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Velikost zunajcelicnih veziklov je povezana s celokupnim
preZivetjem bolnikov z adenokarcinomom trebusne
slinavke

The size of extracellular vesicles correlates to the overall survival of patients with
pancreatic adenocarcinoma
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lzvlecek

I1zhodisca: Duktalni adenokarcinom trebusne slinavke (PDAC) je ena najbolj smrtonosnih rakavih bolezni. V nasi raziskavi
smo Zeleli ovrednotiti povezavo zunajceli¢nih veziklov (ZV) iz krvne plazme s celokupnim preZivetjem bolnikov s PDAC, ki
so bili kirursko obravnavani.

Metode: V retrospektivno raziskavo smo vkljucili 32 preiskovancev s postavljeno diagnozo PDAC, ki so bili kirursko obrav-
navani na KO za abdominalno kirurgijo UKC Ljubljana. Za vsakega preiskovanca smo pridobili klinicne podatke, labora-
torijske izvide, histopatolosko analizo in vzorec krvne plazme. ZV smo osamili iz plazme preiskovancev in dolocili njihovo
koncentracijo in velikost.

Rezultati: Preiskovance smo glede na tip kirurSke obravnave razdelili na skupino z opravljeno resekcijo tumorja in skupino
z opravljeno eksploracijo brez resekcije. Pokazali smo, da so ZV v krvni plazmi bolnikov z eksploracijo znacilno vecji od ZV
bolnikov z resekcijo (p < 0,05). Z analize ROC smo dolocili mejne vrednosti velikosti ZV, ki so loCile preiskovance glede na
tip kirurSke obravnave. Pri mejni vrednosti 183,3 nm za povprecno velikost ZV je za napoved resekcije obcutljivost 0,591
in specifi¢nost 0,900 s povrsino pod krivuljo 0,77 (95 % Cl = 0,60-0.93, p = 0,016). Preiskovanci z vecjimi ZV so imeli slabse
celokupno prezivetje (p < 0,05), pri cemer je bilo preZivetje preiskovancev s povprecno velikostjo ali mediano velikosti ZV
vecje od mejne vrednosti za 13,8 mesecev slabse (p <0,05).
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IZVIRNI ZNANSTVENI CLANEK

Zakljucek: V sklopu raziskave smo pokazali povezavo med velikostjo ZV in celokupnim preZivetjem bolnikov s PDAC, ki so
bili kirursko obravnavani. S tem smo pokazali potencial ZV kot dodatnih bioloskih oznacevalcev za personalizirani pristop
k zdravljenju bolnikov s PDAC.

Abstract

Background: Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is one of the deadliest cancers. In our study, we wanted to eval-
uate the correlation between extracellular vesicles (EV) from blood plasma and the overall survival rate of patients with
PDAC who were treated surgically.

Methods: The retrospective study included 32 subjects diagnosed with PDAC and treated surgically at the Clinical
Department of Abdominal Surgery, UMC Ljubljana. For the study, we obtained clinical data, laboratory parameters, his-
topathologic evaluation, and blood plasma for each subject. EVs were isolated from blood plasma and characterized for
their concentration and size.

Results: According to the type of surgery, the subjects were divided into two groups, i.e., those with tumour resection
and those with exploration without resection. We showed that EVs in the blood plasma of subjects with exploration were
significantly larger than EVs of patients with resection (p <0.05). With the help of ROC analysis, we successfully determined
the EV size cut-off value, which separated subjects according to the type of surgical treatment. At a cut-off value of 183.3
nm for mean EV size, sensitivity and specificity for resection prediction are 0.591 and 0.900, respectively, with area under
the curve 0.77 (95% CI = 0.60-0.93, p = 0.016). Subjects with larger EVs had poorer overall survival (p < 0.05), whereas the
survival of subjects with the average size or median size of EVs greater than the cut-off value had 13.8 months shorter
overall survival (p <0.05).

Conclusion: As part of the research, we demonstrated a correlation between EV size and the overall survival of patients
with PDAC who were treated surgically. We thereby demonstrated the potential of EVs as additional biomarkers for a per-

sonalized approach to treating patients with PDAC.

1 Uvod

Duktalni adenokarcinom trebusne slinavke (angl.
Pancreatic Ductal Adenocarcinoma, PDAC), z globalno
ocenjenim celokupnim 5-letnim prezivetjem pod 10 %,
je ena najbolj smrtonosnih bolezni. Predstavlja najpogo-
stej$o vrsto raka trebusne slinavke, pri ¢emer so tumorji
umesceni v glavi (60-70 % tumorjev) ali v telesu in repu
(20-25 %) trebusne slinavke, lahko pa so difuzni (10-
20 %) (1). Glede na razdirjenost PDAC le-tega oprede-
limo kot lokalizirani tumor (resektabilen, mejno resek-
tabilen ali lokalno napredovani neresektabilen) ali kot
bolezen z oddaljenimi zasevki (2). Kirurska odstranitev
tumorja oz. resekcija predstavlja edino moznost ozdra-
vitve PDAC (5-letno prezivetje se dvigne do 20 %), pri
¢emer pri bolnikih z lokalno napredovalim tumorjem
ali boleznijo z oddaljenimi zasevki kirursko zdravljenje
ni ve¢ smiselno. Kot dopolnilo kirurskega zdravljenja
resektabilnega PDAC se uporabljata sistemska kemote-
rapija in radioterapija, pri mejno resektabilnih tumor-
jih pa vse pogosteje tudi neoadjuvantna kemoterapija
z namenom zmanj$ati PDAC (3). Moznosti zdravljenja
neresektabilne ali metastatske bolezni so omejene na sis-
temsko kemoterapijo. V Sloveniji se PDAC po pogosto-
sti uvrs¢a na 11. mesto med vsemi tipi raka s povprecno
letno incidenco 2,7 % in smrtnostjo 6,1 % glede na vse

tipe raka (4). Vzrok slabega prezivetja bolnikov s PDAC
je pozno odkritje bolezni in pomanjkanje uc¢inkovitega
zdravljenja. Stevilne raziskave se osredinjajo na iskanje
novih zgodnjih bioloskih oznacevalcev PDAC, vendar
trenutno $e brez uspeha (5). Do napredka je prislo tudi
pri optimizaciji kirurskega in (neo)adjuvantnega sistem-
skega zdravljenja (3,6), vendar se napoved izida v zad-
njih letih ni bistveno izboljsala. V danih razmerah tako
ni bioloskih oznacevalcev, ki bi omogo¢ili personalizira-
ni pristop k zdravljenju PDAC in s tem izboljsali prezi-
vetje in/ali kakovost Zivljenja bolnikov.

