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— peliy sarkomos virusinio onkogeno homologas B (angl. v-
Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B)

— CpG saly hipermetilinimas (angl. CpG island methylator
phenotype)

— chromosominis  nestabilumas (angl. chromosomal
instability)

— citotoksinis T limfocitas

— 4-asis citotoksiniy T limfocity antigenas (angl. cytotoxic T-
lymphocyte-associated protein 4)

— epiderminio augimo veiksnio receptorius (angl. epidermal
growth factor receptor)

— JAV Maisto ir vaisty administracija (angl. U.S. Food and
Drug Administration)

— formaline fiksuotas, parafine impregnuotas

— naviko diferenciacijos laipsnis

— imunohistochemija

— invazijos krastas

— imunonuokrytis

— Kirsten ziurkiy sarkomos virusinio onkogeno homologas
(angl. Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog)

— limfovaskuliné invazija

— tolimosios metastazés

— mases centras

— mediana

—audiniy suderinamumo  kompleksas (angl. major
histocompatibility complex)

—1-asis mutL homologas (angl. mutL homolog 1), MMR
sistemos baltymas

— DNR klaidingai suporuoty nukleotidy pazaidy taisymo
sistema (angl. DNA mismatch repair)

— 2-asis mutS homologas (angl. mutS homolog 2), MMR
sistemos baltymas

— 6-asis mutS homologas (angl. mutS homolog 6), MMR
sistemos baltymas

— mikrosatelity nestabilumas (angl. microsatellite instability)
— mikrosatelity stabilumas (angl. microsatellite stability)

— naviko ir stromos sgveikos zonos naviko sritis
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— navikus infiltruojantys limfocitai

—naviko krastas

— neuroblastomos RAS virusinio onkogeno homologas
(angl. neuroblastoma RAS viral oncogene homolog)

— 1-asis programuotos lastelés mirties baltymas (angl.
programmed cell death protein 1)

— 1-0jo programuotos lastelés mirties baltymo ligandas
(angl. programmed death-ligand 1)

— pasikliautinasis intervalas

— genas, koduojantis fosfatidilinozitol-3-kinazés pl10a
katalizinj  domena  (angl.  phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha)

— 2-asis PMS1 homologas (angl. PMS1 homolog 2), MMR
sistemos baltymas

— metastaziy sritiniuose limfmazgiuose kategorija

— perineuriné invazija

— proporcingoji rizika

— Pasaulio sveikatos organizacija
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— genas, koduojantis navika slopinantj transkripcijos veiksnj
(angl. SMAD family member 4)

— standartinis nuokrypis

— spalva

—naviko ir stromos sgveikos zona

— storosios Zarnos navikas

— storosios Zarnos vézys

— tarptautiné piktybiniy naviky klasifikacijos sistema:
T — pirminis navikas, N — limfmazgis, M — metastazé

— genas, koduojantis navika slopinantj transkripcijos veiksnj
(angl. tumor protein P53)

— tikétinumo santykis
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IVADAS

Pasaulio sveikatos organizacijos (PSO) duomenimis, storosios Zarnos vézys
(SZV) yra vienas darniausiy véziniy susirgimy ir viena daZniausiy
onkologiniy pacienty mirties priezas¢iy. Dél vézio diagnostikos paZzangos ir
personalizuoto gydymo pacienty isgyvenamumas ilgéja [1, 2]. Vis délto SZV
biologija yra labai jvairialypé, todél, net esant panaSiems klinikiniams,
patologiniams pozymiams, stebima skirtinga ligos eiga ir atsakas j gydyma
[3]. )

Pagrindiniai SZV Kklasifikavimo Kriterijai yra histopatologinés naviky
charakteristikos. Tarptautiné piktybiniy naviky klasifikacijos sistema (angl.
tumour-node-metastasis; TNM) yra pamatiné anatominio vézio iSplitimo
stadijavimo sistema, kuri lemia ligos prognoze [4]. Planuojant SZV gydyma,
atsizvelgiama ir | naviko lokalizacijg [5], taip pat j diferenciacijos laipsnj ir
pumpuravimasi — pastaryjy kriterijy vertinimg sudétinga standartizuoti [6, 7].
Apskritai, histopatologinés naviky charakteristikos néra pakankamai
informatyvis prognoziniai ir predikciniai Zymenys. Taigi, siekiant tikslesnio
SZV  Klasifikavimo, pasitelkiami jvairis naviky molekuliniai ir
mikroaplinkos zymenys [8-10].

