IL-10, IL-35 ir TGF-B, kei¢ia ATP j adenozing, kuris slopina T lasteliy aktyvacija (Ohue and
Nishikawa, 2019). Visos $ios Treg funkcijos sukuria naviko vystymuisi palankia aplinka ir daugumos

veézio tipy atveju didelis Treg lasteliy kiekis arba didelis Treg lasteliy santykis su CD4+ T lgstelémis
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lemia prastg ligos prognoze (Togashi et al., 2019). Taip pat Treg (CD4+CD25+Foxp3+) Igsteliy kiekis
yra padidéjes kastracijai prostatos atspariu véziu sergantiems individams lyginant su sveika kontrole ir
gerybine prostatos hiperplazija. Padidéjes reguliaciniy T-lasteliy kiekis pacienty periferiniame kraujyje
rodo, kad Sios Igstelés gali dalyvauti prostatos vézio patogenezéje ir progresavime (Seputra et al., 2021).

Treg lastelés vykdo PD-1 ekspresija, taciau jos kiekis priklauso nuo naviko mikroaplinkos ir
sutampa su jprastiniu CD4+ Igsteliy PD-1 ekspresijos kiekiu. Dél to PD-1 slopinimas gali sustiprinti Treg
imunosupresing funkcijg. Pastebéta, kad anti-PD-1 monokloniniai antik@inai in vitro sustiprina Treg
lasteliy imunosupresines funkcijas, taciau tyrime su pelémis parodyta, kad jvykus sgveikai tarp PD-1
receptoriaus ir PD-L1 ligando esan¢io and CD8+ T Igstelés stebimi prieSingi imunosupresiniams
veiksniams reiSkiniai (Togashi et al., 2019). Kita vertus PD-L1 ligandas yra svarbus ir Treg lasteliy
indukcijai. Susitikusios PD-L1 liganda naivios T lastelés yra indukuojamos j FoxP3+ Treg lasteles.
PD-L1 ne tik naujai indukuoja FoxP3 raiska naiviose lastelése, bet ir padeda islaikyti jo ekspresija jau
esanciose Treg lastelése. Sios indukuotos Treg lastelés slopina CD4+ T lasteliy efektorines funkcijas
(Francisco et al., 2009).

1.3.4 Mieloidinés kilmés supresorinés lastelés

MDSC (mieloidinés kilmés supresorinés lgstelés) yra Igsteliy populiacija, kuriai budingas
gebéjimas slopinti T-lgsteliy ir NK Iasteliy funkcijg. MDSC susidaro i§ progenitoriniy mieloidiniy
lasteliy (angl. myeloid progenitor cells), kurios nesidiferencijuoja j subrendusias dendritines lgsteles,
granulocitus ar makrofagus. MDSC yra fenotipiskai heterogeniskos ir gali bati skirstomos j
granuliocitines (G-MDSC) ir monocitines (M-MDSC), kurios pasizymi skirtingomis savybémis.
G-MDSC lastelés gali buti atpazjstamos pagal CD33+, CD11b+, CD14- ekspresija, o M-MDSC
atpazjstamos pagal CD14+ ekspresija. VéZio pacientams nustatyti abiejy Siy tipy lasteliy kiekiai prie§
gydyma ir gydymo metu yra siejami su bendru i§gyvenamumu ir i§gyvenamumu be ligos progresavimo
(Diaz-Montero et al., 2014). Taip pat daugumos vézio tipy atveju stebimas stiprus hematopoezés
sutrikdymas, kurio metu yra skatinama nesubrendusiy neutrofily ir monocity ekspansija. Dél to
padaugéja imunosurpersiniy MDSC lasteliy (Hiam-Galvez et al., 2021).

MDSC padeda navikams i§vengti imuninés sistemos jvairiais mechanizmais. Pavyzdziui, MDSC
gali vykdyti arginazés (ARG1) ir azoto oksido sintazés (iINOS2) fermenty sintezg, kurie skaido
L-argining (T lasteliy funkcijai svarbi aminortigstis) arba sekretuoja azoto oksida ir superoksida, kurie
gali sukelti T lIgsteliy mirt] ir pakenkti jy funkcijai (Bhatia and Kumar, 2014). Monocitinés MDSC
lastelés skatina epitelio virsmg j mezenchima, kuris diding naviko invazyvuma, taciau granuliocitinés
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MDSC lastelés stabdo $j procesa (Galli et al., 2020). Taip pat monocitinés MDSC slopina T lgsteliy
proliferacija ir dalyvauja vézio progresavime. Dél to M-MDSC yra siejamos su kai kuriy véZzio tipy prasta
ligos baigtimi (Chen et al., 2023). Pastebéta, kad MDSC lastelés gali sutrikdyti T lasteliy adhezija
pasitelkusios ADAM-17 proteazes, dél kurio yra sumazinama CD62 ligando ekspresija (Lindau et al.,
2013). Tos pacios ADAM-17 proteazés gali dalyvauti ir sPD-L1 baltymo susidaryme (Orme et al., 2020).
MDSC populiacija yra glaudziai susijusi ir su Treg lastelémis, abi lasteliy populiacijos gali daryti jtaka
iSskirdamos tirpius mediatorius. Pavyzdziui, MDSC gali skatinti Treg proliferacija per IL-10 ir TGF-p.
TGF-p gali sumazinti PD-L1 raiskg ant M-MDSC Igsteliy, o Treg lgsteliy iSskiriamas IL-10 gali skatinti
PD-L1 raiska MDSC populiacijoje. Sios lasteliy populiacijos pasizymi dideliu tarplastelinés saveikos
potencialu, kurj gali lemti jvairios molekulés, jskaitant CTLA-4/CD80, PD-L1/PD-1, TIM-3 (T-lasteliy
imunoglobuling ir mucino domenus turintis-3) ir Kitas pavirSiaus molekules (Haist et al., 2021).
Nesmulkialgsteliniu plauéiu véziu sergantys pacientai, kurie turéjo didesnius CD33+CD14+
lasteliy lygius pasizyméjo geresniu atsaku j anti-PD-1 blokatoriy terapija. Taip pat melanomos atveju
didelé CD33 ekspresija monocituose susieta su ilgesniu iSgyvenamumu ir anti-PD-1 blokatoriy terapijos
efektyvumu, o0 monocitai, pasizymintys CD33+ ekspresija turéjo neigiamg sgsaja Su Treg
(CD4+CD25+FoxP3+) lasteliy populiacija (Olingy et al., 2022). Kiausidziy vézio atveju, kraujyje
cirkuliuojan¢iose M-MDSC lastelés pasizymi didesniu membraninés PD-L1 raiskos kiekiu lyginant su
sveiky individy lastelémis bei pastebéta, kad kraujyje esancios SPD-L1 koncentracijos teigiamai
koreliuoja M-MDSC, kurios vykdo PD-L1 ekspresija (Okla et al., 2020). Prostatos vézio atveju, pacienty
periferiniame kraujyje cirkuliuojanc¢iy M-MDSC daZnis buvo daug didesnis nei sveiky donory kraujyje.
M-MDSC isskirtos 1§ pacienty kraujo reikSmingai slopino CD4+ T lasteliy proliferacija ir galéjo slopinti
CDS8+ T lgsteliy proliferacijg, nors ir ne taip stipriai (Idorn et al., 2014). Be to, M-MDSC teigiamai
koreliavo su cirkuliuojanciy Treg lgsteliy daZzniu prostatos véziu serganciy pacienty periferiniame
kraujyje, bet ne sveiky individy kraujyje. Taip pat M-MDSC lygiai koreliavo su prostatos véZzio

prognostiniais jverciais (Idorn et al., 2014).

1.4 ISvados iS literatiiros apzvalgos

Padidéjusios SPD-1 ir sPD-L1 baltymy koncentracijos aptinkamos jvairiy véZio tipo atveju. Sie
baltymai gali biiti siejami su naviko, bendro iSgyvenamumo, ligos progresijos parametrais ir
imunoterapijos efektyvumu. Kita vertus, iy baltymy koncentracijos tarp skiritngy naviky labai skiriasi
ir yra gali buti paveikiamos gydymo metu. Iki Siol sPD-1 ir SPD-L1 koncentracijos buvo nustatytos tik
prostatos vézio pacientams gaunantiemS gydyma, taciau koncentracijos prie§ gydyma prostatos vézio
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atveju dar nebuvo tirtos. Taip pat sPD-1 ir SPD-L1 koncentarcijos susietos su tam tikrais prostatos vézio
parametrais ligos metu, taciau jy prognosting reik§Smé ir jtaka iSgyvenamumui be ligos progresijos
nebuvo apibudinta.

Imuninés lgstelés (CD4+, CD8+, NK, Treg, MDSC) dalyvaujanc¢ios naviko mikroaplinkos
procesuose yra glaudZziai susijusio tick su membraniniais PD-L1/PD-1 aSies komponentais, tick su
tirpiomis formomis ir gali biti jvairiy ligos parametry rodiklis, taciau néra duomeny ar Siy lasteliy
populiacijos gali biti siejamos su sPD-1 ir SPD-L1 baltymais cirkuliuojancias prostatos vézio pacienty
periferiniame kraujyje. Taigi, siekiant geriau suprasti prostatos vézio progresavimg, reikalingas

sPD-1/sPD-L1 molekuliy ir jy rySio su imuniniy lgsteliy populiacijomis apibudinimas.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Bioetikos leidimas

Prostatos vézio méginiai pacienty ir kontrolinés grupés méginiai gauti gavus informuotg asmens
sutikimg ir naudoti pagal Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy komiteto leidima

158200-17-928-422.

2.2 Pacienty grupés atrinkimas tyrimui

Pacienty atranka tyrimui, prieSoperaciniai ir pooperaciniai prostatos vézio pacienty Kraujo
méginiai ir su ligos eiga susijusi informacija gauti i§ 2017-2021 metais Nacionalinio vézio instituto
vykdyto tyrimo. PrieSoperaciniai méginiai paimti 0—1 dienos prie§ radikalig prostatektomija, 0

pooperaciniai kraujo méginiai paimti nuo 82 iki 107 dieny po operacijos.

108 prostatos vézio

pacientai
88 pacienty su prieSoperaciniais 20 neturéjo méginiy arba buvo
arba po operaciniai meginiais nepakankamas kiekis
65 pacientai nepriskirti 23 pacientams liga
rizikos grupei progresavo
10 pasireidké 8 skirta spinduliné
biocheminis atkrytis terapija

5 po operacijos nenukrito PSA

2.1 pav. Prostatos vézio pacienty klasifikacija ir priskyrimas prie nerizikos ir ligos progresavimo
grupes.
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IS 108 pacienty imties buvo atrinkti asmenys, patyre biochemin;j atkrytj, su taikytu profilaktiniu
spindulings terapijos gydymu, bei tikslinés normos nepasiekusiy PSA pooperaciniu rodikliu ir pacientai
be recidyvo ir turéje pakankama kraujo plazmos méginiy kiekj prieSoperaciniame ir pooperaciniame
laiko taskuose (2.1 pav). Biocheminiu atkryCiu buvo laikomas prostatos specifinio antigeno (PSA)
koncentracijos pakilimas vir§ 0,2 ng/ml. Atrinkty pacienty charakteristikos pateiktos 2.1 lenteléje. Tirtos
pacienty grupés amziaus mediana buvo 63 metai, o prieSoperacinis PSA svyravo nuo 2,15 ng/mL iki

67,7 ng/mL (mediana 6.2 ng/mL).

2.1 lentelé. Itraukty prostatos vézio pacienty klinikinés charakteristikos.
Pacienty skaicius (%) 88 (100 %)

pT stadija
pT2 64 (72,2 %)
pT3 24 (27,3 %)
Gleason Kklasé
Klasé 1 [3+3] 24 (27,3 %)
Klasé 2 [3+4] 53 (60,2 %)
Klasé 3 [4+3] 10 (11,4 %)
Klasé 4 [4+4] 1(1,1%)

Pacienty Gleasono Kkriterijus nustatytas patologo i$ biopsijos metu paimty audiniy méginy.
Pacientai pagal Gleason kriterijy padalinti j | Gleason klases pagal Tarptautinés urologinés patologijos
draugijos (angl. International Society of Urological Pathology) klasifikavimo sistemg: 3+3 Gleason

kriterijus priskirtas 1 klasei, 3+4 — 2 klasei, 4+3 — 3 klasei, 0 4+4 — 4 klasei.