Anamneza in klini¢ni pregled pri bolnikih s PDAC
najveckrat nista povedni, saj so simptomi zelo nespeci-
fiéni. Krvne preiskave imajo prav tako omejeno klini¢no
vrednost. Karbohidratni antigen 19-9 (CA19-9) in kar-
cinoembrionalni antigen (CEA) sta najbolj razsirjena
tumorska oznacevalca za diagnozo in spremljanje bol-
nikov (napoved izida, spremljanje odgovora na zdravlje-
nje) z rakom trebusne slinavke (2,7). CA19-9 je v pri-
merjavi s CEA boljsi diagnosti¢ni oznacevalec, kljub
temu pa ima slabo specificnost (negativno napovedno
vrednost) in obcutljivost (pozitivnho napovedno vred-
nost) (2). Priblizno 30 % bolnikov s PDAC namre¢ ni-
ma povisanih vrednosti CA19-9, prav tako jih priblizno
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60 % nima povisanih vrednosti CEA (7). Najpogosteje
uporabljene slikovne metode za diagnosticiranje PDAC
so ultrazvo¢ni pregled trebuha, ra¢unalniska tomografi-
ja in magnetno resonancno slikanje (2). Histopatoloska
ocena je pomemben napovedni dejavnik. Diferenciacija
tumorja se dolo¢i na podlagi meril Svetovne zdravstve-
ne organizacije, ki upostevajo prisotnost tubularnih ali
solidnih struktur, mucina, jedrnih polimorfizmov in
Stevila mitoz (8). Poleg tega se pri diagnosticiranju uve-
ljavlja tudi tekoc¢inska biopsija, ki pa v klini¢ni praksi pri
obravnavi rakavih bolezni, vklju¢no s PDAC, Se ni uve-
ljavljen rutinski test (9).

Tekocinska biopsija je test, opravljen na vzorcih te-
lesnih tekocin, z namenom ugotoviti prisotnost rakavih
celic in molekul, ki jih rakave celice izlo¢ajo. Tumor na-
mre¢ z apoptozo, nekrozo ali z aktivnim izlo¢anjem v
telesne tekocine izloca cirkulirajoce tumorske celice, cir-
kulirajoco tumorsko DNA in RNA ter zunajceli¢ne ve-
zikle (ZV) (8). Pomembno je, da te komponente zrcalijo
genetiko/lastnosti celotnega tumorja, medtem ko kla-
si¢na biopsija zrcali stanje v natan¢no dolo¢enem casu
in na mestu tumorja (9). V primerjavi s tradicionalno
biopsijo je tekocinska biopsija sorazmerno neinvaziven
poseg, ki omogoca pogostost analiz pri dolgoro¢nem
spremljanju bolezni in zdravljenja (zgodnje diagnosti-
ciranje, dolocanje izida, merjenje tumorskega bremena
in minimalne rezidualne bolezni in odziva na zdravlje-
nje) (9). Vecinoma se za tekocinsko biopsijo uporablja
kri, vendar so primerni tudi slina, urin, ascites, plevralni
izliv in druge tekocine (10,11). Tekocinska biopsija je ze-
lo obetaven nacin za obravnavo PDAC (12). Raziskave
kazejo na velik potencial oznacevalcev za zgodnje odkri-
vanje PDAC, kot so nekodirajo¢e RNA (mikro RNA in
dolga nekodirajoca RNA), genetski oznacevalci (KRAS,
TP53, SMAD4, CDKN2A), cirkulirajo¢a tumorska DNA
in tudi ZV (13). ZV so na podro¢ju PDAC $e zelo neraz-
iskan, a bogat vir informacij (12).

ZV so sferi¢ni delci raznolikih velikosti (30-1000
nm), sestavljeni iz dvoslojne lipidne membrane, ki ob-
daja tekoco sredico z molekulami RNA, DNA, metabo-
liti in proteini (14). Iz celic se izlo¢ajo neprestano ali ob
aktivaciji (npr. ob vnetju, hipoksiji ali stresu) in se kopi-
¢ijo v vseh telesnih tekoc¢inah. Predstavljajo pomemben
del medceli¢ne komunikacije, saj preko vezave ZV in/ali
sprostitve tovora vplivajo na delovanje lokalnih ali odda-
ljenih tar¢nih celic (15), tudi pri razvoju rakavih bolezni
(16). ZV so prepoznali tudi kot nov vir bioloskih ozna-
¢evalcev bolezni. ZV namre¢ odslikavajo lastnosti star-
$evske celice, zato nam njihova analiza poda pomembno
informacijo o spremembah v telesu (17). Razli¢na pa-
toloska stanja, vklju¢no z rakavo boleznijo, vplivajo na

spremembo velikosti in/ali koncentracije ZV in na nji-
hovo molekulsko sestavo (8). V $tudijah so pokazali, da
vezikularna DNA (18), miRNA (19) in proteinski to-
vor (20) korelirajo s stadijem in prezivetjem bolnikov s
PDAG, prav tako pa so proucevali ZV kot tarco zdravlje-
nja (16). Predhodna raziskava je pokazala, da so ZV,
izolirani iz krvne plazme bolnikov s PDAC, v povprecju
vedji v primerjavi s tistimi pri zdravih posameznikih.
Visja koncentracija ZV v krvni plazmi je bila povezana z
razsojem bolezni in s slabsim prezivetjem (19). Velikost
ZV naj bi bila povezana tudi z diferenciacijo tumorja,
skupaj s koncentracijo ZV pa naj bi korelirala s prezivet-
jem bolnikov s PDAC (21). Visoka koncentracija ZV ali
po velikosti manjsi ZV v krvni plazmi kazejo na krajsi
¢as do ponovitve bolezni in/ali slabSe skupno prezivet-
je tudi pri raku debelega crevesa in danke (22). ZV bi
lahko sluzili kot bioloski oznacevalci za personalizirano
zdravljenje bolnikov s PDAC.