Kliniskai reik§mingy SZV Zymeny paieska riboja Siam vézio tipui
budingas didelis genetinis heterogeniskumas [11]. Siuo metu SZV
diagnostika apima vos keleta molekuliniy zZymeny [12-14]: KRAS (angl.
Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) ir NRAS (angl. neuroblastoma
RAS viral oncogene homolog) geny mutacijos yra predikciniai
metastazavusio SZV atsparumo biologinei, pries epiderminio augimo
veiksnio receptoriy (EGFR) nukreiptai, terapijai zymenys; mikrosatelity
nestabilumas (MSI), tiriamas Lin¢o sindromo diagnostikos metu, taip pat yra
predikcinis Zzymuo, skiriant adjuvanting chemoterapija |l stadijos SZV ir
imunoterapija metastazavusio SZV atvejais. BRAF (angl. v-Raf murine
sarcoma viral oncogene homolog B) geno mutacijos siejamos su
agresyvesne ligos eiga. Nustatytas BRAF mutuoto metastazavusio SZV
teigiamas atsakas | BRAF ir mitogeno aktyvinamy baltymy kinaziy slopikliy
bei biologinés anti-EGFR terapijos kombinacija [15]. Il stadijos SZV
atkrycio rizikai vertinti buvo sukurti keli geny raiskos testai, pavyzdziui,
Oncotype DX®, ColoPrint® ar ColDx®, bet dél nepakankamy duomeny
pridétinei klinikinei ir predikcinei vertei pagrjsti §iuo metu jy naudojimas
néra rekomenduojamas [12, 16].

Intensyvas pastaryjy deSimtmeciy vézio tyrimai atskleidé, kad didele
jtaka jo patogenezei ir progresavimui turi ir naviko mikroaplinkos kontekstas
[17]. Vienas kliniskai svarbiy veiksniy yra vietinis antinavikinis imuninis
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atsakas [18, 19]. Dideli citotoksiniy ir atminties navikus infiltruojanciy
limfocity (NIL) tankiai koreliuoja su mazesne ligos progresavimo rizika ir su
teigiamu atsaku j imuninés patikros taSky slopikliy terapijas esant jvairioms
vézio atmainoms [20-24]. Issamiis SZV tyrimai atskleidé NIL pasiskirstymo
naviko mikroaplinkoje heterogeniskumg ir pabrézé imuninio konteksto
svarba, t.y. antinavikinio imuninio atsako veiksmingumas priklauso ne tik
nuo NIL tipy ir absoliutaus tankio, bet ir nuo jy erdvinio pasiskirstymo
audinyje [25]. Minétina, kad wvéliau Sios sgsajos pastebétos tiriant
melanomas, krities, plauciy vézj [26-28]. Nustatyta, kad MSI storosios
7arnos navikuose (SZN) lemia didelj imunogeniskuma ir Kkoreliuoja su
gausiu imuniniu infiltratu [29] bei yra siejamas su ilgesniu pacienty
iSgyvenamumu [30, 31]. 2020 m. JAV Maisto ir vaisty administracija (angl.
Food and Drug Administration; FDA) patvirtino 1-0jo programuotos lgstelés
mirties baltymo (PD-1) slopikliy terapija metastazavusio SZV, kuriam
budingas MSI, pirmaeiliam gydymui, tac¢iau apie 60 proc. minéta liga
serganCiy pacienty terapinis atsakas néra reikSmingas [32, 33]. Nauji
duomenys rodo, kad tarp SZN, kuriems biidingas MSI, pastebimi gana dideli
NIL tankio skirtumai, taip pat 26-35 proc. naviky nepasizymi gausiu
imuniniu infiltratu [34]. Taigi NIL tankio variacija siuose navikuose i§ dalies
paaisSkina MSI prognozinés ir predikcinés galios trikumg ir kreipia démes; j
imuninio konteksto tyrimus.