2.3 Kontrolinés grupés rinkimo Kriterijai.

Kontrolinés grupés pacienty kraujo plazma buvo renkama biomedicininiy tyrimy laboratorijoje
Rezus.It, remiantis PSA (prostatos specifinio antigeno) verte. Tinkami tyrimui asmenys buvo atrenkami
pagal nustatyta PSA koncentracijg (<3 ng/mL), amziy (vyresni nei 58 mety vyrai), nesergantys
onkologinémis ligomis, neturintys reumatoidinio artrito, opinio kolito, Krono ligos, vilkligés,
glomerulonefrito, diabeto arba podagros ir nevartojantys vaisty nuo alerginiy ligy, prednizolo,

ciklosporino.
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2.4 Kraujo plazmos iSskyrimas

Kraujas surinktas j BD Vacutainer® mégintuvélius su EDTA (etilendiamintetraacto ragstis)
antikoaguliantu (BD Biosciences, San Chos¢, CA, JAV). | keturis atitinkamus mégintuvélius buvo jpilta
100 pl kraujo, o Iastelés buvo apdorotos pagal gamintojo instrukcijas. Mégintuvéliai sukti ant purtyklés

ir po surinkimo atlikta tékmés citometrija.

2.5 Lasteliy fenotipavimas

Imuniniy lgsteliy fenotipavimas atliktas 2017-2021 mety vykdomo tyrimo metu. Imuninéms
lasteléms nudazyti antikiinais buvo naudojami keli mégintuvéliai su skirtingu antikiiny misiniu. NK
lasteliy (CD56+CD16+CD3-) populiacijai nustatyti naudotas mégintuvélis dazytas su anti-CD16-APC
(alofikocianino zymuo), anti-CD56-PE (fikoeritrino zymuo), anti-CD3-FITC (fluoresceino izotiocianato
zymuo) (,,BioLegend”, San Diegas, CA, JAV). CD4+ ir Treg (CD4+CD25+FoxP3+) Iasteliy
populiacijoms nustatyti kraujo méginiai dazyti su anti-CD3-APC, anti-CD25-PE, anti-CD4-FITC,
anti-FoxP3-BV421TM (,,BioLegend”, San Diegas, CA, JAV). CD8+ ir aktyvuoty CD8+CD69+ T
lasteliy populiacijos dazytos kitame mégintuvélyje su anti-CD3-BV510TM (briliantinio violetinio
zymuo), anti-CD69-APC, anti-CD8a-FITC (BioLegend, San Diegas, CA, JAV) antikiinais.
Granuliocitiniy ir monocitiniy MDSC Igsteliy populiacijos dazytos su anti-CD33-APC, anti-CD14-FITC,
anti-HLA-DR-PE, anti-CD11b-BV421TM (BioLegend, San Diegas, CA, JAV) antikiinais. M-MDSC
populiacija apibrézta kaip CD33+CD11b+HLA-DR—, G-MDSC kaip CD33+CD14-CD11b+HLA-DR-
(2.2 pav.).

NK lastelés CD4+ lgstelés CDB8+ lgstelés CD8+ aktyvuotos lagsteles
gg;é: CD4+ CcDs+ —
CD3+
CD3- ch3+ CD69+
CD3+
Treg M-MDSC G-MDSC
CD4+ CD33+
CD33+
CD25+ CD11b+ CD14-
FoxP3+ HLA-DR~ CD11b+
CD3+ HLA-DR-

2.2 pav. Ankstesnio tyrimo metu nustatyty Iasteliy populiacijy apibrézimas. NK — nataralieji kileriai,
Treg — T reguliacinés lastelés, G-MDSC — granuliocintinés mieloidinés kilmés surpresorinés lastelés,
M-MDSC monocitinés — mieloidinés kilmés surpresorinés 1gstelés.
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I atitinkama meégintuvelj buvo jpilta 20 pl kiekvieno antikino. Kraujas buvo inkubuojamas su
antikiinais 15 minuciy tamsoje, po to atlikta raudonyjy kraujo kiineliy liz¢ su BD FACS tirpalu (BD
Biosciences, San Chosé, CA, JAV) santykiu 1:10, 15 minuc¢iy tamsoje. Tada lgstelés buvo du kartus
plautos centrifuguojant su 1 mL BD-Cell-Wash tirpalu (BD Biosciences, San Chosé¢, CA, JAV) 7 min.,
250 g salygomis ir fiksuotos BD-Cell-Fix tirpale (BD Biosciences, San Chosé, CA, JAV). Visi apdoroti
meéginiai buvo analizuojami naudojant BD LSR II tekmés citometru (BD Biosciences, San Chos¢, CA,
JAV). Méginiy analizei rinkta po 20 000 jvykiy, o pogrupiy analizei naudota BD FACSDiva™
programiné jranga (BD Biosciences, San Chos¢, CA, JAV). M-MDSC ir G-MDSC lasteliy populiacijos
iSreikstos kaip procentas nuo monocitiniy ir granuliocitiniy lasteliy populiacijy, kurios nuo limfocity

atskiros pagal prieking ir Soning¢ Sviesos sklaida.

2.6 Kraujo plazmos sPD-L1 ir sSPD-1 koncentracijos nustatymas

Tirpiy PD-L1 ir PD-1 koncentracijos nustatytos ELISA (angl. enzyme-linked immunosorbent
assay) metodu su plokstelémis dengtomis zmogaus anti-PD-L1 arba zmogaus anti-PD-1 antikiinais
(Thermo Fisher Scientific, Invitrogen). Iki matavimy kraujo plazmos méginiai buvo laikomi —80 °C ir
palaipsniui atSildyti. Tirpaly skiedimai, inkubavimas ir plovimai atlikti pagal gamintojo rekomendacijas.
Trumpai, kiekvienam Sulinéliui naudota po 50 pl kraujo plazmos, kurie tarp plovimy buvo papildyti
biotino, streptavidino-krieny peroksidazés ir tetrametil-benzidino tirpalais. Sulinéliy sugertis pamatuota
ties 450 nm bangos ilgiu mikroploksteliy skaitytuvu BioTek ELX800 (BioTek). Matavimai atlikti 2
pakartojimais.

2.7 Statistiné analizé

Sapiro Vilko (angl. Shapiro-Wilk) testas naudotas patikrinti duomeny normaluma. Statistinis
skirtumas tarp sPD-(L)1 koncentracijy pory jvertintas su Mano ir Vitnio U (angl. Mann-Whitney U) testu.
Kelios grupés vienu metu lygintos su Kruskas ir Valis (angl. Kruskal-Wallis) ir post-hoc Dun (angl.
Dunn) kriterijumi su Bonferoni (angl. Bonferroni) korekcija. Koreliacijos tarp grupiy nustatytos su
Spirmano (angl. Spearman) koreliacijos koeficientu. Koreliacijos koeficientas nuo 0 iki 0,20 buvo
laikomas labai silpna koreliacija, nuo 0,20 iki 0,40 — silpna, nuo 0,40 iki 0,60 — vidutinio stiprumo, nuo
0,60 iki 0,80 — stipria ir nuo 0,80 iki 1 — labai stipria koreliacija.

[sgyvenamumo be ligos progresijos tikimybéms apskaiciuoti naudotas Kaplan-Meier metodas, o
logaritminio rango (Log-rank) testas — palyginti skirtumo reik§minguma tarp grupiy. Rizikos santykiam
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jvertinti panaudota Cox proporcingy rizikos veiksniy (angl. Cox proportional hazards) analizé. |
multivariacinj modelj jtraukti kintamieji, kuriy univariacingje analizé¢je p < 0,1. Pacientai padalinti ]
mazos ir didelés koncentracijos grupes pagal ROC (sprendimus priimanciojo ypatybiy kreivé
(angl. receiver operating characteristic)) kreives gautas logistinés regresijos metu su SPD-1 ir SPD-L1
koncentracijomis ir atsizvelgiant pooperacinj ligos progresavimo statusg. ROC kreivés reikSmingumas
jvertintas pasitelkus permutacijy testa (permutacijy skaic¢ius — 1000). Analiz¢é atlikta su ,,Python* versija
3.11.4 (,,Python Software Foundation®) ir pandas (2.0.3), numpy (1.25.3), matplotlib (3.7.2), networkx
(3.2.1), pingouin (0.5.3), scikit-posthocs (0.8.0), scipy (1.11.1), lifelines (0.27.8), scikit-learn (1.2.2)

paketais.
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3. REZULTATAI

3.1 Kontrolinés grupés charakteristikos

Sio darbo metu i§ viso buvo viso surinti 83 asmeny kontrolinés grupés kraujo plazmos méginiai.
IS Siy 83 asmeny, 23 individai virSijo 3 ng/mL PSA koncentracijg kraujyje ribg. IS likusiy 60 individy,

19 sirgo antrinémis ligomis arba vartojo vaistus nuo alerginiy ligy (3.1 pav.).

Registruoti 83 individai
kontrolinéje grupéje

60 individy 23 individy
PSA <3 ng/mL PSA >3 ng/mL

19 individy su antrinémis ligomis arba vartoje
vaistus nuo alergeniniy ligy, astmos

41 be antriniy ligy

41 asmuo pasirinktas sPD-1 ir sPD-L1
koncentracijy nustatymui

3.1 pav. Kontrolinés grupés pasirinkimas sPD-1 ir sSPD-L1 kraujo plazmos koncentracijos nustatymui.

41 asmuo atitiko reikalavimus ir buvo pasirinkti kontrolinés grupés sPD-1 ir sPD-L1
koncentracijy kraujyje nustatymui Atrinkty kontrolinés asmeny amzZiaus intervalas buvo nuo 58 iki 72
mety (mediana 66 metai), o PSA koncentracijos kontrolinéje grupéje nevirsijo 3 ng/mL (PSA mediana
1,1 ng/mL).

3.2 sPD-L1 ir sPD-1 koncentraciju padidéjimas prostatos véZio pacientams

IS viso darbo metu nustatyta 85 prieSoperacinés sPD-L1 prostatos véZio pacienty koncentracijos,
81 pooperacinés sPD-L1 koncentracijos, 81 prieSoperacinés sPD-1 koncentracijos ir 77 pacienty
pooperacinés sPD-L1 koncentracijos. Kontrolingjé gurpéje nustatyta 41 individy sPD-1 ir sPD-L1 kraujo
plazmos koncentracijos. Nustatytas prieSoperacinis prostatos vézio pacienty SPD-L1 koncentracijy

intervalas buvo nuo 0,26 pg/mL iki 95,38 pg/mL (mediana 2,51 pg/mL), o sPD-1 baltymai pacienty
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kraujo plazmoje svyravo nuo 6,18 pg/mL iki 99,93 pg/mL (mediana 29,44 pg/mL). Kontrolinés grupé
pasizyméjo mazesnémis sPD-L1 ir SPD-1 baltymy koncentracijomis lyginant su prostatos vézio pacienty
grupe. sPD-L1 koncentracijos kontrolinéje grupéje svyravo nuo 0,08 pg/mL iki 21,04 pg/mL (mediana
0,11 pg/mL), o nustatytas sPD-1 baltymy koncentracijy intervalas buvo nuo 4,33 pg/mL iki 43,79 pg/mL
(mediana 17,18 pg/mL). sPD-L1 ir sPD-1 baltymy koncentracijy skirtumas tarp kontrolinés ir pacienty
buvo statistiskai reikSmingas (Mann-Whitney-U, Kkriterijus, p < 0,001) (3.2 pav.).
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3.2 pav. PrieSoperaciniy ir pooperaciniy prostatos vézio ir sveiky zmoniy kraujo plazmos sPD-L1 ir
sPD-L1 koncentracijy pasiskirstymas. Atkarpos zymi statistiskai reikSmingus skirtumus tarp grupiy,
juoda linija pazyméta grupés koncentracijy mediana.

PanaSus rezultatas gautas ir tarp pooperaciniy pacienty koncentracijy ir kontrolinés grupés.
Pooperacines prostatos vézio serganciy asmeny sPD-1 koncentracijos buvo padidéjusios lyginant su
kontroline sveiky asmeny grupe ir svyravo intervale nuo 7,12 pg/mL iki 141,24 pg/mL (mediana
33,89 pg/mL). Nustatyty pooperaciniy SPD-L1 koncentracijy mediana buvo 2,58 pg/mL ir ji buvo
mazesné uz prieSoperaciniy reikSmiy SPD-L1 koncentracijy mediana. sPD-L1 koncentracijy intervalas
sumazéjo nuo 0,19 pg/mL iki 13,99 pg/mL, taciau skirtumas buvo nereik§mingas. Kita vertus skirtumas
tarp pacienty ir kontrolinés grupés sPD-L1 koncentracijy buvo iSlaikytas ir po operacijos
(Mann-Whitney-U, kriterijus, p < 0,001) (3.2 pav.).
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3.3 pav sPD-1 ir sPD-L1 tarpusavio koreliacijos. (A) Prostatos vézio pacienty prieSoperaciniy
reikSmiy koreliacija. (B) Prostatos vézio pacienty pooperacinés koreliacija. (C) Kontrolinés grupés
sPD-1 ir sPD-L1 koreliacija.