Namen nase $tudije je bil na neodvisni kohorti testi-
rati hipotezo, da sta koncentracija in velikost ZV, izolira-
nih iz krvne plazme, povezani s celokupnim prezivetjem
bolnikov s PDAC, ki so bili kirursko obravnavani. V po-
sebnem delu $tudije smo dodatno preverili, ali se znacil-
nosti ZV bolnikov z eksploracijo znacilno razlikujejo od
bolnikov z resekcijo.

2 Metode
2.1 Opis preiskovancev

V retrospektivno raziskavo smo vkljucili 32 preisko-
vancev s postavljeno diagnozo PDAC, ki so se od 8. 6.
2016 do 15. 12. 2017 kirursko obravnavali na Klini¢cnem
oddelku za abdominalno kirurgijo Univerzitetnega kli-
ni¢nega centra Ljubljana. Vkljucitveni merili sta bili bol-
niki s PDAC, pri katerih je indicirano kirursko zdravlje-
nje, in starost nad 18 let. Izkljuceni so bili bolniki, v
preteklosti zdravljeni zaradi katere koli oblike raka ali
zdravljeni z neoadjuvantno kemoterapijo, in tisti, ki ni-
so sposobni razumeti pomena raziskave. Glede na oceno
razsirjenosti bolezni med operacijo je bila pri bolnikih
opravljena kirurska resekcija (odstranitev tumorja) ali
eksploracija brez resekcije. Diagnoza PDAC je bila potr-
jena s histopatoloskim pregledom reseciranega tkiva ali
iz biopsije, vzete med eksploracijo. Vsi preiskovanci so
bili vkljuceni v analizo. Raziskavo je odobrila Komisija
za medicinsko etiko pri Ministrstvu za zdravje Republike
Slovenije ($t. 0120-155/2016-2), ki je sledila vsem zahte-
vanim zakonskim smernicam in predpisom. Vsi prosto-
voljci so bili seznanjeni z namenom in potekom raziska-
ve in so podali pisno soglasje za sodelovanje v raziskavi.
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Klini¢ne podatke smo zbrali iz popisa bolnikov v in-
formacijskem sistemu BIRPIS. Podatki so bili za vsake-
ga preiskovanca zbrani pred in ob operaciji, celokupno
prezivetje pa je bilo dolo¢eno glede na ¢as od operacije
do datuma smrti oz. do preverjanja Zivljenjskega statu-
sa (24. 6. 2021). Zbrani so bili naslednji podatki: spol,
starost (leta) ob operaciji, vrednost ASA (angl. The
American Society of Anesthesiologists Physical Status
Classification System) pred operacijo, status kajenja,
uzivanje alkohola, indeks telesne mase (ITM) in radio-
loska velikost tumorja. Laboratorijski izvidi pred opera-
cijo so vkljucevali koncentracije: C-reaktivnega proteina
(CRP), levkocitov (L), prokalcitonina (PCT), CA19-9 in
CEA. Histopatolosko porocilo je vsebovalo diferenciaci-
jo tumorja, resekcijski rob, stevilo pregledanih in stevilo
pozitivnih bezgavk. Manjkajoc¢i podatki pri posameznih
kategorijah so jasno oznaceni v Tabeli 1.

Vsakemu preiskovancu smo na dan operacije v
epruvete, naprSene z antikoagulantom etilendiamin-
tetraocetno kislino, odvzeli vzorec periferne venske
krvi. Najkasneje v roku 4 ur smo iz krvi z 10-minutnim
centrifugiranjem pri 2500 x g pridobili krvno plazmo, ki
smo jo po 1,1 mL alikvotirali v lo¢ene mikrocentrifugir-
ke in shranili pri -80 °C.

2.2 Izoliranje zunajcelicnih veziklov iz krvne
plazme

ZV smo iz plazme izolirali z metodo ultracentrifu-
giranja preko raztopine 20-odstotne saharoze (20 g sa-
haroze, dHZO do skupne postornine 100 mL), ki delce
loc¢uje glede na velikost, obliko in gostoto delcev. Sledili
smo protokolu, opisanemu v Holcar et al. (24). Po ultra-
centrifugiranju smo usedlino nezno resuspendirali v 50
uL fosfatnega pufra (8 g NaCl; 0,2 g KCl; 1,44 g Na,HPO ;
0,24 g KH PO ; deO do 1 L) in alikvote ZV do analize
shranili pri -20 °C. Za vsakega preiskovanca smo izvedli
dve neodvisni osamitvi ZV iz istega vzorca plazme, ki sta
predstavljali tehni¢ni ponovitvi z razli¢cnima operaterje-
ma. Vsem vzorcem plazme smo tudi spektrofotometric-
no dolo¢ili stopnjo hemolize, kot je Ze bilo opisano (25).
Vzorce plazme s koncentracijo hemoglobina vec¢ kot 0,1
g/L smo ocenili kot hemolizirane.