Skirtingais analitikos metodais ieSkoma tinkamiausiy NIL atsako naviko
mikroaplinkoje rodikliy, kurie padéty tiksliai prognozuoti ligos eiga.
Objektyvesni ir tikslesni in situ imuninio infiltrato kiekybiniai matavimai
atliekami skaitmenine patologijos vaizdo analize, 0 erdvinés statistikos
metodai padeda i$samiau jvertinti imuninj konteksta ir atskleisti jo pridéting
prognozing verte. Pavyzdziui, J. Galonas ir bendraautoriai 2012 m. pristaté
SZV skirta Immunoscore® metodika, Kuri yra pagrjsta skaitmenine
imunohistochemija (IHC) ir tiria visy bei citotoksiniy T limfocity tankius
naviko Serdyje ir invazijos kraste (IK) [35]. 2018 m. Immunoscore® jvertis
validuotas kaip nepriklausomas prognozinis rodiklis, pranokstantis
standartinius Sio vézio tipo Zymenis, jskaitant TNM Kriterijus ir MSI
pozymius [36, 37]. Neseniai I.P.Nearchou ir bendraautoriai pasiilé
alternatyvy erdvinj imunoonkologijos jvertj, kuris kombinuoja kelis
nepriklausomus imuninio atsako rodiklius: NIL ir skirtingy makrofagy
populiacijy tankius naviko Serdyje ir 1K bei NIL, esan¢iy 50 um spinduliu
aplink naviko pumpurus IK periferijoje, tankj. Siuo jverciu stratifikuoti
pacientai trijose nepriklausomose Il stadijos SZV sirgusiy pacienty imtyse
[38, 39]. Tiriant metastazavusio SZV mikroaplinka, nustatyta, kad didelis
citotoksiniy T limfocity tankis 15 um spinduliu aplink navikines lasteles yra
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nepriklausomas pacienty ilgesnio isgyvenamumo prognozinis veiksnys [40].
Minétina, kad metastazavusios melanomos atveju dideli citotoksiniy
T limfocity ir 1-gji programuotos lasteliy mirties baltymo liganda (PD-L1)
sintetinan¢iy imuniniy lasteliy tankiai 20 um spinduliu aplink navikines
lasteles yra predikciniai atsako j anti-PD-1 terapija zymenys [41]. Apskritai,
naujai kuriamos imuninio atsako naviko mikroaplinkoje profiliavimo
sistemos pabréZia imuniniy ir navikiniy lasteliy tarpusavio erdviniy saveiky
analizés informatyvuma [42, 43], vis dazniau sitilomi kombinuoti modeliai,
kuriuose integruojamos Kiekybinés ir erdvinés imuninio konteksto ir naviko
histopatologinés, molekulinés ypatybés, taip stiprinant prognozing modelio
galig [38, 39].

Mokslinis aktualumas ir naujumas

Siandien esamy naviko histopatologiniy ir molekuliniy Zymeny nepakanka
SZV Kliniskai Klasifikuoti. Papildomos prognozinés informacijos gali
suteikti naviko mikroaplinkos zymenys, ypa¢ NIL, kurie atspindi paciento
imuninj atsakg j navika. Taikant skaitmeninés patologijos metodus, in situ
imuninio atsako analize jrodyta, kad NIL tankis ir erdvinis pasiskirstymas
naviko mikroaplinkoje koreliuoja su pacienty iSgyvenamumu ir atsaku j
imunoterapijas. Jprastai Sie metodai yra pagrjsti NIL tankio skirtinguose
naviko mikroaplinkos regionuose ir (arba) atstumy tarp imuniniy ir navikiniy
lasteliy kiekybiniu vertinimu. Nauji skaitmeninés patologijos jrankiai leidzia
integruoti jvairius imuninio konteksto aspektus, taciau, galima teigti, kad
erdvinés analitikos galimybés vis dar néra iSnaudotos ieskant prognoziniy
imuninio atsako rodikliy.