Koreliacijos analizé neatskleidé stiprios ir reikSmingos koreliacijos tarp sPD-1 ir sPD-L1
koncentracijy prieSoperacingje prostatos vézio pacienty imtyje (Spirmano koreliacijos koeficientas,
R =0,15, p=0,18), pooperacingje imtyje (R =0,21, p=0,06) ir kontrolinéje imtyje (R =-0,21,
p =0,18) (3.3 pav.). Taciau visose grupése buvo islaikytas reik§mingas skirtumas tarp sPD-1 ir SPD-L1
koncentracijy kiekio (Mann-Whitney-U, kriterijus, p < 0,001) ir nustatytos sPD-1 koncentracijos visose

grupése buvo didesnés nei sPD-L1 koncentracijos (3.2 pav.).

3.3sPD-L1 ir sSPD-1 rysys su prostatos véZio atsinaujinimu ir agresyvumu

Kraujyje cirkuliuojantys sPD-L1 ir sPD-1 kity vézio tipy atveju gali biiti prognostinis Zymuo
pacienty ligos eigai nusakyti. Pacientai j didelés ir mazos koncentracijos grupes padalinti pasitelkus
logisting regresija, ROC (sprendimus priimanciojo ypatybiy kreivé) kreives ir pacienty ligos
progresavimo statusg. Pagal ROC kreive nustatytas prieSoperaciniy SPD-L1 koncentracijy rézis
7,66 pg/mL (specifiSkumas 85 %, jautrumas, 56 % ir AUC (plotas po kreive) =0,73) (3.4A pav.).
Prostatos vézio pacientai, kuriy kraujyje nustatytos didesnés nei 7,66 pg/mL sPD-L1 baltymo
koncentracijos prie$ chirurging operacijg, buvo labiau linke patirti ligos atsinaujinimg PO Operacijos
(Log-rank testas, p < 0,05). Vieneriy mety iSgyvenamumas be ligos progresijos mazesnés nei 7,66 pg/mL
sPD-L1 koncentracijos grupéje buvo 86 %, o didelés koncentracijos grupéje (>7,66 pg/mL) — 71 %.
Skirtumas tarp $iy grupiy iSgyvenamumo tikimybés be biocheminio atkrycio dar labiau padidéjo praéjus

2 metams po operacijos (82 % <7,66 pg/mL grupéje ir 61 % >7,66 pg/mL grupéje) (3.4B pav.).
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Laikas po operacijos (dienos)

3.4 pav. Priesoperacinés SPD-L1 koncentracijos kaip bioZymuo apibtidinantis prostatos vézio pacienty
iSgyvenamumga be ligos atsinaujinimo. (A) PrieSoperacinés SPD-L1 koncentracijos kraujyje kaip
klasifikatoriaus i§gyvenamumui be ligos progresavimui patikimumas ir (B) prostatos véZio pacienty
1Sgyvenamumas be ligos progresavimo pagal kraujyje nustatyty prieSoperaciniy SPD-L1 koncentracijy
grupes. AUC — plotas po kreive.

PrieSoperacinés sPD-1 koncentracijos pasizyméjo daug silpnesne klasifikatoriaus galia. Pagal
ROC kreive nustatytas prieSoperaciniy sPD-1 rézis 18,2 pg/mL (specifiSkumas 82 %, jautrumas 100 %
ir AUC=0,47) (1 priedas, 1A pav.). Nepastebéta rySkaus skirtumo tarp iSgyvenimo be ligos
progresavimo tarp didesnés nei 18,2 pg/mL ir maziau nei 18,2 pg/mL sPD-1 koncentracijos kraujyje
grupiy. Skirtumas buvo statistiSkai nereikSmingas lyginant su mazesnés koncentracijos sPD-1 grupe
(Log-rank testas, p > 0,05). Tarp Siy sPD-1 grupiy vieneriy mety iSgyvenamumo be ligos progresavimo
tikimybiy skirtumas buvo minimalus. Vieneriy mety iSgyvenamumas be ligos progresijos <18,22 pg/mL
sPD-1 grupéje sieké 87 %, o >18.22 pg/mL grupéje 82 %. Dviejy mety iSgyvenamumas be ligos
progresavimo mazos koncentracijos sPD-1 grupéje sieké 79 % ir 77 % didelés koncentracijos grupéje
(1 priedas, 1B pav.).

Pooperacinés kraujo plazmos sPD-L1 ir SPD-1 koncentracijos neparod¢ statistiskai reikSmingo
rezultato tarp logistinés regresijos metodu i$skirty didelés ir mazos koncentracijos grupiy, nei pasiZymeéjo
stipria klasifikatoriaus galia. Pooperacinés pacienty grupés padalintos pagal $iy baltymy koncentracijas
stipriai nesiskyré pagal iSgyvenamumo be ligos progresijos tikimybe. Sie skirtumai tarp grupiy
iSgyvenamumo pagal po operacijos nustatytus koncentracijy rézius buvo statistiSkai nereikSmingi

(1 priedas, 2 ir 3 pav.).
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3.5 pav. Priesoperacinio SPD-1 ir sSPD-L1 santykio reik§mé i§gyvenamumui be ligos progresavimo
apibtdinimui. (A) PrieSoperacinio SPD-1/sPD-L1 santykio ROC kreivé biocheminio atkry¢io
klasifikavimui. (B) Prostatos vézio pacienty, padalinty pagal SPD-1/sPD-L1 santykj prie§ operacija,
iSgyvenamumo Kaplan-Meier kreivé. AUC — plotas po kreive.

PD-1 ir sPD-L1 gali atlikti prieSingas vienas kito atzvilgiu funkcijas ir priklausomai nuo $iy
molekuliy kiekiy gali susidaryti aktyvi arba imunosupresiné aplinka. D¢l to svarbu jvertinti, kokia jtaka
iSgyvenamumui daro sPD-1 ir sPD-L1 santykis. Pagal ROC kreive nustatytas prieSoperaciniy
SPD-1/sPD-L1 santykio rézis buvo 2,3 (specifiskumas 90 %, jautrumas 56 % ir AUC = 0,64) (3.5A pav.).
Pacienty grupé su mazesniu santykiu tarp sPD-1/sPD-L1 priskirta prie grupés su didesne iSgyvenamumo
be ligos progresijos tikimybe. Vieneriy mety iSgyvenamumas be ligos progresavimo <2,3 sPD-1/sPD-L1
santykio grupéje buvo 75%, o >2,3 santykio grupéje 84 %. ISgyvenamumo tikimybés be ligos
progresavimo dar labiau iSsiskyré tarp grupiy praéjus 2 metams po operacijos. Praéjus 2 metams po
operacijos <2,3 sPD-1/sPD-L1 santykio grupé pasizyméjo 45 % tikimybe iSgyventi nepatyrus ligos
progresavimo, 0 >2,3 santykio grupé — 81 % tikimybe (3.5B pav.).

Tam, kad jvertinti prostatos véZio pacienty rizikg patirti ligos atsinaujinima, kuri galéty bati
siejama su sPD-1 ir sPD-L1 koncentracijomis, buvo pritaikytas Cox regresijos modelis, j kurj buvo
jtraukti prostatos vézio agresyvumui jvertinti naudojami prognostiniai faktoriai (patologiné stadija (pT),
Gleason klasés, PSA koncentracijos) bei pacienty amzius. Kaip ir buvo tikétasi, Gleason klasés,
patologiné stadija ir PSA koncentracijos numaté nepalankia prognozg¢ S$ioje pacienty grupéje.
Univaracinéje analizéje prieSoperacinis SPD-L1 susietas su ligos progresavimo rizika, taciau
prieSoperacinés SPD-1 koncentracijos pacienty kraujyje neapibudino ligos progresavimo rizikos (3.1

lentelé). Taip pat pacienty amzius neturéjo jtakos prostatos vézio progresavimo rizikai.
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3.1 lentelé. Cox regresijos rezultatai. Ref. — referentinis kintamasis.
HR — rizikos santykis (angl. hazard ratio), Pl — pasikliautinis intervalas.

Univariaciné analizé Multivariaciné analizé

Parametras HR 95% PI P reikSmé HR 95% PI P reikSmé
Amzius, metai 1,02 0,96-1,1 0,97 -
Gleason klasés grupé

Gleason klasé 1 Ref. Ref.

Gleason klasé 2 5,9 0,77-44,72 0,087 79 55-2915 0,047

Gleason klas¢ 3 22,49  2,8-180,5 0,003 182 124-5900 0,015
PSA, ng/mL 1,03 1,01-1,06 0,013 1,09 1,01-1,16 0,031
pT stadija

pT2 Ref. Ref.

pT3 10,15 3,98-25,89 p<0,001 598 1,91-18,70 0,002
sPD-1 grupé

<18.22 pg/ml Ref. -

>18.22 pg/mL 1,5 0,43-5,2 0,52 -
sPD-L1 grupé

<7.66 pg/mL Ref. Ref.

>7.66 pg/mL 3,5 1,40-8,73 0,007 1,2 0,31-3,98 0,88

Multivariacingje Cox regresijoje prieSoperacinés SPD-L1 prarado reikSmingumg kaip
nepriklausomas predikcinis faktorius isgyvenamumo be ligos progresijos rizikai nustatyti. Kita vertus
PSA koncentracijos, patologiné stadija, ir Gleasono 2 ir 3 klasés iSliko kaip nepriklausomi predikciniai
faktoriai (3.1 lentelé).

Gleason histologinis prostatos naviko lasteliy diferenciacijos rodiklis nustatomas prostatos
biopsijos metu ir yra stiprus prognostinis kriterijus. Pacientai priskirti 3-iai Gleason klasei turéjo didesnes
sPD-L1 koncentracijas nei 1 ir 2 klasés pacientais. Pirmos Gleason klasés pacienty grupéje
priesoperacinés SPD-L1 koncentracijos vidurkis sieké 3,7 pg/mL, antroje klaséje — 8,3 pg/mL, o pacienty
tre¢ioje Gleason klaséje SPD-L1 koncentracijos pakilo iki 25,9 pg/mL. Skirtumas tarp pirmos, antros ir
tre¢ios Gleason klasés buvo statistiskai reikSmingas (Dunn testas, p < 0,05) (3.6A pav.). 4 klasés Gleason
pacienty grupé 1 palyginimg nebuvo jtraukta, nes nebuvo pakankamas pacienty skaiCius patikimam
statistiniam palyginimui.

Kita vertus ryskaus skirtumo tarp prieSoperaciniy sPD-1 koncentracijy ir pacienty grupiy su
skirtingais Gleason rodikliais nepastebéta. Visose Gleason klasése vidurkis svyravo intervale nuo 31
pg/mL iki 33 pg/mL ir reikSmingo skirtumo tarp grupiy nebuvo. Pooperacinés sPD-1 ir sPD-L1
koncentracijos taip pat neturéjo sarySio su Gleason klasése (Kruskal-Wallis kriterijus, p < 0,05)

(2 priedas, 1 pav.).
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rodikliais. (A) PrieSoperaciniy SPD-L1 kraujo plazmos koncentracijy pasiskirstymas pagal Gleason
klases ir (B) pacienty prieSoperaciniy SPD-1 koncentracijy pasiskirstymas pagal patologing stadija.
Atkarpomis pazymétas statistiskai reik§mingas skirtumas tarp grupiy.

PrieSoperacinés sSPD-1 koncentracijos buvo reikSmingai didesnés pacientams, kuriems buvo
nustatyta pT3 stadija, lyginant su pacientais, kurie buvo priskirti pT2 stadijai. SPD-1 koncentracijy
mediana pT2 stadijoje — 25,1 pg/mL, o pT3 stadijos mediana — 37,1 pg/mL (Mann-Whitney U Kriterijus
p < 0,05) (3.6B pav). Tarp sPD-L1 koncentracijy pasiskirstymg pagal stadijas ir abiejy baltymy
pooperaciniy koncentracijy pasiskirstyma pagal stadijas reik§mingo skirtumo nebuvo (Mann-Whitney U

kriterijus p > 0,05) (2 priedas, 2 pav.).