2.3 Dolocitev koncentracije in velikosti
zunajcelicnih veziklov z metodo sledenja
nanodelcem (NTA)

Koncentracijo in velikost izoliranih ZV smo dolo¢i-
li z metodo NTA (angl. Nanoparticle tracking analysis)
z napravo Nanosight NS300 (laser z valovno dolzino
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488 nm), ki je povezana z avtomatiziranim sistemom
za vzorcenje (oboje Malvern Panalytical Ltd). Meto-
da NTA deluje po nacelu opti¢nega zaznavanja gibanja
nanodelcev (premera 50-1000 nm) v raztopini. Vzorce
ZV smo redc¢ili v fosfatnem pufru (200-400 x) in jih po-
sneli (5x60 s) pri stalnih nastavitvah kamere v dveh po-
novitvah. Zbrane podatke smo analizirali s programom
NanoSight NTA 3.3, pri ¢emer smo uporabili naslednje
nastavitve: zaznavanje kamere 14, prag zaznavanja 5, vi-
skoznost za vodo, temperatura 25 °C, samodejno nasta-
vitev za najmanj$o pricakovano velikost in zamegljenost
ter 10 vidnih polj kot minimalno $tevilo, pri ¢emer se
delec $e uposteva za analizo. Kon¢ni rezultati so podani
kot koncentracija ZV, tj. Stevilo delcev na mL plazme, in
velikost ZV, izrazena kot povprecna velikost, modus in
mediana hidrodinami¢nega premera v nm.

2.4 Encimskoimunski test (ELISA)

Za oceno prisotnosti lipoproteinov v vzorcih ZV
smo dolo¢ili koncentraciji ApoAl in ApoB100 s tes-
tom ELISA. V ta namen smo ustrezno red¢ene vzorce
ZV (400-10.000 x) analizirali s komercialnima kom-
pletoma Human Apolipoprotein A1 ELISAPRO (3710-
1HP, Mabtech) in Human Apolipoprotein B ELISAPRO
(3715-1HP, Mabtech), pri ¢emer smo sledili navodilom
proizvajalca. Absorbanco smo izmerili s ¢italcem mikro-
titrskih plos¢ Sinergy 2 (Biotek). Vse meritve smo izved-
li enkrat za posamezno osamitev vzorca, kar predstavlja
dve tehni¢ni ponovitvi z razli¢cnima operaterjema.

2.5 Statisticna analiza

Vse statisti¢ne analize smo izvedli s programom IBM
SPSS Statistics verzija 27.0 (IBM Corporation, Armonk,
NY, USA). Za opis zveznih spremenljivk smo dolo¢ili
mediano in interkvartilni razpon. Uporabili smo dvo-
stranske statisticne teste, pri ¢emer smo kot statisticno
znacilne upostevali vrednosti p pod 0,05. Preiskovan-
ce smo razdelili na dve skupini glede na vrsto kirurske
obravnave (eksploracija ali resekcija). Za primerjavo
med skupinami smo uporabili testa Fisher ali Mann-
-Whitney, korelacije med zveznimi spremenljivkami pa
smo dolo¢ili s Spearmanovim koeficientom s pripadajo-
¢imi 95-odstotnimi intervali zaupanja. Z analizo ROC
(angl. Receiver Operating Characteristic) smo dolo¢ili
povrsino pod krivuljo, specifi¢nost in obcutljivost s pri-
padajo¢imi 95-odstotnimi intervali zaupanja in mejne
vrednosti, ki najbolje locijo preiskovance glede na tip
kirurske obravnave (vrednosti z najvisjo vsoto speci-
ficnosti in obcutljivosti). Z metodo Kaplan-Meier smo
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Tabela 1: Opis klinicnih znacilnosti vkljucenih bolnikov z duktalnim adenokarcinom trebusne slinavke (angl. Pancreatic

Ductal Adenocarcinoma, PDAC) (N = 32) in primerjava glede na tip kirurSke obravnave: eksploracija vs. resekcija.

Klini¢na znacilnost Celotna skupina Eksploracija Resekcija Vrednost p*
N=32 N=10 N=22
Moski, N (%) 20 (62,5) 7 (70,0) 13 (59,1) 0,703 °
Zenski, N (%) 12 (37,5) 3(30,0) 9 (40,9)
Leta, mediana 69 74 68 0,219°
(25-75 %) (62,3-78,5) (62,8-80,5) (60,8-76,3)
2, N (%) 10 (31,3) 2 (20,0) 8 (36,4) 0,440 °
3, N (%) 22 (68,8) 8(80,0) 14 (63,6)
Ne, N (%) 13 (40,6) 5 (50,0) 8 (36,4) 0,699 °
Da, N (%) 19 (59,4) 5 (50,0) 14 (63,6)
UzZivanje alkohola Nikoli, N (%) 13 (41,9) [1] 6 (60,0) 7(33,3) [1] 0,3472
Obcasno, N (%) 15 (48,4) 3(30,0) 12 (57,1)
Zmerno, N (%) 2(9,7) 1(10,0) 2(9,5)
ITM ob kirurski kg/m?, mediana 25,4 25,9 25,4 0,812°
obravnavi (25-75 %) (22,4-28,1) [2] (21,3-28,4) (22,6-28,7) [2]
Radioloska velikost mm, mediana 28 33,5 25,5 0,045°
tumorja (25-75 %) (22-34,5) [8] (27-37,3) [2] (20-32,3) [6]
mg/L, mediana 7 5 9 0,416"
(25-75 %) (5-23) [1] (5-36) (5-27,5) [1]
*10°/L, mediana 8,3 7,9 8,7 1,000
(25-75 %) (6,1-9,2) [1] (6,2-9,4) (6-9,2) [1]
CA19-9 kU/L, mediana 259,6 1639,4 227 0,055°
(25-75 %) (92,8-1076,1) [8] (170,7-11536,6) [3] (75,2-533,6) [5]
ug/L, mediana 3,4 (2,4-6,8) [10] 5,1(2,6-12,4) [4] 3,4 (2,1-5,9) [6] 0,294
(25-75 %)
Oddaljeni zasevki Ne, N (%) 26 (86,7) [2] 5(62,5) [2] 21(95,5) 0,048°
Da, N (%) 4(13,3) 3(37,5) 1(4,5)
Diferenciacija Slabo, N (%) 15 (46,9) 6 (60,0) 9 (40,9) 0,667 2
tumorja
Zmerno, N (%) 13 (40,6) 3(30,0) 10 (45,5)
Dobro, N (%) 4(12,5) 1(10,0) 3(13,6)

Legenda: ASA-angl. The American Society of Anesthesiologists Physical Status Classification System; CRP - C-reaktivni protein;
CA19-9 - karbohidratni antigen 19-9 (angl. Carbohydrate Antigen); CEA - karcinoembrionalni antigen (angl. Carcinoembryonic

Antigen; ITM - indeks telesne mase.