Rasant disertacija, ieSkota skaitmeninés vaizdo analizés ir erdvinés
analitikos metody, kuriais biity galima nustatyti informatyvius imuninio
atsako naviko mikroaplinkoje rodiklius, turin¢ius savaranki$kg prognozing
verte SZV serganéiy pacienty imtyse. Derinant skaitmeninés vaizdo analizés
ir dirbtinio intelekto jrankius bei SeSiakampiy gardeliy analitikos principus,
taikant unikaliy vienareikSmiskai apibrézty matematiniy taisykliy seka,
sukurta metodika, kuria nustatomi naujo tipo rodikliai, pagrjsti NIL tankiy
profiliais naviko ir stromos saveikos zonoje. Si metodika: 1) taiko erdvinés
analitikos metodus, skirtus saveikos zonai tarp navikinio epitelio ir
aplinkinés stromos audinio automatiS$kai nustatyti ir jai suskirstyti;
2) matuoja absoliuty NIL tankj ir jo kryptinga pokyti (imunogradienta)
naviko srities link sgveikos zonoje; 3) nustato saveikos zonos
imunogradientu pagristus kombinuotus jvercius, kurie yra stipriis
nepriklausomi prognoziniai veiksniai SZV sergan¢iy pacienty imtyse.
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Kitos imuninio atsako profiliavimo metodikos yra pagristos NIL tankiais,
matuojamais naviko Serdyje ir IK [37], taciau nevertina kryptingo NIL
tankio profilio navikinio epitelio ir aplinkinés stromos sgveikos regionuose.
Be to, Sios metodikos jprastai naudoja fiksuoto ploc¢io IK, kuris dél daznai
netolygaus, infiltruojancio naviko augimo pobiidzio gali sukelti matavimy
paklaidy. Priesingai, sgveikos zonos samprata ir metodas yra pagristi tam
tikros naviko mikroaplinkos vietos, kuri apima naviko krasta (NK) ir
saveikos zonos sritis link naviko ir stromos, tikimybe. Sis metodas
grindziamas vienareik§miSkai apibréztomis taisyklémis ir leidzia pritaikyti
kintancio plocio sgveikos zona, kuri labiau atitinka navikinio audinio erdving
jvairovg. Saveikos zona gali buti pritaikyta jvairiy imuniniy infiltraty
skirtinguose patologiniuose audiniuose ar audiniuose be patologijos
tyrimams. Sgveikos zona ir joje matuojami imuninio atsako rodikliai yra
pagristi  didelio pajégumo ir automatizuotomis kompiuterinémis
procediiromis, todél nepriklauso nuo ekspertinio vizualaus vertinimo ir
daznai atspindi subvizualius pozymius, kuriy nejmanoma vertinti jprastiniais
mikroskopijos metodais.

Disertacijoje sitlomi nauji imuninio atsako rodikliai. Jy prognoziné verté
tirta dviejose SZV sergan¢iy pacienty, gydyty Vilniaus ir Notingamo
(Jungtiné Karalysté) sveikatos prieziiiros institucijose, imtyse. Citotoksiniy
T Iasteliy (CD8) imunogradientas (abiejose imtyse), B lagsteliy (CD20)
imunogradientas ir histologinis naviko augimo pobtudis (Notingame gydyty
pacienty imtyje) buvo nepriklausomi prognoziniai pacienty bendrojo
iSgyvenamumo veiksniai. CD8 ir CD20 imunogradientai pranoko
absoliutaus NIL tankio naviko mikroaplinkoje rodiklius ir standartinius
Klinikinius, patologinius ir molekulinius zymenis.

Sudaryti nauji kombinuoti modeliai pacienty bendrajam i§gyvenamumui
prognozuoti: CD8-CD20 imunogradiento jvertis, pagrjstas tik CD8 ir CD20
THC Zzymenimis, ir imuninés sgveikos jvertis, kuris papildomai integruoja
histologinj naviko augimo pobiidzio kriterijy. Sie jveréiai prognozine galia
pranoko naviky TNM kriterijus ir MSI pozymius, kurie iki §iol yra vieni
pagrindiniy rodikliy, numatant SZV klinikine eiga ir atsakg, skiriant
citotoksine chemoterapijg ar imunoterapijg.
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Darbo tikslas ir uzdaviniai

Sio darbo tikslas — sukurti kiekybing ir automatizuota skaitmenine vaizdo
analize pagrjsta imuninio atsako vézio mikroaplinkoje matavimo sistemg ir
jvertinti jos prognozing galig storosios zarnos véziu serganciy pacienty

imtyse.