3.4 sPD-L1 sgsaja su naviku

PrieSoperacinés sPD-L1 koncentracijos pasiZymeéjo didesne mediana nei pooperacinés sPD-L1
koncentracijos, taciau Sis skirtumas buvo statistiS8kai nereikSmingas. D¢l to buvo jvertinta kaip sPD-L1
ir sSPD-1 koncentracijos pakito pasalinus navika ir koks sPD-L1 pokytis buvo mazos ir didelés
koncentracijos grupése. SPD-L1 koncentracijos pokytis visy prostatos vézio pacienty kraujo plazmoje
nebuvo désningas, 56 % pacienty SPD-L1 koncentracija po operacijos sumaz¢jo, o 44 % pacienty §i
koncentracija padidéjo. Kita vertus visos sPD-L1 koncentracijos nustatytos prie§ operacija, pasizyméjo
daug didesniu iSsibarstymu, kuris paSalinus navikg sumazéjo. sPD-L1 koncentracijy standartinis

nuokrypis prieSoperacingje grupéje buvo 17,7 pg/mL, pooperacinéje grupéje 2,6 pg/mL.
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Pacienty grupéje, kurie buvo priskirti didelés koncentracijos grupei (sPD-L1 >7,66 pg/mL)
pooperacinés koncentracijos sumazéjo (3.7A pav). Didelés sPD-L1 koncentracijos pacienty grupéje
priesoperaciniy koncentracijy mediana buvo 22,6 pg/mL, kuri po operacijos sumazéjo iKi 1,2 pg/mL. Sis
pokytis buvo statistiSkai reikSmingas (Mann-Whitney-U, kriterijus, p <0,001). PrieSingas efektas
pastebétas <7,66 pg/mL sPD-L1 pacienty grupéje. Sioje grupéje prieSoperacinés koncentracijos po
operacijos nezenkliai padidéjo nuo 0,82 pg/mL medianos iki 2,11 pg/mL medianos (Mann-Whitney-U,
kriterijus, p < 0,05).
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3.7 pav. Prostatos naviko pasalinimo jtaka kraujo plazmos sPD-1 ir SPD-L1 koncentracijoms. (A)

sPD-L1 koncentracijy didéjimas arba sumaz¢jimas po naviko paSalinimo. (B) sPD-1 koncentracijy

pokytis pries ir po operacijos. Mélynos linijos Zymi mazéjantj, 0 raudonos linijos didéjantj pokytj.
Bendras sPD-1 koncentracijy pokytis prie§ ir po operacijos taip pat nebuvo désningas. Nors
priesoperaciniy SPD-1 koncentracijy mediana i§ 29,4 pg/ml pakilo iki 33,9 pg/ml po operacijos
(statistiSkai reikSmingas rezultatas Mann-Whitney-U, kriterijus, p<0,05), tik 55 % pacienty sPD-1
koncentracija kraujo plazmoje pakilo, likusiems 45 % sPD-1 koncentracija sumazgjo. PrieSingai nei
sPD-L1 atveju nebuvo pastebéta rySkaus sklaidos pokycio tarp prieSoperacinés ir pooperacinés grupes

(priesoperacinis SPD-1 standartinis nuokrypis — 17,1 pg/mL, o pooperacinis — 22,3 pg/mL) (3.7B pav).
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3.5sPD-1 ir sPD-L1 sasajos su imuninémis lastelémis

Prostatos vézio pacienty imuniniy lgsteliy 1§ periferinio kraujo fenotipavimas pasitelkiant tékmeés
citometrijg ir Spirmano koreliacijos analizé atskleidé keletg silpny sgsajy su imuniniy lgsteliy
populiacijomis. Ryskesnés koreliacijos nustatytos tarp imuniniy lasteliy ir sPD-1 koncentracijy.
Statistiskai reikSminga silpna teigiama koreliacija nustatyta tarp NK lasteliy ir prieSoperacinio sPD-1
kiekio (R=0,27, p<0,05), vidutinio stiprumo koreliacija tarp M-MDSC procentinés dalies ir
prieSoperaciniy sPD-1 koncentracijy (R = 0,43, p <0,001) ir silpna koreliacija tarp G-MDSC procentinés
dalies ir priesoperaciniy sPD-1 koncentracijy (R = 0,35, p <0,001). Pooperaciné M-MDSC ir sPD-1
koncentracijy koreliacija iSnyko, ta¢iau silpnai teigiama prieSoperacing koreliacija tarp G-MDSC ir
sPD-1 pakeité silpnai neigiama koreliacija (R =-0,26, p < 0,05) (3.8A-C pav).
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3.8 pav. Prostatos vézio pacienty sPD-1 ir SPD-L1 kraujo plazmos koncentracijy koreliacijos su
imuniniais parametrais. (A) SPD-1 ir SPD-L1 plazmos koncentracijy pries ir po operacijos Spirmano
koreliacijos su imuniniais parametrais. (B) PrieSoperaciniy sPD-1 kraujo plazmos koncentracijy ir NK
lasteliy (CD16+CD56+) koreliacija. (C) Priesoperaciniy G-MDSC lasteliy ir SPD-1 koreliacija.
(D) Priesoperaciniy M-MDSC lasteliy koreliacija su sPD-1 kiekiais.

PrieSoperacinés ir pooperaciniy sPD-L1 koncentracijos silpniau koreliavo su imunologiniy
lasteliy kiekiais, nei sSPD-1 baltymai. Pastebéta silpna neigiama koreliacija tarp G-MDSC procentinés

dalies ir pooperacinio sPD-L1 (R =-0,26, p < 0,05). Nustatyta ir daugiau silpny koreliacijy tarp sPD-L1
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ir imuniniy lgsteliy. Pavyzdziui, silpnas teigiamas rySys tarp prieSoperaciniy imunosupresiniy
CD4+CD25+FoxP3+ Treg lasteliy ir sPD-L1 (R =0,23, p=0,06). Taciau $i koreliacija nebuvo
statistiSkai reik§minga (3.8A pav.)

Daug stipresnés sPD-L1 koncentracijy koreliacijos su imunosupresinémis lgstelémis nustatytos
pacientams, kurie po operacijos patyré biocheminj atkrytj. Biocheminio atkry¢io grupéje prieSoperacinis
sPD-L1 stipriai koreliavo su CD4+CD25+FoxP3+ T Igstelémis (R = 0,73, p < 0,05) (3.9A pav). Taip pat
pastebéta stipri neigiama koreliacija tarp sPD-L1 ir M-MDSC procentinio kiekio (R =-0,72, p < 0,05)
(3.9B pav.), 0 CD4+CD25+FoxP3+ T ir M-MDSC lasteliy procentinis kiekis tarpusavyje koreliavo
neigiamai (3.9C pav.). Pacienty grupéje, kurie nepatyré biocheminio atkrycio, Sios koreliacijos buvo

statistiSkai nereik§mingos ir daug mazesnés (3 priedas, 1 pav.).
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3.9 pav. Priesoperaciniy imunosupresiniy lgsteliy ir prieSoperaciniy SPD-L1 koncentracijy koreliacijos
periferiniame prostatos vézio pacienty kraujyje, kurie po operacijos patyré biochemin;j atkrytj. (A)
sPD-L1 koreliacija su CD4+CD25+FoxP3+ lgstelémis. (B) sSPD-L1 koreliacija su M-MDSC procentine
dalimi. (C) Procentinio kiekio M-MDSC lgsteliy ir CD4+CD25+FoxP3+ T lasteliy tarpusavio rysys
biochemin;j atkrytj patyrusiy prostatos vézio pacienty grupéje.

Prostatos vézio pacienty grupése, kuriems véeliau pasireiSké arba visiSkai nepasireiské
biocheminis atkrytis, prieSoperaciniy koreliacijy tarp SPD-1 koncentracijy ir imuniniy lasteliy kiekiy

nebuvo pastebéta.
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Toliau buvo jvertinta ar imuniniy lgsteliy kiekiai ir imuniniai parametrai nesiskyré tarp pacienty,
kuriy kraujyje nustatyti skirtingi SPD-1 ir SPD-1 koncentracijy lygiai. Tarp <7,66 pg/mL ir >7,66 pg/mL
SPD-L1 koncentracijy grupiy, kuriuose pastebétas iSgyvenamumo be ligos progresijos tikimybés
skirtumas pries operacijg ir po operacijos, nerasta jokiy imuniniy Igsteliy kiekiy ir parametry skirtumo
(3 priedas, 1 lent.).

3.2 lentelé. PrieSoperaciniy prostatos vézio pacienty imuniniy parametry palyginimas tarp didelés ir
mazos kraujo plazmos sPD-1 koncentracijy pacienty grupiy. Q — kvartilis. * — Mann-Whitney U

Kriterijus.
sPD-1 <29,44 pg/mL sPD-1 >29,44 pg/mL v

Parametras Mediana (Q1-Q3) Mediana (Q1-Q3) P reikSmeé*
CD16+CD56+, last./mm? 168 (84-330) 269 (162-368) 0,03
CD4+, Igst./mm?® 520 (379-976) 580 (486-780) 0,99
CD4+CD25+FoxP3+, last./mm® 2,9 (1,5-4,6) 1,8 (1,1-3,2) 0,10
CD8+, last./mm?® 588 (327-927) 526 (400-786) 0,84
CD8+CD69+, last./mm?3 190 (83-397) 218 (159-301) 0,56
CD8+CD69+/Treg, santykis 8 (5-15) 11 (8-22) 0,05
G-MDSC, % 0,19 (0,12-0,34) 0,33 (0,22-0,47) 0,001
M-MDSC, % 0,08 (0,05-0,09) 0,11 (0,07-0,13) 0,01

Imuniniy parametry palyginimui pacientai padalinti j 2 grupes pagal SPD-1 koncentracijy
mediana (<29,44 pg/mL ir >29,44 pg/mL). Logistinés regresijos metu gauta kertiné verté (18,2 pg/mL)
nebuvo naudota, nes Sioje pacienty imtyje sPD-1 koncentracijos néra patikimas i§gyvenamumo be ligos
progresavimo klasifikatorius. Prostatos vézio pacienty grupé, kuriy kraujyje buvo rastos >29,44 pg/mL
priesoperacinés SPD-1 koncentracijos, pasizyméjo didesniu NK lasteliy ir M-MDSC, G-MDSC lasteliy
procentu (Mann-Whitney U kriterijus p <0,05). Tarp kity lasteliy populiacijy ar lasteliy santykiy
reikSmingo skirtumo nepastebéta (3.2 lentelé). Atlikus identiSka analize su pooperacinémis sPD-1

koncentracijomis ir lgsteliy kiekiais, skirtumy tarp sPD-1 mediany grupiy nebuvo (3 priedas, 1 ir 2 lent.).

3.6 Imuniniy lasteliy tarpusavio rySys sPD(L)-1 grupése

SPD-L1 gali biti iSskiriamas naviko bei kai kuriy imuniniy lgsteliy, o sPD-1 jvairiy imuniniy
lasteliy atliekanciy tiek teigiamas, tiek neigiamas funkcijas naviko progresavimo atzvilgiu. Dél to yra
tikimybé, kad bendras sPD-1 ir SPD-L1 kiekis gali apibuidinti bendra naviko ir imuniniy lgsteliy sgveika

bei apibiidinti ar vyrauja imunosupresiné, ar imunologiskai aktyvi aplinka.
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3.10 pav. Prostatos vézio pacienty prieSoperaciniy (A) ir pooperaciniy (B) imuniniy lgsteliy Spirmano
koreliacijy palyginimas tarp <7,66 pg/mL ir >7,66 pg/mL koncentracijy SPD-L1 grupiy. Grafike
pavaizduotos tik koreliacijos su p < 0,05. Geltona linija — koreliacija yra tik >7,66 pg/mL sPD-L1
grupéje. Mélyna — koreliacija yra tik <7,66 pg/mL sPD-L1 grupéje. Sutampancios reikSmingos
koreliacijos pavaizduotos pilka linija.

Siai hipotezei patikrinti prostatos véZio pacientai padalinti j didelés ir mazos sPD-L1 (7,66 pg/mL
rézis) bei sPD-1 (29,44 pg/mL rézis) baltymy koncentracijy grupes, kuriose patikrintos Spirmano
koreliacijos tarp nustatyty imuniniy lagsteliy kiekiy. Grupése buvo lyginamos tik silpnos ir stipresnés
koreliacijos. PrieSoperacinése sPD-L1 grupése pastebéti tam tikri koreliacijy skirtumai. Tik mazesnés
sPD-L1 koncentracijos grupé pasizymejo sPD-1 koreliacijomis su MDSC lasteliy procentinémis dalimis
ir tik sSPD-L1 >7,66 pg/mL grupéje buvo vidutinio stiprumo koreliacija tarp G-MDSC ir CD4+ limfocity
bei M-MDSC ir aktyvuoty CD8+CD69+ lasteliy. Taip pat tik didesnés koncentracijos grupéje pastebétos
vidutinio stiprumo koreliacijos tarp imunosupresiniy CD4+CD25+FoxP3+ limfocity ir NK lIgsteliy
(3.10A pav.).