[Stevilo manjkajocih podatkov pri posamezni kategoriji]

Primerjava eksploracija-resekcija: aFisherjev test, bMann-Whitney test.

*Vrednost p se nanasa na primerjavo med eksploracijo in resekcijo.

izracunali celokupni Cas preZivetja od operacije (defi-
nirano kot ¢as od operacije do datuma preverjanja Zi-
vljenjskega statusa) in ¢as spremljanja. S Coxovo regre-
sijo smo izracunali vpliv spremenljivk na ¢as prezivetja,

pri ¢emer smo dolo¢ili razmerje ogrozenosti (angl. ha-
zard ratio, HR) s pripadajo¢imi 95-odstotnimi interva-
li zaupanja. V multivariatni Coxovi regresijski analizi
smo preverili so¢asni vpliv ve¢ spremenljivk. Klini¢ne
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Tabela 2: Vpliv preostanka ApoA in ApoB v izolatu na znacilnosti zunajceli¢nih veziklov.

Znacilnost zV ApoA

Spearmanov koeficient

ApoB
Spearmanov koeficient

(95 % interval zaupanja)

0,330 (-0,032-0,615)

Koncentracija (N x 10°/ml) p=0,065

0,167 (-0,204-0,390)

Povprecna velikost (nm) p=0,362

0,037 (-0,179-0,495)

Modus velikosti (nm) p=0,842

0,191 (-0,204-0,514)

Mediana velikost (nm) p=0,294

Legenda: ZV - zunajcelicni vezikli.

(95 % interval zaupanja)

0,500 (0,173-0,728)
p=0,004

-0,228 (-0,542-0,142)
p=0,210

-0,334 (-0,618-0.028)
p=0,062

-0,227 (-0,541-0,142)
p=0,211

Vrednosti p so podane za korelacijo parametrov za posamezno osamitev zunajceli¢nih veziklov z vrednostmi ApoA in ApoB pri

tej osamitvi.

dejavnike, povezane s prezivetjem, smo izbrali z upo-
rabo metode vnaprejsnje izbire (angl. stepwise forward
conditional selection).

Glede na $tevilo preiskovancev, vklju¢enih v posa-
mezno skupino (eksploracija brez resekcije oz. resekci-
ja), in razpr$enost podatkov smo v nasi raziskavi med
skupinama lahko zaznali razlike v povprecni velikosti
ZV 25,8 nm in koncentraciji ZV +1.9 x 10°/mL z 80
% mocjo. Za izrac¢un smo uporabili program Power and
Sample Size Calculation verzija 3.0. (23).

3 Rezultati

Znacilnosti 32 vkljucenih preiskovancev so predsta-
vljene v Tabeli 1. Pri vecini klini¢nih znacilnosti ni bilo
statisti¢no znacilnih razlik med bolniki s PDAC, ki so
jim tumor odstranili (resekcija), in med tistimi, pri kate-
rih tumor ni bil odstranjen (eksploracija brez resekcije).
Bolniki z resekcijo so imeli v primerjavi z bolniki z ek-
sploracijo znacilno redkeje prisotne oddaljene zasevke
(p = 0,048) in manjso velikost tumorja glede na radiolo-
$ko oceno (p = 0,045).

Za vsakega preiskovanca smo z metodo ultracen-
trifugiranja izvedli dve neodvisni osamitvi ZV iz iste
krvne plazme ter z analizo NTA dolo¢ili koncentraci-
jo in velikost ZV. Ker sta koncentraciji in velikosti pri
neodvisno opravljeni osamitvi ZV moc¢no korelirali
(pri vseh p < 0,001), smo izracunali povprecje izmer-
jenih znadilnosti ZV in te vrednosti uporabili v vseh
nadaljnjih analizah. Celotna skupina bolnikov je imela
mediano koncentracije ZV 2,77 x 10°/mL (25-75 % =
2,00-4,27 x 10°/mL), povpre¢no velikost ZV 186,2 nm
(25-75 % = 174,0-205,5 nm), modus velikosti ZV 144,9

Velikost zunajceli¢nih veziklov je povezana s celokupnim preZivetjem bolnikov z adenokarcinomom trebusne slinavke

nm (25-75 % = 128,3-160,0 nm) in mediano velikosti
167,6 nm (25-75 % = 153,7-183,8 nm). Spektrofotome-
tri¢cno smo dodatno dolo¢ili hemolizo krvne plazme in
s Spearmanovim koeficientom preverili povezavo s kon-
centracijo in velikostjo ZV. Pri 20 od 32 vzorcev plazme
je bila prisotna hemoliza (vrednosti hemoglobina nad
0,1 g/L; mediana = 0,155 g/l; 25-75 % = 0,089-0,233
g/l), ki pa ni korelirala z znacilnostmi ZV (pri vseh p
>> 0,05). Nadalje smo z metodo ELISA dolo¢ili kon-
centracijo ApoAl in ApoB100 v vzorcih ZV kot oceno
prisotnosti lipoproteinskih necisto¢ in s Spearmanovim
koeficientom dolo¢ili povezavo s koncentracijo in veli-
kostjo ZV. Za koncentracijo ApoAl (mediana = 405.8
ng/ml; 25-75 % = 191.5-1169.2 ng/ml) nismo pokazali
korelacije z znacilnostmi ZV (p >> 0,05), med tem ko
je koncentracija ApoB100 (mediana = 122.9 ng/ml; 25-
75 % = 87.2-212.2 ng/ml) korelirala le s koncentracijo
ZV (p = 0.004). Vrednosti Spearmanovega koeficienta z
intervali zaupanja za posamezno znacilnost ZV so pred-
stavljene v Tabeli 2.