Iskelti darbo uZdaviniai:

1.

Sukurti skaitmenine mikroskopinio vaizdo analize ir erdvine
statistika pagrjsta metodika, skirta imuniniy lasteliy pasiskirstymui
naviko mikroaplinkoje profiliuoti, ir informatyvius Kkiekybinius
rodiklius imuniniam atsakui storosios Zarnos vézio mikroaplinkoje
matuoti.

Ivertinti imuninio atsako rodikliy prognozing verte dviejose
nepriklausomose storosios zarnos véziu serganciy pacienty imtyse.
Sudaryti  kombinuotus prognozinius modelius, taikytinus esant
storosios zarnos véziui, ir nustatyti jy verte, siejant su standartiniais

Ginamieji disertacijos teiginiai

Naviko ir stromos saveikos zonos imunogradiento rodikliais jvertinti
NIL yra nepriklausomi prognoziniai SZV serganéiy pacienty
bendrojo iSgyvenamumo veiksniai, informatyvesni negu absoliutus
NIL tankis naviko mikroaplinkoje ir standartiniai klinikiniai,
patologiniai ir molekuliniai rodikliai.

Kombinuoti CD8-CD20 imunogradiento ir imuninés Sgveikos
jvertiai yra stipriis nepriklausomi prognoziniai SZV serganéiy
pacienty bendrojo iSgyvenamumo Veiksniai, pranokstantys naviky
TNM Kriterijus ir MSI pozymius.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Storosios Zarnos vézio epidemiologija

Kaip jau minéta, storosios zarnos véZzys (SZV) yra vienas i§ daZniausiy
onkologiniy susirgimy. PSO Tarptautinés vézio tyrimy agentlros
duomenimis (<http:/gco.iarc.fr>), 2020 m. SZV visame pasaulyje buvo
treCia pagal naujy atvejy ir antra pagal miréiy skaiiy vézio atmaina,
nustatoma abiem lytims: uZregistruota daugiau kaip 1,9 mln. naujy atvejy
(10 % visy vézio atvejy) ir 935 tukst. miréiy (9,4 % visy mir¢iy nuo vézio).
Minétina, kad 2020 m. vyrai dazniausiai sirgo plauciy (14,5 % atvejy),
prostatos (13,5 % atvejy) ir SZV (10,9 % atvejy), o moterys — kriities
(24,2 % atvejy), SZV (9,5 % atvejy) ir plauciy (8,4 % atvejy) véziu;
mir§tamumas nuo SZV sieké apie 48 proc. tiek vyru, tiek motery grupése.

Kalbamaisiais metais panasi SZV epidemiologijos statistika buvo ir
Europos regione. Europos informacijos apie vézj sistemos duomenimis
(<https://ecis.jrc.ec.europa.eu/>), 2020 m. Lietuvoje SZV buvo antra pagal
naujy atvejy ir mirciy skai¢iy vézio atmaina — uZregistruoti 1892 nauji
atvejai (11,4 % visy vézio atvejy) ir 902 mirtys (11,1 % visy mirciy nuo
veézio). Lietuvoje vyrai daZniausiai sirgo prostatos (26,6 % atvejy), plauciy
(13,2 % atvejy) ir SZV (11,1 % atvejy), o moterys — kriities (21,7 % atvejy),
SZV (11,8 % atvejy) ir gimdos kino (9,8 % atvejy) véZiu; mirStamumas nuo
SZV sieké apie 48 proc. vyry ir apie 45 proc. motery grupése.