Pasalinus prostatos navikg, <7,66 pg/mL sPD-L1 grupéje imuniniy Igsteliy tarpusavio
koreliacijos i$liko panasios, taciau dingo sPD-1 ir MDSC lasteliy rySys, CD4+ Igstelés prarado teigiamag
koreliacijg su CD8+ lgstelémis ir CD4+CD25+FoxP3+ lasteliy koreliacija su CD4+ lastelémis pasikeité
1 koreliacijg su CD8+ lastelémis. Ryskesnis pokytis po operacijos pastebétas >7,66 pg/mL grupéje.
Granuliocitiniy MDSC lgsteliy rySys su anksCiau pastebétomis Igsteliy populiacijomis dingo, taciau Sias
sgsajas pakeité naujos koreliacijos su M-MDSC lastelémis. Didesnés sPD-L1 koncentracijos grupéje
M-MDSC pasizymejo vidutinio stiprumo koreliacija su prieSvéZiniu aktyvumu pasizyminciomis NK

lasteléemis, CD4+ ir CD8+ T lasteléemis. Sioje grupéje NK lgstelés taip pat koreliavo su CD8+ T
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lastelémis. Visos Sios koreliacijos nebuvo rastos po operacingje prostatos vézio grupéje, kuriy kraujyje

sPD-L1 koncentracija buvo mazesné (3.10B pav.).
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3.11 pav. Prostatos vézio pacienty prieSoperaciniy (A) ir pooperaciniy (B) imuniniy Igsteliy tarpusavio
Spirmano koreliacijy palyginimas tarp <29,44 pg/mL ir >29,44 pg/mL koncentracijy SPD-1 grupiy.
Grafike pavaizduotos koreliacijos su p < 0,05. Geltona linija — koreliacija yra tik >29,44 pg/mL sPD-1
grupéje. Mélyna — koreliacija yra tik <29,44 pg/mL sPD-1 grupéje. Sutampancios reikSmingos
koreliacijos pavaizduotos pilka linija.

Tarp prostatos vézio pacienty grupiy padalinty pagal sPD-1 koncentracijy mediang taip pat
pastebéti tam tikri skirtumai. CD8+ T limfocitai turéjo sasajy su G-MDSC ir monocitais tik
<29,44 pg/mL sPD-1 grupéje. Taip pat tik $ioje grupéje CD8+ T lastelés koreliavo su CD4+ lastelémis,
0 CD4+ su NK Igstelémis (3.11A pav.).

Pooperaciniuose pacienty kraujo lasteliy kiekiuose, paskirstytuose pagal sPD-1 koncentracijy
mediang, pastebimi rySkesni pokyciai lyginant su pokyciais pastebétais sPD-L1 grupése. Daugiau nei
29,44 pg/mL sPD-1 grupéje po operacijos atsiranda rySys tarp M-MDSC procentinés dalies ir
CD4+CD25+FoxP3+ limfocity. Taip pat padaugéja reikSmingy koreliacijy tarp NK, CD4+,
CD4+CD25+FoxP3+, CD8+ lasteliy populiacijy. Tuo tarpu mazesnés koncentracijos grupéje po
operacijos iSnyksta didelé dalis koreliacijy bei atsiranda naujas rySys tarp sPD-1 ir sPD-L1 kraujo
plazmos koncentracijy. Taciau tiek prieSoperacinése koreliacijose, tieck pooperacinése koreliacijose

M-MDSC ir G-MDSC koreliavo tarpusavyje tik didesnés sPD-1 koncentracijos pacienty grupéje (3.11B
pav.).
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4. REZULTATU APTARIMAS

4.1 sPD-1 ir sPD-L1 koncentracijos prostatos véZyje

Siame darbe nustatytos prostatos vézio pacienty kraujo plazmos sPD-1 ir sSPD-L1 baltymy
koncentracijos buvo padidéjusios lyginant su kontroline sveiky asmeny grupe. SPD-1 ir sSPD-L1 lygiai
yra padidéje ir daugelyje kity vézio tipy lyginant SPD-1 ir SPD-L1 koncentracijas kraujyje tarp vézio
pacienty ir sveiky individy. Pavyzdziui, krities, plauciy vézio, limfomy ir skrandzio vézio atveju taip pat
buvo nustatytos padidéjusios sPD-1 ir SPD-1 koncentracijos kraujyje lyginant su kontroline grupe (Ancin
etal., 2022; Feng et al., 2023; Kawakami et al., 2023; Okla et al., 2020). Taciau, palyginti su kitais vézio
tipais, prostatos véziu atveju nustatyti SPD-1 ir sPD-L1 lygiai buvo mazesni nei daugelio kity vézio
atvejy. Pavyzdziui, skrandzio véZio ir plauciy vézio pacienty sPD-1 ir SPD-L1 koncentracijos buvo keleta
karty mazesnés (Ancin et al., 2022; Kawakami et al., 2023). Skiriant skirtingus gydymo metodus aptiktos
dar didesnés koncentracijos tiek prostatos vézio atveju (Katongole et al., 2022), tiek kituose vézio tipuose
(Bian et al., 2019; Fu et al., 2021; Shao et al., 2022). Kai kuriy véZio tipy atveju santykinai didesnés
sPD-L1 koncentracijos gali biiti maZesnés arba didesnés, o tai gali rodyti alternatyvius imunings sistemos
vengimo mechanizmus arba maziau imunosupresing mikroaplinka.

Prostatos véZys paprastai yra imunologiSkai mazai aktyvus, o tai yra susij¢ su mazu naviko
mutacijy dazniu ir nedidele T lasteliy infiltracija naviko mikroaplinkoje (Kgatle et al., 2021). Dél Sios
priezasties prostatos vézio atveju gali biiti aptinkamos mazesnés SPD-1 ir sPD-L1 molekuliy
koncentracijos, kadangi be imunines funkcijas atliekanciy lgsteliy, $iy molekuliy imunomoduliatoriné
funkcija negaléty pasireiksti. Katongole et al atliktame tyrime, kuriame dalyvavo prostatos véziu
sergantys Afrikos vyrai, nustatytos didesnés prostatos vézio sPD-1 ir SPD-L1 koncentracijos, taciau j
tyrimg buvo jtraukti metastazavusiu kastracijai atspariu prostatos véziu sergantys pacientai, 45 %
pacienty nustatytas Gleason kriterijus 8 ir daugiau. Taip pat agresyvesnés vézio formos siejamos su
didesne membranine PD-L1 raiska (Haffner et al., 2018). Be to, pastebéta, kad juodaodziai vyrai yra
dazniau linke susirgti prostatos véziu ir jis yra agresyvesnis (Lillard Jr et al., 2022). Abu $ie faktoriai gali
buti susije su didesnémis SPD-1 ir SPD-L1 koncentracijoms, kadangi didesnés S$iy molekuliy
koncentracijos kraujyje yra siejamos su prastesne ligos prognoze ir agresyvesniu naviku, o Siame darbe
dauguma tirty pacienty turéjo maziau agresyvia prostatos vézio forma su Gleason kriterijumi nuo 6 iki 7.

Nors bendroje imtyje nepastebétas vienareik§mis sPD-L1 pokytis po naviko paSalinimo,
désningesnis sPD-L1 pokytis buvo nustatytas prieSoperaciniuose aukstos ir Zzemos sPD-L1 koncentracijy

grupése, kurios taip pat iSsiskyré pagal iSgyvenamumo be ligos progresijos tikimybe. Didesnés
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koncentracijos grupéje po operacijos sPD-L1 koncentracijos sumaZzéjo iki artimesnés visy pacienty
grupés sPD-L1 medianos. Kita vertus, mazos koncentracijos sPD-L1 grupéje prieSoperacinés
koncentracijos nezenkliai padidéjo. Toks koncentracijy pokytis tarp grupiy galéjo atsirasti dél skirtingy
dominuojanciy sPD-L1 Saltiniy. Aukstos koncentracijos grupéje prieSoperacinés koncentracijos galéjo
buti padidéjusios dél navikiniy lgsteliy iSskiriamy SPD-L1. Todél pasalinus navikg, buvo pasalintas ir
SPD-LI1 saltinis. Tac¢iau mazi sPD-L1 kiekiais kraujyje gali biiti siejami su imuniniy lasteliy vykdoma
sPD-L1 sekrecija.

Skirtumai, esantys tarp skirtingy naviky sPD-1 ir SPD-L1 koncentracijy, gali rodyti kiekvienam
navikui unikalius imunologinius profilius, kurie gali skatinti arba slopinti naviko progresavimg ir atsakg
] tam tikrg terapijg. Kaip ir pric membraniniy PD-1/PD-L1 asies komponenty, prie stebimy sPD-1 ir
sPD-L1 koncentracijy gali prisidéti tie patys veiksniai, kadangi tirpiy formy susidarymas yra glaudziai
susijes su jy membraninémis formomis. Tai gali apimti genetinius pakitimus, epigenetines modifikacijas
ir uzdegiminiy citokiny buvimg naviko mikroaplinkoje (Cha et al., 2019). Pavyzdziui, onkogeniniai
signalizacijos keliai gali moduliuoti membraniniy PD-L1 ekspresija transkripcijos ir
post-transkripciniuose procesuose, dar labiau sustiprindami imuninés sistemos slopinimg ir imuninés
sistemos tolerancijg navikui (Cha et al., 2019). Kraujyje laisvai cirkuliuojan¢iy sPD-1 ir SPD-L1 jtaka
pastebéta ir gerai apibudinta anti-PD-1/PD-L1 terapijos efektyvumui jvairiuose vézio tipuose, taciau
imunoblokatoriy terapija nepasizymi dideliu efektyvumu prostatos vézio atveju (Khan et al., 2020),
i8skyrus atvejus, kada prostatos navikas pasizymi dideliu mutacijy kiekiu (Kgatle et al., 2021; Khan et
al., 2020). Pastebéta, kad ir kity véZio tipo atveju, DNR nesutapimy taisymo sistemos (angl. mismatch
repair, MMR) ir mikrosatelity nestabilumas yra susije su atsaku j anti-PD-1/PD-L1 terapija. Dél
netinkamo MMR sistemos veikimo atsiranda didelis mutacijy kiekis ir padidéja su mutacijomis susijusiy
neoantigeny kiekis, kuriuos atpazjsta imuninés Igstelés (Mucileanu et al., 2021). sPD-1 taip pat siejamas
su suaktyvéjusiais uzdegiminiais procesais (Zhou et al., 2019) bei bendra imuninés sistemos aktyvacija
(Khan et al., 2020). Kraujyje esan¢iy sPD-1 koncentracijos gali biiti susijusios su naviko mutacijy kiekiu,
taciau reikalingi tolimesni sPD-1, SPD-L1 ir naviko genetinio nestabilumo rysio tyrimai, kurie tai galéty
patvirtinti arba paneigti.

Tarp prieSoperaciniy, pooperaciniy ir kontrolinés grupés sPD-1 ir SPD-L1 koncentracijy kraujo
plazmoje nebuvo pastebéta jokiy koreliacijy. Kitas tyrimas atliktas su trigubai neigiamu krities véziu
nustaté stiprig koreliacijg tarp sPD-1 ir sSPD-L1 (Li et al., 2019), taciau kasos vézio pacienty sPD-1 ir
sPD-L1 baltymy koncentracijos rodé nedidele koreliacijg (Kruger et al., 2017). Tai gali reiksti, kad

skirtingi biologiniai veiksniali, turintys jtakos jy gamybai ar iSsiskyrimui, gali priklausyti nuo konkretaus
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vézio tipo ir kad Siy molekuliy raiSkg ar sekrecijg reguliuojantys keliai gali veikti nepriklausomai, be
abipusés kompensacijos. Taciau rySio nebuvimas tarp sPD-1 ir sSPD-L1 koncentracijy gali biti vertingas
kaip vézio diagnozés, prognozés ar gydymo atsako biozymeny atzvilgiu. Jy individualts lygiai gali
suteikti papildomos informacijos apie imuning biikle arba naviko mikroaplinka. Kadangi abi $ie baltymai
gali biiti lengvai nustatomi i$ kraujo plazmos, abiejy tirpiy faktoriy nustatymas gali veikti kaip 2 atskiri
biozymenys, paaiSkinantys ir papildantys vienas kita. Taip pat koreliacijos tarp sPD-1 ir sPD-L1
koncentracijy pasireiSkimas tik tam tikrais atvejais gali reiksti, kad egzistuoja mechanizmai, kurie
tiesiogiai arba netiesiogiai gali veikti Siy abiejy molekuliy koncentracijas. Pavyzdziui, tyrime su
metastazavusiu inksty véziu sPD-1 ir sSPD-L1 koncentracijos kraujyje koreliavo tik pacienty grupéje,
kuriems buvo skirtas gydymas bevacizumabu, bet ne sunitinibu (Montemagno et al., 2020). Tai gali turéti

jtakos Ir terapinéms strategijoms, nukreiptoms j PD-1 ir PD-L1 imuninés kontrolés tasky molekules.