Nato smo primerjali znacilnosti ZV med bolniki s
PDAC z reseciranim tumorjem (resekcija) in tistimi, pri
katerih tumor ni bil odstranjen (eksploracija brez re-
sekcije) (Slika 1). Koncentracija ZV se med skupinama
bolnikov ni znacilno razlikovala (p = 0,235) (Slika 1A).
Nasprotno pa so bili ZV bolnikov z eksploracijo statistic-
no znacilno ve¢ji od ZV bolnikov z resekcijo, pri cemer
je bila povprecna velikost 199,7 nm v primerjavi s 180,9
nm (p = 0,016), modus velikosti 151,9 nm v primerjavi
s 136,3 nm (p = 0,043), mediana velikosti pa 167,6 nm v
primerjavi s 162,5 nm (p = 0,018) (Slika 1B). Porazdelitev
velikosti ZV izoliranih iz krvne plazme bolnikov z ek-
sploracijo ali z resekcijo tumorja je prikazana na Sliki 1C.
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Slika 1: Graficni prikaz koncentracije in velikosti

zunajceli¢nih vezikloy, izoliranih iz krvne plazme kirursko
obravnavnihbolnikov zduktalnim adenokarcinom trebusne
slinavke (angl. Pancreatic Ductal Adenocarcinoma, PDAC).

Graf prikazuje mediano in interkvartilni razpon (A) koncentracije
in (B) povprecne velikosti, mediane velikostiin modusa velikosti
zunajceli¢nih veziklov, ki smo jih osamili iz krvne plazme
bolnikov z eksploracijo ali z resekcijo tumorja. Vsaka tocka
prikazuje povprecje vsaj 3 meritev enega vzorca. Primerjave
med skupinama smo izvedli z Mann-Whitneyevim testom
in vrednosti p na grafu prikazali nad crto. (C) Primerjava
porazdelitve velikosti zunajceli¢nih veziklov, ki smo jih osamili
iz krvne plazme bolnikov z eksploracijo ali z resekcijo tumorja.

Nadalje nas je zanimala povezava klini¢nih znacil-
nosti in znacilnosti ZV iz krvne plazme s celokupnim
prezivetjem preiskovancev. Mediani ¢as prezivetja pre-
iskovancev od operacije je bil 12,4 (6,1-35,0) mesecev,
¢as spremljanja zivih preiskovancev pa 47,2 (44,9-59,6)
mesecev. Na datum preverjanja zivljenjskega statusa je
bilo 7 (21,9 %) preiskovancev $e zivih. Glede na uni-
variatno analizo je bilo slabse prezivetje preiskovancev
statisticno znacilno povezano z vecjo radiolosko doloce-
no velikostjo tumorja (HR = 1,07; 95 % CI = 1,01-1,14;
p =0,028), visjim CRP (HR = 1,01; 95 % CI = 1,00-1,03;
p =0.043), visjim CEA (HR = 1,21; 95 % CI = 1,03-1,42;
p = 0,022), visjim CA19-9 (HR = 1,00; 95 % CI = 1,00—
1,00; p = 0,038) in eksplorativno operacijo brez resekcije
(HR =3,93; 95 % CI = 1,72-9,00; p = 0,001). Rezultati
analize povezave med koncentracijo in velikostjo ZV iz
krvne plazme in celokupnim prezivetjem preiskovancev
so predstavljeni v Tabeli 3. Preiskovanci z ve¢jo pov-
precno velikostjo (p = 0,005), ve¢jim modusom velikosti
(p = 0,002) ali ve¢jo mediano velikosti (p = 0,002) ZV so
imeli slabse celokupno prezivetje.

V eksplorativhem delu $tudije smo z analizo ROC
ocenili mejne vrednosti velikosti ZV, ki najbolje locijo
preiskovance glede na tip kirurske obravnave, to je med
eksploracijo in resekcijo (Slika 2). Pri mejni vrednosti
183,3 nm za povprecno velikost ZV je obcutljivost za na-
poved resekcije 0,591 (interval zaupanja: 0,387-0,767)
in specifi¢nost 0,900 (0,596-0,995), s povrsino pod kri-
vuljo 0,77 (95 % CI = 0,60-0,93, p = 0,016). Pri mejni
vrednosti 138,1 nm za modus velikosti ZV je obcutlji-
vost za napoved resekcije 0,545 (0,347-0,731) in speci-
ficnost 1,000 (0,723-1,000), s povrsino pod krivuljo 0,73
(95 % CI = 00,55-0,90, p = 0,042). Pri mejni vrednos-
ti 166,0 nm za mediano velikosti ZV je obcutljivost za
napoved resekcije 0,591 (0,387-0,767) in specificnost
0,900 (0,596-0,955), s povrsino pod krivuljo 0,76 (95 %
CI =0,60-0,93, p = 0,018).

Nato smo preiskovance lo¢ili na 2 skupini glede na
mejne vrednosti znacilnosti ZV, ki smo jih osamili iz
krvne plazme (vrednosti pod ali nad mejno vrednostjo)
in preverili povezavo s celokupnim prezZivetjem. Za vsa-
ko skupino smo dolo¢ili tudi mediano prezivetja prei-
skovancev (Slika 3). Preiskovanci s povpre¢no velikostjo
ZV ve¢ kot 183,3 nm in preiskovanci z mediano velikosti
ZV ve¢ kot 166,0 nm so imeli slabse celokupno prezi-
vetje (6,6 (3,7-10,4) mesecev v primerjavi z 20,4 (17,8-)
meseci) (HR = 3,98; 95 % CI = 1,72-9,17; p = 0,001).