Paskutiniais  deSimtmeciais  pasaulyje  pastebimos  sergamumo
onkologinémis ligomis didéjimo tendencijos. Tai siejama su ilgéjancia
gyvenimo trukme ir naujais vézio diagnostikos metodais [2, 44]. Minétina,
kad sergamumo SZV rodikliai skirtinguose pasaulio regionuose skiriasi 6—
8 kartus. Sios lokalizacijos vézj galima laikyti socialinés ir ekonominés
raidos rodikliu, t. y. besivystan¢iose $alyse pastebimas koreliuojantis naujy
susirgimy SZV skaidiaus ir Zmogaus socialinés raidos indekso didéjimas.
Labai auksto indekso Salyse (pavyzdziui, JAV, Australijoje, Naujojoje
Zelandijoje) kasmetinis susirgimy SZV skai¢ius dabar yra pasiekes plateau
faze arba ima mazéti [45]. Sergamumo SZV didéjimas taip pat siejamas su
kintanciais mitybos jpro€iais, pavyzdziui, didesnis raudonosios ir apdorotos
meésos vartojimas koreliuoja su didesne rizika sirgti gaubtinés zarnos véziu
[46]. Kiti SZV rizikos veiksniai: riikymas, alkoholio vartojimas, nutukimas.
Sveika mityba, papildyta darzovémis ir vaisiais, didesnis fizinis aktyvumas
storosios zarnos adenomy atsiradimo rizika sumazina 16—20 proc. [46, 47].

Sergant SZV, iigyvenamumas labai priklauso nuo ligos stadijos
diagnozés metu: JAV nei$plitusio SZV atveju pacienty 5 m. bendrasis
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iSgyvenamumas siekia apie 90 proc., véziui iSplitus | sritinius limfmazgius —
apie 70 proc., o iSplitus j kitus organus — apie 10 proc. [48]. Lietuvoje 2008—
2012 m. laikotarpiu SZV serganéiy pacienty 5 m. santykinis i§gyvenamumas
neidplitusio SZV atveju sieké apie 80 proc., véziui iSplitus j sritinius
limfmazgius — apie 50 proc., o iSplitus j kitus organus — apie 10 proc. [49].
Vis délto, lyginant skirtingy pasaulio regiony epidemiologinius duomenis,
matyti reikimingi SZV sergan¢iy pacienty i§gyvenamumo skirtumai [2, 45].
Miritamumo nuo SZV maZéjimas registruojamas labiau i$sivysciusiose
Salyse, kuriose vykdomos prevencinés patikros programos ir taikomos
geriausia praktika pagrjstos individualizuotos gydymo metodikos [1, 2].

1.2. Storosios zarnos vézio patogenezé

Apytiksliai 70 proc. SZV atsiranda sporadiskai, 20-25 proc. susirgimy yra
Seiminio vézio atvejai ir tik 5-10 proc. atvejy yra susij¢ su paveldimais
genetiniais poky¢iais [50]. Sporadinio SZV patogeneze lemia keli
molekuliniai mechanizmai: 1) 70-85 proc. SZN nustatomas chromosominis
nestabilumas (angl. chromosomal instability; CIN), kuris pasireiskia
chromosomy  skaiCiaus ir  struktiiros pokyciais  (chromosominés
translokacijos, amplifikacijos, delecijos, heterozigotiskumo praradimas ir
kt.) [13]; 2) 3040 proc. SZN nustatomi epigenetiniai poky&iai, CpG saly
hipermetilinimas (angl. CpG island methylator phenotype; CIMP), kuris
sukelia geny raiskos slopinimg; 3) 12—15 proc. SZN biidingas mikrosatelity,
20-200 baziy pory (bp) ilgio DNR seky, sudaryty i§ 1-5 bp pasikartojimy,
nestabilumas (angl. microsatellite instability; MSI), kuris atsiranda dél DNR
klaidingai suporuoty nukleotidy pazaidy taisymo sistemos (angl. DNA
mismatch repair, MMR) baltymy (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 ir kt.)
funkcijos praradimo; sporadiniai SZN, kuriems biidingas MSI, yra siejami su
CIMP fenotipu ir MLH1 geno promotoriaus metilinimu. Sie molekuliniai
mechanizmai salygoja lasteliy genetinj nestabiluma, protoonkogeny ir
navikg slopinanéiy geny pokycius, todél palaipsniui lgsteliy genomuose
kaupiasi jvairiy mutacijy, kurios skatina vézio vystymasi [13, 50-52].