4.2 sPD-L1 ir sPD-1 kaip predikcinés molekulés

Prostatos vézio pacientai, suskirstyti pagal auksta (>7,66 pg/mL) ir maza (>7,66 pg/mL) sPD-L1
koncentracija, parodé¢ reikSmingg iSgyvenamumo skirtumg tarp Siy grupiy. Pacientams, kuriy sPD-L1
koncentracija kraujo plazmoje yra didelé, iSgyvenamumas yra Zenkliai mazesnis, palyginti su tais, kuriy
kraujo plazmoje sPD-L1 koncentracija yra maza. Aukstas sPD-L1 lygis periferiniame kraujyje gali biiti
prastesnés prognozés rodiklis, padedantis identifikuoti pacientus, kuriems gresia didesné biocheminio
atkry¢io rizika. Sie rezultatai sutampa su dauguma kity tyrimy, atlikty su kitais véZio tipais, kuriuose
didesné¢ sPD-L1 koncentracija taip pat buvo susieta su prasta ligos prognoze. Didelés sPD-L1
koncentracijos galvos ir kaklo vézio pacientuose siejamos su mazesniu iSgyvenamumu be ligos
progresavimo (Molga-Magusiak et al., 2023). Inksty, stemplés, kasos, plauc¢iy, kepeny véziuose taip pat
pastebétas mazesnis iSgyvenamumas arba didesné ligos atsinaujinimo tikimybé didelés sPD-L1
koncentracijos grupéje (Davidsson et al., 2022; Fu et al., 2021; Huang et al., 2021; Mucileanu et al.,
2021).

Siame darbe nustatytas sPD-L1 rézis pasizyméjo nedideliu 56 % jautrumu, tadiau §is rézis yra
nustatytas ne agresyvaus prostatos vézio kontekste, todél tikétina, kad pacienty klasifikavimas j prastos
ir geros ligos prognozes grupes, kai imtyje yra ir agresyviy formy navikai, pasizymi didesniu jautrumu.
Be to, gautas reikSmingas iSgyvenamumo skirtumas tarp maziau agresyvaus prostatos vézio pacienty,
kurie stratifikuoti pagal didele ir maza SPD-L1 koncentracija, iSryskina kliniking sPD-L1, kaip
prognostinio biozymens, svarbg ir galimg naudg prostatos vézio kontekste. Prostatos vézio atveju
membraniné PD-L1 raiSka taip pat susieta su didesne biocheminio atkrycio tikimybe ir prastesniu
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iSgyvenamumu (Gevensleben et al., 2016). Todél tikétina, kad membraniné PD-L1 raiska ir sPD-L1 gali
rodyti panasius prognostinius rezultatus ir biiti alternatyvis biozymenys.

Nustatytas rysys tarp auksto sPD-L1 lygio ir prastesnio iSgyvenamumo be ligos progresijos gali
padéti kurti ir optimizuoti gydymo strategijas, nukreiptas | PD-1/PD-L1 a$j. Pavyzdziui, pacientams,
kuriy sPD-L1 koncentracija didelé, gali buti naudingos intervencijos, skirtos PD-1/PD-L1 saveikai
moduliuoti, pvz., imuninés kontrolés tasko inhibitoriai, monoterapija arba siy terapijy skyrimas kartu su
kitais gydymo budais. Tyrimal, siekiantys i$siaiSkinti sPD-1/sPD-L1 ry$j su imunoterapijos efektyvumu,
rodo, kad didesni sPD-L1 kiekiai siejami su blogesniu imunoterapiniu atsaku (Scirocchi et al., 2022).
Imuniniy kontrolés tasSky inhibitoriy monoterapija pasizymi minimaliu prie§véziniu aktyvumu prostatos
véziu sergantiems pacientams dél jvairiy Siam naviko tipui budingy veiksniy, jskaitant imunologiSkai
neaktyvig naviko mikroaplinka su prastai diferencijuotomis ir mazai navika infiltruojaniomis T
lastelémis (Kgatle et al., 2021), tac¢iau SPD-L1 koncentracijos periferiniame kraujyje gali biti kaip
potencialus stratifikacijos faktorius ir gali palengvinti sprendimus, dél kuriy baty skiriami labiau
individualizuoti gydymo metodai ir pasiekti geresni rezultatai su imunoblokatoriy gydymo Strategijomis.
Pastebéta, kad sSPD-1 lygiai gali atspindéti atspindi imuninio atsako stipruma, kuriam budinga T lasteliy
proliferacija ir aktyvacija (Li et al., 2016). Todél toks sPD-1 koncentracijos pokytis gali biiti rySkesnis
esant tam tikriems véZio tipams, turintiems didele mutacijy naSta arba stiprig uzdegimine aplinka. Ir
atvirks$ciai, vézio tipy atveju, kai sPD-1 lygis yra mazesnis gali vyrauti maziau aktyvi imuniné aplinka.

Atlikus Cox regresijos analizg, gauti rezultatai parodé, kad sPD-L1 ir SPD-1 néra nepriklausomi
bioZymenys jvertinti i§gyvenamumg be ligos progresavimo. PSA koncentracijos, Gleason klasés ir
patologiné stadija tiek univariacinégje, tieck multivariacingje analizéje buvo statistiSkai reikSmingi ligos
kriterijai. sSPD-L1 koncentracijos buvo reik§Smingos tik univariacingje analizéje, bet prarado savo
reik§minguma multivariacinéje analizéje, kai buvo atsizvelgta j kity kintamyjy jtaka. Tai rodo, kad nors
SPD-L1 gali turéti tam tikra prognozavimo galia, jO prognostiné reik§mé yra susijusi su Kitais prostatos
vézio prognozei naudojamai kriterijais. Kituose véZzio tipuose sPD-L1 savarankiSka prognostine reikSmé
varijuoja. Pavyzdziui, kasos véZzio pacientams sPD-L1 koncentracijos nebuvo reik$§mingas rizikos
veiksnys univariacingje ir multivariacingje analizéje (Kruger et al., 2017). Kita vertus skrandzio vézio
pacientams sPD-L1 buvo nepriklausomas rizikos vertinimo faktorius ir mulivariacinéje analizéje
(Shigemori et al., 2019). Taciau Siame darbe taikyta Cox regresija parodé, kad sPD-L1 kaip predikcinis
bioZymuo prostatos vézio pacienty iSgyvenamumui be ligos progresijos jvertinti yra susijes su kitais

klinikoje placiai naudojamai kriterijais: Gleasono klasémis, patologine stadija ir PSA koncentracijomis.
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Todél sPD-L1 prostatos vézio kontekste nesuteikia papildomos informacijos apie ligos atsinaujinimo
tikimybe, bet atkartoja kity klinikiniy zymeny rezultatus. Didesnés sPD-L1 koncentracijos nustatytos
pacientams, kurie buvo priskirti 3 Gleason klasei, taciau nepastebéta SPD-L1 koreliacijos su PSA
koncentracijomis, PSA koncentracijy skirtumy tarp didesnés ir mazesnés sPD-L1 koncentracijos grupiy,
ar koreliacijos ir koncentracijos skirtumy tarp patologiniy stadijy (2 priedas, 2 ir 3 pav.). Todél tikétina,
kad sPD-L1 yra tiesiogiai susijes su Gleason kriterijumi. SPD-L1 ir Gleason rySys pastebétas ir kitame
tyrime su prostatos véziu (Katongole et al., 2022). Jeigu sPD-L1 koncentracijos yra tiesiogiai susijusios
su naviko diferenciacija, sPD-L1 koncentracijos vis tiek iSlaiko savo kaip bioZzymens verte. sPD-L1
galéty bati lengviau nustatomas biozymuo nei Gleason Kriterijus, kadangi sPD-L1 koncentracijos
jvertinimui uztenka kraujo méginio ir néra reikalinga biopsija, 0 SPD-L1 matavimas kraujyje galéty bti
suderintas su klinikinéje praktikoje naudojamu PSA koncentracijy nustatymu.

Kita vertus, pacientai priskirti mazos arba didelés koncentracijos sPD-1 grupei nebuvo
reik§mingai susieti su rizika né vienoje analizéje. Sie rezultatai rodo, kad jo prognostiné galia ligos
atsinaujinimo rizikai vertinti néra patikima maziau agresyvaus prostatos vézio kontekste. Nors sPD-1
neparodé jokios prognostinés vertés, rezultatai rodo, kad Sio baltymo koncentracijos vis tiek yra
padidéjusios prostatos vézio atveju (pries ir net po operacijos) lyginant su kontrole. Taip pat nustatytas
reik§mingas sPD-1 koncentracijy skirtumas tarp pT2 ir pT3 prostatos vézio stadijy. Kity vézio tipy
pacientams sPD-1 koncentracijos gali rodyti atsakg ] imunoterapija ir parodyta, kad sPD-1 yra
imunologiSkai aktyvus (Khan et al., 2020). D¢l Sios priezasties sPD-1 vis délto gali turéti tam tikrg
diagnosting ar prognosting paskirtj prostatos vézio prognozéje, tatiau mazai tikétina, kad sPD-1 gali

apibidinti i§gyvenamumo be ligos progresavimo tikimybe.

4.3 sPD-L1 ir sPD-1 sgsajos su imuniniy Igsteliy populiacijomis

Tarp tirty imuniniy lasteliy populiacijy stipriy koreliacijy su kraujyje cirkuliuojancias sPD-1 ar
sPD-L1 baltymas nebuvo pastebéta, tac¢iau nustatytos silpnos sPD-1 ir granuliocitiniy, monocitiniy
MDSC lasteliy koreliacijos. Lasteliy populiacijos, kurios pasizyméjo nedidelémis koreliacijomis su
SPD-1 taip pat buvo reikSmingai padidéjusios didesnés sPD-1 koncentracijos prostatos vézio pacienty
grup¢je. MDSC lastelés gali vykdyti membraning PD-L1 raiska ir raiSka gali buti padidinta, kad biity
atlickamos imunosupresinés funkcijos (Wang and Sun, 2022). Tokiu atveju imunosupresinis MDSC
1gsteliy efektas galéty biiti kompensuojamas SPD-1 baltymo veikla. M-MDSC lasteliy kiekiai taip pat yra
padidéje prostatos vézio atveju (ldorn et al., 2014). Saveika tarp M-MDSC ir sSPD-1 gali bati viena i$
padidéjusios sPD-1 koncentracijos prostatos véziu serganciuose pacientuose priezas¢iy. NK lastelés taip
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pat gali biti vienas i§ sPD-1 baltymy $altiniy (Mariotti et al., 2023). Siame darbe tirty prostatos véZio
pacienty kraujyje sPD-1 silpnai koreliavo su NK Iastelémis ir pastebéti didesni NK lasteliy kiekiai
pacienty grupéje, kuri pasizyméjo ir didesniu sPD-1 kiekiu. Sis rezultatas rodo, kad prostatos véZio atveju
dalis sPD-1 cirkuliuojancio kraujyje gali buti kiles i§ NK lasteliy. Nors Sio darbo metu nepavyko rasti
SPD-1 jtakos iSgyvenamumui be ligos progresijos, didéjan¢ios SPD-1 koncentracijos pacienty kraujyje
po imunoterapijos skyrimo siejamos su geresniu iSgyvenamumu (Khan et al., 2020). NK Iastelés
pasizymi prie$navikine veikla, o MDSC lasteliy imunosupresiniy funkcijy trikdymas turéty sukelti
nepalankig naviko vystymuisi aplinka, todél tikétina, kad padidéjusios sPD-1 koncentracijos vézio
pacienty kraujyje ir jy efektas iSgyvenamumui yra susij¢ ir su Siomis lgsteliy populiacijomis.