Dodatno smo preverili povezave znacilnosti ZV s
celokupnim prezivetiem z multivariatno Coxovo re-
gresijsko analizo, pri kateri je bila opravljena resekcija
tumorja edini klini¢ni parameter, znacilno povezan s
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Tabela 3: Povezava znacilnosti zunajcelicnih veziklov iz krvne plazme s Casom preZivetja od operacije.

Znacilnosti ZV HR (95 % ClI) Vrednost p*

Koncentracija (N x 10°/mL) 1,00 (1,00-1,00)

Povprecna velikost (nm) 1,03 (1,01-1,05)

Modus velikosti (nm) 1,03 (1,01-1,05)

Mediana velikost (nm) 1,03 (1,01-1,06)
Legenda:

ZV - zunajcelicni vezikli.

*Primerjava glede na Cas preZivetja: Coxova regresija.
**Adj: prilagoditev za vrsto operacije.

prezivetjem bolnikov s PDAC po kirurskem zdravljenju.
Po prilagoditvi modela glede na vrsto operacije je veli-
kost ostala statisticno znacilno povezana s celokupnim
prezivetjem (povprec¢na velikost: p = 0,018, modus veli-
kosti: p = 0,010, mediana velikosti: p = 0,008). Prav ta-
ko se je ohranila statisti¢no znacilna povezava s slabsim
prezivetjem pri preiskovancih s povpre¢no velikostjo ali
mediano velikosti ZV, ve¢jo od mejne vrednosti (HR =
2,95;95 % CI = 1,18-7,39; p = 0,021).
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Slika 2: Grafi¢ni prikaz analize ROC (angl. Receiver
Operating Characteristic) za dolocitev mejnih vrednosti
velikosti zunajceli¢nih veziklov iz krvne plazme, ki najbolje
locijo preiskovance glede na tip kirurske obravnave.

HR (95 % CI),,,

Vrednostp_,**

0,335 1,00 (1,00-1,00) 0,862
0,005 1,03 (1,00-1,05) 0,018
0,002 1,03 (1,01-1,06) 0,010
0,002 1,03 (1,01-1,05) 0,008
4 Razprava

V raziskavo smo vkljucili 32 preiskovancev s pos-
tavljeno diagnozo PDAC, ki smo jih glede na tip kirur-
$ke obravnave razdelili na skupino z opravljeno resek-
cijo tumorja in skupino z opravljeno eksploracijo brez
resekcije. Skupini sta se v klini¢nih znacilnostih znacilno
razlikovali le v radioloski velikosti tumorja in razsirje-
nosti bolezni, ki sta (pricakovano) pomembna dejavnika
za dolocitev tipa kirurske obravnave. Pokazali smo, da
so ZV v krvni plazmi bolnikov z eksploracijo statistic¢-
no znacilno ve¢ji od ZV bolnikov z resekcijo. S pomocjo
analize ROC smo tudi dolo¢ili mejne vrednosti velikosti
ZV, ki so locile preiskovance glede na tip kirurske obrav-
nave. Pokazali smo, da so imeli preiskovanci z ve¢jimi
ZV znacilno slabse celokupno prezivetje. Preiskovanci s
povprecno velikostjo ZV ve¢ kot 183,3 nm in mediano
velikosti ZV vec kot 166,0 nm so imeli za 13,8 mesecev
slabse celokupno prezivetje.

V raziskavi smo z metodo ultracentrifugiranja iz
krvne plazme osamili ZV s povpre¢no velikostjo 186,2
(174,0-205,5) nm; modusom velikosti 144,9 (128,3—
160,0) nm in mediano velikosti 167,6 (153,7-183,8) nm.
Koncentracija veziklov je bila 2,77 (2,00-4,27) x 10°/mL.
V primerjavi z rezultati raziskave Badovinac et al. (21)
so nase vrednosti velikosti ZV podobne vrednostim ZV
bolnikov pred operacijo, koncentracija pa se razlikuje za
10-krat. Po natan¢nem pregledu se je izkazalo, da je raz-
lika v koncentraciji le posledica neupostevanja red¢enja
pri $tudiji Badovinac et al. (21). Nasi rezultati koncen-
tracije ZV se ujemajo tudi z rezultati koncentracije ZV
pri bolnikih pred operacijo v $tudiji Allenson et al. (18).
Pokazali smo, da so ZV v krvni plazmi bolnikov z ek-
sploracijo znacilno vecji od ZV bolnikov z resekcijo, kar
je v nasprotju s Studijo Badovinac et al. (21), se pa ujema
s Studijo Allenson et al. (18). V tej raziskavi so pokazali,
da so vecji ZV znacilni za razsirjeno bolezen (18).

Velikost zunajceli¢nih veziklov je povezana s celokupnim preZivetjem bolnikov z adenokarcinomom trebusne slinavke 27
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Slika 3: Graficni prikaz analize prezivetja bolnikov z duktalnim adenokarcinom trebusne slinavke (angl. Pancreatic Ductal
Adenocarcinoma, PDAC) po kirurSkem zdravljenju, locenih glede na mejno vrednost za povprecno velikost zunajceli¢nih

veziklov iz krvne plazme.

Osebe, ki so bile v ¢asu analize Se Zive, so bile krnjene na datum preverjanja Zivljenjskega statusa (24. 6. 2021); na krivulji je to
oznaceno z navpi¢no ¢rto. Crtkane ¢rte predstavljajo 95-odstotni interval zaupania.