Bendroje prostatos vézio pacienty imtyje koreliacijy tarp sPD-L1 koncentracijy kraujyje ir
imuniniy lasteliy populiacijy bei kiekiy lasteliy skirtumy tarp aukstos ir zemos sPD-L1 koncentracijy
grupiy nebuvo pastebéta nei prie§ operacija, nei po operacijos. Tai sutampa su anksciau pastebéta sPD-L1
dinamika prie§ ir po operacijos, kuri rodo, kad padidéje sPD-L1 koncentracijy kiekiai prostatos vézio
pacienty kraujyje yra sukelti naviko. Kita vertus biocheminj atkrytj patyr¢ pacientai pasizyméjo stipria
koreliacija tarp sPD-L1 koncentracijy ir Treg (CD4+CD25+FoxP3+) lasteliy bei M-MDSC lasteliy
procentiniu kiekiu. Tiek Treg, tiek M-MDSC lastelés veikla yra siejama su palankios navikui
mikroaplinkos sukarimu ir imuninio atsako sutrikdymu (Bhatia and Kumar, 2014), o padidéjusios Treg
lasteliy koncentracijos susietos su kastracijai atspariu prostatos véziu (Seputra et al., 2021). Siame darbe
taip pat nustatytas SPD-L1 rySys su prostatos vézio agresyvumo rodikliu — Gleason kriterijumi. Sie
rezultatai rodo, kad padidéjes sPD-L1 Kiekis gali buti glaudziai susijes su Siy reguliaciniy T lgsteliy
naviko aplinkoje buvimu. Taciau ne visi biochemin;j atkrytj patyre pacientai pasizyméjo dideliu sPD-L1
ir CD4+CD25+FoxP3+ lasteliy kiekiu, todél prostatos navikai gali turéti keleta vystymosi ir
progresavimo budy. Didelés sPD-L1 koncentracijos, kartu su reguliacinémis T lgstelémis pacienty
kraujyje gali rodyti tam tikra naviko patogenezéS mechanizma. M-MDSC lastelés taip pat pasizymi
koreliacija su sPD-L1 biocheminio atkryCio grupéje, taiau prieSingai nei Treg lasteliy atveju, Si
koreliacija yra neigiama. Tiek sPD-L1, tiek M-MDSC gali bati siejami su imunosupresiniais reiskiniais,
todél yra tikimybé, kad navikui palanki aplinka gali buti formuojama dviem budais: pasitelkiant
veiksnius, kuriuose dalyvauja M-MDSC populiacija arba CD4+CD25+FoxP3+ T lasteliy populiacija
kartu su sPD-L1 baltymais. MDSC ir Treg lastelés pasizymi glaudziu tarpusavio rysiu, kuris yra
reguliuojamas tirpiy mediatoriy ir Igsteliy pavirSiaus receptoriy tarpusavio sgveika (Haist et al., 2021).
Jdomu tai, kad biocheminio atkry¢io grupéje M-MDSC procentiné dalis stipriai neigiamai koreliavo su
CD4+CD25+FoxP3+ lastelémis. Sis rezultatas rodo, kad Treg ir MDSC lastelés gali veikti suderintai,
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palaikydami pusiausvyrg tarp atitinkamy populiacijy ir galimai skatinti ligos atsinaujinimg, SPD-L1
koncentracijos periferiniame kraujyje gali buti biozymuo, Kuris rodos vykstan¢ius imunosupresinius
mechanizmus, ta¢iau visos koreliacijos tarp imuniniy lgsteliy ir SPD-L1 koncentracijy aptiktos prie$
operacija, po operacijos zenkliai sumaZ&jo ir tapo statistiSkai nereik§mingos. Sie rezultatai atitinka
ankscCiau gautus rezultatus su pooperaciniu sPD-L1, kuris nebuvo patikimas kriterijus i$gyvenamumui
be ligos progresijos jvertinti ir, kad tik prie§ operacijg nustatytos sSPD-L1 koncentracijos yra patikimas
prognostinis Kriterijus.

4.4 Imuniniy profiliy skirtumai tarp sPD-(L)1 grupiu

Tarp prostatos vezio pacienty sPD-L1 grupiy pastebéti tam tikri pokyciais tarp imuniniy lgsteliy
sgveiky skirtingose populiacijose. PrieSoperacingje aukStos sPD-L1 koncentracijos grupéje vyravo
sgsajos tarp efektoriniy ir imunosupresiniy lasteliy bei vien imunosupresiniy lasteliy tarpe. G-MDSC
lastelés turéjo sgsajy su CD4+ lastelémis ir, su T reguliaciniy lasteliy populiacija. MDSC lastelés yra
glaudziai susijusios su Treg lgsteliy populiacija ir atlicka svarby vaidmenj slopinant veiksmingg
prie§vezin] imuninj atsaka, poliarizuojant ir pritraukiant kitas imunosupresines lasteliy populiacijas ir
taip reguliuojant imunosupresing naviko aplinkag. MDSC lgstelés skatina CD4+ lasteliy indukcija  Treg
lasteles ir kitus subtipus, i$skiria slopinan¢ius imunomoduliatorius, trikdo aktyviy T lasteliy veiklg (Haist
etal., 2021). MDSC Igsteliy reikSmé pastebima ir prostatos vézio atveju. MDSC Igstelés (granuliocitinés
ir monocitinés) siejamos su PSA kiekiais, vézio stadijomis ir prastesniu iSgyvenamumu (Koinis et al.,
2021) bei imunoblokatoriy terapijos efektyvumu kituose vézio tipuose (Haist et al., 2021). Todél sPD-L1
ir MDSC rySys gali biiti svarbus apibiidinant vyraujanc¢ia imuning aplinka, véZio agresyvumg ir padeéti
taikant individualizuotg gydyma.

Anksciau nustatytas rySys tarp sPD-1 ir MDSC lasteliy pasireiské tik <7,66 pg/mL sPD-L1
pacienty grupéje, kurioje pacientai tur¢jo didesn¢ iSgyvenamumo tikimybg be ligos prognozeés.
Ankstesniuose tyrimuose pastebéta, kad MDSC Iastelés gali paveikti T lgsteliy adhezijos ligandg per
proteolitinj skaidymag ir taip reguliuoti jy aktyvuma (Lindau et al., 2013). Tos pacios proteazés vaidmuo
apibudintas ir sPD-L1 susidaryme (Orme et al., 2020). Tikétina, kad sPD-1, kaip ir sPD-L1, gali
susidaryti 2 biidais: alternatyvaus splaisingo, kuris yra gerai apibudintas (Keir et al., 2008) ir proteolitinio
skaidymo keliu. MDSC lastelés vézio kontekste dazniausiai apibiidinamos kaip imunosupresing aplinkg
kuriancios lastelés, taciau MDSC vaidmuo pastebétas ir uzdegiminiy procesy skatinime (Sanchez-Pino
et al., 2021). Rysys tarp sPD-1 ir MDSC lasteliy tik geros prognozés prostatos vézio pacienty grupéje
rodo, kad Sios lastelés gali dalyvauti membraninio PD-1 proteolitiniame skaidyme. Dél kurio
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imunosupresiniai  signalai perteikiami per PD-1/PD-L1 a$j paranda efektyvumg ir aktyvinami
priesnavikinial procesai.

Taip pat tik didelés sPD-L1 koncentracijos pacienty grupé pasizyméjo vidutinio stiprumo
koreliacija tarp CD8+CD69+ aktyvuoty T Iasteliy ir M-MDSC lgsteliy ir NK Igsteliy Koreliacija su
CD4+CD25+FoxP3+ T limfocitais. Tyrimai su $iomis lgsteliy populiacijomis rodo, kad i$ periferinio
kraujo isskirti CD4+CD25+Foxp3+ limfocitai gali slopinti NK Iasteliy citotoksiskuma (Geng et al.,
2019) ir galéty buti siejami su prastesne prognoze. Po operacijos pacienty grupése padalintose pagal
prieSoperacing sSPD-L1 koncentracija, taip pat i$laikytos teigiamos koreliacijos tarp imunosupresiniy (M-
MDSC) ir prie prieSnaviking veiklg priskiriamy imuniniy lasteliy (NK Igsteliy, CD4+, CD8+,
CD8+CD69+ T lasteliy). Visi Sie rezultatai rodo, kad didelés prieSoperacinés koncentracijos sPD-L1
pacienty grupéje vyrauja imunosupresiné aplinka, kuri bendrai galéty bati siejama su sPD-L1
koncentracija kaip neigiamos prognozés indikatoriumi.

Tarp prostatos vézio pacienty sPD-1 grupiy (<29,44 pg/mL ir >29 pg/mL) rySkiy ir désningy
sasajy tarp kraujo plazmos sPD-1 koncentracijy ir imuniniy lasteliy populiacijy rasta Zenkliai maziau.
Teigiama koreliacija tarp M-MDSC ir M-MDSC procenty prie$ ir po operacijos pastebéta tik didesnés
sPD-1 koncentracijos grupéje. Taip pat pastebétas désningas skirtumas tarp sPD-1 pacienty grupiy CD8+
limfocity koreliacijy. >29,44 pg/mL sPD-1 grupéje CD8+ Igstelés rodo atvirkstinj ry§j su M-MDSC, o
SPD-1 <29,44 pg/mL grupéje tiesioginis rySys tarp CD8+ ir G-MDSC. MDSC yra susijusios su
imunosupresinémis funkcijomis ir pastebéta, kad Sios lgstelés geba mazinti CD8+ T lasteliy kiekj ir
didinti Treg kiekj, per PD-L1 ligandus (Sanchez-Pino et al., 2021). Kita vertus, CD8+ T lastelés yra
imuniniy Igsteliy tipas atsakingas uz véziniy lasteliy atpazinima ir naikinimg (Bhatia and Kumar, 2014).
Nustatyta neigiama koreliacija tarp M-MDSC ir CD8+ T lasteliy rodo, kad didéjant imunosupresiniy
M-MDSC populiacijai, CD8+ T lasteliy populiacija galéjo mazéti. Dél to gali susilpnéti imuninis atsakas
] vézines lasteles. Taip pat G-MDSC lasteliy populiacijos teigiamai koreliavo su CD8+ Igsteliy
populiacija. Jos taip pat atlieka imunosupresines funkcijas, nors ir skirtingais mechanizmais, palyginti su
M-MDSC (Diaz-Montero et al., 2014). Skirtingy tipy MDSC Igstelés gali prisidéti prie CD8+ lasteliy
funkcijy slopinimo. Priklausomai nuo veikian¢iy mechanizmy, periferiniame kraujyje gali padidéti
sPD-1 koncentracijos, kurios galéty parodyti pagrindinj imunosupresijos mechanizma.

Priesoperacingje ir pooperacingje didelés SPD-1 koncentracijos grupéje pastebétos vidutinio
stiprumo koreliacijos tarp NK Iasteliy, Treg lasteliy bei pooperacinéje aukstos koncentracijos grupé€je
atsirado daugiau koreliacijy tarp prieSnavikine veikla vykdanciy lgsteliy (NK Igstelés turéjo sasajg su
CD8+ populiacija, CD8+ su CD4+) bei atsirado rysys tarp $iy lasteliy ir CD4+CD25+FoxP3+. Sis
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rezultatas gali reiksti, kad tarp Siy Igsteliy populiacijy vyksta grjztamasis rySys, kuris palaiko homeostaze
tarp populiacijy. Kita vertus, mazi NK lasteliy ir dideli Treg lasteliy populiacijy Kiekiai siejama su vézio
atsiradimu ir progresavimu (Pedroza-Pacheco et al., 2013).

4.5 Apibendrinimas

Apibendrinant galima teigti, kad yra jtikinamy sgsajy tarp sPD-L1 kiekio prostatos vézio pacienty
periferiniame kraujyje ir nepalankiy prostatos vézio prognostiniy rodikliy. Padidéjes sPD-L1 Kiekis turi
reikSmingas sgsajas su aukstesne Gleason klase ir prastesniu iSgyvenamumu be ligos progresavimo, o tai
rodo, kad jis gali buti panaudotas kaip potencialus prognostinis biozymuo prostatos vézio kontekste. Be
to, padidéjes sPD-L1 kiekis gali buti siejamas su imunosupresine naviko aplinka, kuriai budinga
padidéjusi reguliaciniy T lasteliy, bet ne MDSC lasteliy populiacija. Sios lastelés kartu su kitais
veiksniais sukuria imunosupresinj tinkla, kuris slopina prie$navikinj imuninj atsakg ir skatina naviko
progresavimg. Sie rezultatai leidZia teigti, kad sSPD-L1 yra svarbus imunosupresinés aplinkos navikuose
rodiklis. | kliniking praktika jtraukus sPD-L1 vertinima, buty galima pagerinti pacienty stratifikacija.
Pavyzdziui, stebint sPD-L1 kiekj buty galima nustatyti pacientus, kuriems tam tikri gydymo metodai
efektyvesni, 0 SPD-L1 rySys su imunosupresiniais veiksniais, gali suteikti vertingy jzvalgy kuriant naujas
imunoterapines strategijas. Taciau reikalingi tolimesni tyrimai apibudinantys efektyvesnes kertines
vertes pacienty stratifikacijai ir iSsamesni tyrimai, kurie praplésty supratimg apie SPD-L1 baltymy ir Treg
bei MDSC lasteliy rys;.

Kita vertus sPD-1 koncentracija tiesiogiai néra susijusi su iSgyvenamumu be ligos progresijos,
taciau SPD-1 koncentracijos padidéja esant prostatos véziui ir aukStesnése prostatos vézio patologinése
stadijose, taip pat Siy molekuliy kiekiai yra susije su padidéjusiu NK ir MDSC kiekiu. Vienos sPD-1
koncentracijos néra pakankamos klinikinéms pasekméms prognozuoti, taciau jos galéty biti platesnio
imuniniy Zymeny rinkinio, skirto i§samiam pacienty profiliavimui, dalis. PavyzdZiui, Siame darbe taip
pat pastebétas rysys tarp igyvenamumo be ligos progresijos ir PD-1/PD-L1 santykio. Sie rezultatai
neleidzia tiksliai apibrézti sPD-1 cirkuliuojancio prostatos vézio pacienty kraujyje reikSmes, taciau
SPD-1 baltymai greiciausiai vaidina tam tikrg vaidmenj vézio progresavime arba imuniniame

reguliavime.
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5. ISVADOS

1. PrieSoperacinés SPD-L1 ir sPD-1 baltymy koncentracijos kraujo plazmoje yra reikSmingai
padidéjusios prostatos véziu sergantiems pacientams lyginant su kontroline grupe. Pooperacinés sPD-1

ir SPD-L1 koncentracijos iSlieka reiskmingai padidéjusios pacienty grupéje lyginant su kontroline grupe.

2A. Didesnés prieSoperacinés sPD-L1 koncentracijos prostatos véziu sergan¢iy pacienty kraujyje
siejamos su mazesne i§gyvenamumo tikimybe be ligos progresavimo ir didesne ligos atsinaujinimo rizika
bei aukstesne klase pagal Gleason klasifikacija.

2B. sPD-1 koncentracijos prostatos vézio pacienty kraujyje neturi prognostinés reikSmeés ligos progresijai
jvertinti, ta¢iau pT3 patologine stadija pasizymi reik§Smingai padidéjusiomis prieSoperacinés SPD-1

koncentracijomis lyginant su pT2 stadija.

3. Prostatos vézio pacienty prieSoperacinés sPD-1 koncentracijos kraujyje siejamos su cirkuliuojanéiu

NK Iasteliy kiekiu, kaip su galimu sPD-1 saltiniu prostatos vézyje.

4. Biocheminj atkrytj patyrusiy prostatos vézio pacienty sPD-L1 koncentracijos kraujyje siejamos su
imunines reakcijas slopinanciy lasteliy CD4+CD25+FoxP3+ Treg ir/ar M-MDSC saveika. Palankios
prognozés prostatos vézio pacienty grupéje sPD-L1 koncentracijos néra susijusios su M-MDSC ir

CD4+CD25+FoxP3+ T lasteliy populiacijomis.
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CIRKULIUOJANCIU PROSTATOS VEZIO IMUNINIU VEIKSNIU PROGNOSTINIS
VAIDMUO

SANTRAUKA

Prostatos vézys yra vienas i$ labiausiai paplitusiy piktybiniy naviky visame pasaulyje. SPD-1 ir
SPD-L1 molekuliy reik§mé prostatos vézio atveju yra mazai apibiidinta, taciau Sios molekulés gali
suteikti naujy jzvalgy apie prostatos vézio progresavimg ir prognoze.

Sio darbo tikslas — jvertinti cirkuliuojan¢iy sPD-1, SPD-L1 ir imuniniy parametry prognosting
reik§me prostatos véziu sergantiems pacientams. Darbo uzdaviniai: nustatyti sSPD-1 ir SPD-L1 baltymy
koncentracijy pokycius prostatos véziu serganciy asmeny kraujo plazmoje prie§ operacija ir po
operacijos, jvertinti sSPD-L1 ir sSPD-1 molekuliy prognosting reik§me ligos atsinaujinimui ir naviko
agresyvumui, nustatyti ry$j tarp sPD-1 ir imuniniy parametry ir iSanalizuoti sPD-L1 ir imuniniy
parametry ryS$ius tarp palankios ir nepalankios prognozés pacienty.

sPD-1 ir sPD-L1 koncentracijos nustatytos ELISA metodu, o pacienty imunologiniams
profiliams jvertinti imuninéms buvo pasitelkta tékmés citometrija. Gautos sPD-1 ir sPD-L1

Nustatytos sPD-L1 ir sPD-1 koncentracijos prostatos véziu serganciy pacienty Kraujyje buvo
didesnés, palyginti su sveikos kontrolinés grupés sPD-1 ir sPD-L1 koncentracijomis. Didelé sPD-L1
koncentracija kraujo plazmoje buvo susijusi su blogesniu iSgyvenamumu be ligos progresavimo ir
aukstesniais Gleasono jverciais. Taip pat SPD-L1 koncentracijos pasizyméjo stipria koreliacija su Treg
ir MDSC lastelémis biocheminio atkrycio grupéje. Be to, nors sSPD-1 nebuvo susijes su iSgyvenamumu
be ligos progresavimo, sPD-1 rysys su patologine pacienty stadija ir NK lasteliy skai¢iumi rodo galimas
sasajas SU imunosupresiniais mechanizmais naviko mikroaplinkoje. Sie rezultatai rodo, kad $ios
molekulés gali buti naudingos kaip diagnostiniai biozymenys ir kad SPD-L1 baltymai prostatos vézio

pacienty kraujyje gali buti ligos agresyvumo zymuo.
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PROGNOSTIC ROLE OF CIRCULATING IMMUNE FACTORS IN PROSTATE CANCER

SUMMARY

Prostate cancer is one of the most common malignancies worldwide. sPD-1 and sPD-L1
molecules are poorly characterised in prostate cancer, but these molecules may provide new insights into
disease progression and prognosis.

The main aim of this study was to evaluate the prognostic value of circulating sPD-1, sPD-L1
and immune parameters in prostate cancer patients. The goals of the study were to determine the changes
in sPD-1 and sPD-L1 protein levels in plasma of prostate cancer patients before and after surgery, to
evaluate the prognostic significance of sPD-L1 and sPD-L1 molecules on disease recurrence and tumour
aggressiveness, to determine the relationship between sPD-1 and immune parameters, and to analyze the
association between sPD-L1 and immune parameters in patients with favourable and unfavourable
prognosis.

sPD-1 and sPD-L1 levels were determined by ELISA method, and flow cytometry was used to
assess the patients' immunological profiles. The resulting sPD-1 and sPD-L1 concentrations were
integrated with the results of the cytometry analysis and the patients' clinical data.

The levels of sPD-L1 and sPD-1 detected in the blood of prostate cancer patients were higher
than those of healthy controls. High serum sPD-L1 concentrations were associated with poorer
progression-free survival and higher Gleason scores. Also, sPD-L1 levels showed a strong correlation
with Treg and MDSC cells in the biochemical recurrence group. Furthermore, although sPD-1 was not
associated with progression-free survival, the association of sPD-1 with patients' pathological stage and
NK cell count suggests a possible link with immunosuppressive mechanisms in the tumour
microenvironment. These results suggest that these molecules may be useful as diagnostic biomarkers
and that sPD-L1 proteins in the blood of prostate cancer patients may be a marker of disease

aggressiveness.
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PRIEDAI

1 Priedas. sPD-L1, sPD-1 koncentracijy ir prostatos véZio atsinaujinimo rysys.
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1 pav. Priesoperacinés SPD-1 koncentracijos kraujyje kaip klasifikatoriaus iSgyvenamumui be
ligos progresavimui patikimumas (A) ir prostatos vézio pacienty iSgyvenamumas be ligos
progresavimo pagal kraujyje nustatyty sPD-1 koncentracijy grupes (B). AUC — plotas po kreive.
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2 pav. Pooperacinés SPD-1 koncentracijos kraujyje kaip klasifikatoriaus i§gyvenamumui be
ligos progresavimui patikimumas (A) ir prostatos vézio pacienty iSgyvenamumas be ligos
progresavimo pagal kraujyje nustatyty sPD-1 koncentracijy grupes (B). AUC — plotas po kreive.
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3 pav. Pooperacinés SPD-L1 koncentracijos kraujyje kaip klasifikatoriaus iSgyvenamumui be

ligos progresavimui patikimumas (A) ir prostatos vézio pacienty iSgyvenamumas be ligos

progresavimo pagal kraujyje nustatyty sPD-1 koncentracijy grupes (B). AUC — plotas po kreive.
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2 priedas. sPD-(L)1 sasajos su prostatos vézio pacienty klinikiniais rodikliais.
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1 pav. Prostatos vézio pacienty prieSoperaciniy ir pooperaciniy SPD-(L)1 koncentracijy
pasiskirstymas pagal Gleason naviko klasifikacijg. (A) PrieSoperacinés sPD-1 koncentracijos. (B)
Pooperacinés sPD-1 koncentracijos. (C) Pooperacinés sPD-L1 koncentracijos.
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2 pav. Prostatos vézio pacienty prieSoperaciniy ir pooperaciniy sPD-(L)1 koncentracijy

pasiskirstymas pagal patologing stadija. (A) PrieSoperacinés sPD-L1 koncentracijos. (B) Pooperacinés

sPD-L1 koncentracijos. (C) Pooperacinés sPD-1 koncentracijos.
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3 pav. Prostatos vézio pacienty prieSoperaciniy prostatos specifinio antigeno (PSA) ir sPD-L1
koncentracijy pasiskirstymas. (A) PSA koncentracijy pasiskirtymas zemos (<7,66 pg/mL) sPD-L1
koncenracijos ir aukstos (>7,66 pg/mL) sPD-L1 koncentracijos pacienty grupése. (B) PSA ir sSPD-L1
tarpusavio koreliacija.
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3 Priedas. Prostatos vézio pacienty imuniniy parametry ir sPD-1, SPD-L1 rysys.

E

A E . ® B o030
5 81 R =0.02 0.25
= . p = 0860
+ B # 020 4
s 18 g
< , |® ® D015
el @ L ] [}
L =
+ % —_— = 0.10
2]
] o @ 0.05 -
[ 3
Y 0 o L]
S . . 0.00
o 0 50 100 0 50 100

sPD-L1, pg/mi sPD-L1, pgimi

1 pav. Biocheminio atkry€io nepatyrusiy prostatos vézio pacienty Treg (CD4+CD25+FoxP3+),
M-MDSC ir sPD-L1 Spirmano koreliacijos. Treg ir SPD-L1 koreliacija (A). M-MDSC ir sPD-L1
koreliacia (B).

1 lentelé. PrieSoperaciniy prostatos vézio pacienty imuniniy Igsteliy kiekiy palyginimas tarp didelés ir
mazos sPD-L1 koncentracijos pacienty grupiy. * — Mann-Whitney U Kriterijus.

sPD-L1 <7,66 pg/mL sPD-1 >7,66 pg/mL
Mediana (Q1-Q3) Mediana (Q1-Q3)

Parametras P reikSmé*

CD16+CD56+, last./mm? 232 (120-355) 225 (123-334) 0,78
CD4+, Iast./mm?® 544 (441-853) 529 (403-915) 0,93
CD4+CD25+FoxP3+, Iast./mm® 1,9 (1,1-3,9) 2,7 (1,4-4,6) 0,21
CD8+, last./mm? 540 (380-821) 446 (222-929) 0,58
CD8+CD69+, last./mm® 211 (141-346) 153 (70-393) 0,51
CD8+CD69+/Treg santykis 10 (6-18) 10 (6-19) 0,92

G-MDSC, %
M-MDSC, %

0,23 (0,15-0,40)
0,08 (0,06-0,11)

0,29 (0,15-0,39) 0,66
0,09 (0,05-0,16) 0,47
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2 lentelé. Pooperaciniy prostatos vézio pacienty imuniniy lgsteliy kiekiy palyginimas tarp didelés ir
mazos sPD-L1 koncentracijos pacienty grupiy. * — Mann-Whitney U kriterijus.

sPD-L1 <7,66 pg/mL

sPD-L1 >7,66 pg/mL

Parametras Mediana (Q1-Q3) Mediana (Q1-Q3) P reikSmé*

CD16+CD56+, last./mm? 365 (190-485) 243 (115-420) 0,1

CD4+, last./mm?® 555 (420-703) 603 (429-838) 0,59
CD4+CD25+FoxP3+, last./mm?® 2,4 (1,24-3,49) 2,6 (0,97-5,38) 0,76
CD8+, last./mm?® 664 (455-877) 442 (2556-922) 0,17
CD8+CD69+, last./mm?3 220 (156-289) 146 (60-309) 0,05
CD8+CD69+/Treg santykis 8 (4-14) 7 (3-18) 0,53
G-MDSC, % 0,33 (0,21-0,46) 0,34 (0,19-0,5) 0,95
M-MDSC, % 0,1 (0,08-0,13) 0,1 (0,08-0,13) 0,66

3 lentelé. Pooperaciniy prostatos vézio pacienty imuniniy Igsteliy kiekiy palyginimas tarp didelés ir
mazos sPD-1 koncentracijos pacienty grupiy. * — Mann-Whitney U Kriterijus.

sPD-1 <33,89 pg/mL

sPD-1 >33,89 pg/mL

Parametras Mediana (Q1-Q3) Mediana (Q1-Q3) P reikSmé*
CD16+CD56+, last./mm? 327 (138-419) 340 (188-485) 0,22
CD4+, 1ast./mm?® 529 (367—636) 565 (461-716) 0,25
CD4+CD25+FoxP3+, last./mm® 2,4 (1,2-3,4) 2,0(1,2-4,1) 0,83
CD8+, last./mm?® 566 (414-820) 679 (399-983) 0,68
CD8+CD69+, last./mm?3 192 (115-255) 223 (147-334) 0,21
CD8+CD69+/Treg santykis 7 (4-13) 10 (4-17) 0,13
G-MDSC, % 0,39 (0,21-0,48) 0,31 (0,2-0,53) 0,75
M-MDSC, % 0,1 (0,08-0,14) 0,11 (0,08-0,13) 0,76
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