Z analizo ROC dolo¢ene mejne vrednosti povprecne
velikosti, modusa velikosti in mediane velikosti ZV, ki naj-
bolje locijo preiskovance glede na tip kirurske obravnave
(glej Metode), imajo visoko specifi¢nost (0,9-1,0) in nizjo
obcutljivost (0,545-0,591) za napoved resekcije. Z veli-
ko gotovostjo torej lahko pri bolnikih z manjsimi vezikli
pred operacijo napovemo moznost resekcije tumorja, ne
moremo pa napovedati odvecnosti operacije pri bolnikih
z ve¢jimi vezikli, saj obcutljivost ni zadosti visoka. Tako bi
bilo potrebno za napovedovanje primernosti kirurskega
zdravljenja z resekcijo uporabiti kaksen dodatni bioloski
oznacevalec oz. klini¢ni dejavnik, s ¢imer bi izboljsali ob-
¢utljivost. Bolnikom, ki imajo nizko verjetnost za kirur-
$ko resekcijo tumorja, bi s tem prihranili odprto operaci-
jo in se najprej posluzili manj invazivnih pristopov (npr.
laparoskopije za biopsijo tumorja in oceno razsirjenosti
bolezni) oz. takojsnjega sistemskega zdravljenja.

Pri nasi skupini bolnikov koncentracija ZV ni stati-
sti¢no korelirala s slabsim celokupnim prezivetjem, kar je
v nasprotju s Studijama Allenson et al. (18) in Badovinac
et al. (21), ki sta pokazali povezavo med visjo koncen-
tracijo ZV in slabsim prezivetjem. Smo pa pokazali, da

imajo posamezniki z vi$jo povpre¢no velikostjo, ve¢jim
modusom velikosti in ve¢jo mediano velikosti ZV slabse
celokupno prezivetje. Badovinac et al. so podobno ugo-
tovili, da manj$a razlika v velikosti ZV pred in po opera-
ciji napoveduje slabse celokupno prezivetje. Te povezave
pa niso pokazali, kadar so upostevali le velikost ZV pred
operacijo (21). Ker je bila nasa raziskava retrospektivna,
nismo mogli ovrednotiti razlike med znacilnostmi ZV
pred in po operaciji. Prav tako so bili v studiji Badovinac
et al. s prezivetjem povezani $e drugi klini¢ni dejavniki
(21), za naso kohorto pa zal nismo imeli dostopa do teh
podatkov. Kljub temu smo v eksplorativnem delu poka-
zali, da je bila velikost ZV povezana s prezivetjem tudi po
prilagoditvi glede na vrsto operacije. Resekcija tumorja
je bila v nasi $tudiji izmed proucevanih klini¢nih zna-
¢ilnosti povezana s prezivetjem kirursko obravnavanih
bolnikov s PDAC, kar je pricakovano, saj je odstranitev
tumorja mogoca le, kadar je le-ta lokaliziran in brez od-
daljenih zasevkov.

ZV so se izkazali kot pomemben napovedni dejav-
nik pri mnogih tipih raka. Visja koncentracija ZV oz.
manjse velikosti ZV sta bili povezani s krajsim ¢asom
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do ponovitve bolezni ali slabsim celokupnim prezivet-
jem pri raku prostate, raku plju¢, kolorektalnem raku in
raku poziralnika (22,26-28). Pri raku dojke so pokaza-
li, da je koncentracija ZV 40-krat visja kot pri zdravih
posameznikih. Visja koncentracija ZV je bila povezana
s slabsim odzivom na zdravljenje ter krajsim ¢asom do
ponovitve bolezni in s slabsim celokupnim prezivet-
jem (29). Vecji ZV so bili pri raku prostate povezani z
metastatsko boleznijo (30). Koncentracija ZV je bila vis-
ja pri bolnikih z gliomom v primerjavi z zdravimi po-
samezniki, po kirurskem zdravljenju pa se je zmanjsala
(31). Podobno kot v nasi $tudiji je veéja velikost ZV po-
vezana s slab$im celokupnim prezivetjem pri raku dojke
(29). 1z nasih ugotovitev sledi, da bi lahko na podlagi
predoperativne velikosti ZV sklepali o prezivetju bolni-
kov, kar bi pomembno prispevalo k personaliziranemu
pristopu k zdravljenju bolnikov s PDAC.

Prednost nase raziskave je, da so bili bolniki vodeni
v enem centru, obravnavani po istih protokolih in dobro
klini¢no opredeljeni. Slabosti nase raziskave sta bili pred-
vsem majhen vzorec bolnikov in analiza bolnikov samo
v eni ¢asovni tocki. Za dodatno validacijo ugotovitev, da
lahko na podlagi velikosti ZV lo¢imo med skupino bol-
nikov z resekcijo in eksploracijo, ter da je le-ta poveza-
na s celokupnim prezivetjem bolnikov, bi bilo smiselno
izvesti longitudinalno studijo na ve¢ji skupini bolnikov
in spremljati spremembe v koncentraciji in velikosti ZV
glede na potek bolezni. Zaradi majhnega $tevila preisko-
vancev so rezultati eksploracijskega dela manj zanesljivi
in bi jih bilo potrebno potrditi na ve¢ji skupini bolnikov.

IZVIRNI ZNANSTVENI CLANEK

Malo verjetno je, da bi znacilnosti ZV lahko sluzile kot
samostojen bioloski oznacevalec, zato bi bilo potrebno
v prihodnje ovrednotiti pomen znacilnosti ZV za napo-
vedovanje izida in nacrtovanje zdravljenja PDAC tudi v
kombinaciji z drugimi bioloskimi oznacevalci in klini¢-
nimi znacilnostmi.

5 Zakljucek

V sklopu raziskave smo pokazali povezavo med veli-
kostjo ZV in celokupnim prezivetjem bolnikov s PDAC,
ki so bili kirursko obravnavani. S tem smo pokazali
potencial ZV kot dodatnih bioloskih oznacevalcev za
personalizirani pristop k zdravljenju PDAC. Nase ugo-
tovitve bi bilo potrebno potrditi v okviru longitudinalne
Studije, v kateri bi spremljali spremembe v koncentraciji
in velikosti ZV v krvni plazmi kirursko obravnavanih
bolnikov s PDAC glede na potek bolezni.
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