Dazniausiai SZV vystymasis yra 10-20 m. trunkantis daugiaetapis
procesas. Sj procesa 1990 m. E. R. Fearonas ir B. Vogelsteinas apibendrino
adenomos-karcinomos seka [53]. Kaip vaizduojama 1.1 pav., lastelése
besikaupianc¢ios somatinés mutacijos lemia gerybiniy storosios Zarnos
adenomy atsiradimg ir jy virsmg ] piktybinius navikus. Karcinogeneze
skatinan¢iy genetiniy pokyciy lastelése atsiranda tam tikru nuoseklumu,
taciau teigiama, kad karcinomai issivystyti daugiau jtakos turi bendras $iy
poky¢iy kiekis.
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Chromosominis nestabilumas

LOH 18q
SMAD4 LOH 17p
APC KRAS CDC4 TP53

Normalus J IAnkstyvoji l Tarpiné l Velyvoji J e
epitelis [ adenoma T adenoma T adenoma T* Vézys

Gyvenimo laikas: deSimtmeciai 2-5 metai 2-5 metai

: o : BRAF TGFBR2, BAX,
APC/Whnt signalinis kelias KRAS CDC4 IGEIR

MMR sistemos geny pokydiai / CpG saly hipermetilinimas

Mikrosatelity nestabilumas

1.1 pav. Storosios zarnos adenomos-karcinomos seka (adaptuota pagal H. T. Nguyen ir kt.
[54]). Schema apibendrina storosios Zarnos vézio patogenezés molekulinius mechanizmus ir
nuosekliai i§désto signalinius kelius, genus ar chromosomy regionus, kuriy pokyc¢iai nulemia
adenomos ir karcinomos susiformavimg. LOH 18q — heterozigotiSkumo praradimas
18 chromosomos ilgajame petyje; LOH 17p — heterozigotiskumo praradimas
17 chromosomos trumpajame petyje.

Vienas i§ ankstyviausiy genetiniy pokyciy, lemianéiy storosios Zarnos
adenomos susiformavima, yra navika slopinan¢io APC (angl. adenomatous
polyposis coli) geno mutacijos ar $io geno praradimas dél chromosominiy
persitvarkymy. Sutrikus APC baltymo funkcijai, lastelése kaupiasi B-
kateninas, kuris aktyvina Wnt (angl. Wingless/integrase-1) signalinj kelia,
todél pakinta zarnos audinio atsinaujinimo procesy homeostazé. APC geno
mutacijos nustatomos 40-80 proc. visy sporadiniy adenomy ir karcinomy
[55, 56]. Paveldimos APC geno mutacijos sukelia Seiminés adenominés
polipozés sindroma, kuris pasireisSkia Simtais ar tikstanciais polipy vidinéje
storosios zarnos sieneléje, 0 negydomas sukelia vézj (~1 % visy SZV atvejy)
[57]. Storosios zarnos gleivinés epitelio lgstelése Wnt signalinio kelio
aktyvinimg gali lemti ir B-katenino geno (CTNNB1) mutacijos, taciau jos
budingesnés karcinomos stadijai [56]. Kiti ankstyvieji genetiniai pokyciai,
siejami su storosios Zzarnos adenomos susiformavimu, yra aktyvinancios
KRAS ir BRAF geny mutacijos — jos stimuliuoja RAS/MAPK (angl. mitogen-
activated protein kinase) signalinj kelia, kuris skatina lasteliy proliferacinj
aktyvumg. KRAS geno mutacijos nustatomos 35-42 proc. adenomy ir
karcinomy, BRAF geno mutacijos nustatomos 4-12 proc. ankstyvyjy
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karcinomy [56]. Nors KRAS ir BRAF genai priklauso tam paciam
signaliniam keliui, KRAS geno mutacijos siejamos su CIN, o BRAF geno
mutacijos yra ankstyvasis reiSkinys navikuose, kuriems biidingas CIMP
fenotipas ir MSI pozymiai [51]. Kiti genetiniai poky¢iai, Sietini su vélesniais
adenomos-karcinomos sekos etapais, yra heterozigotiskumo praradimas 17 ir
18 chromosomose, navika slopinanciy geny, pavyzdziui, SMAD4 (angl.
SMAD family member 4), CDC4 (angl. cell division control protein 4), TP53
(angl. tumor protein P53), ar kity reguliaciniy geny, pavyzdziui, TGFBR2
(angl. transforming growth factor beta receptor 2), BAX (angl. BCL2
associated X, apoptosis regulator), IGF2R (angl. insulin like growth factor 2
receptor), pokyciai [54].

1.3. Storosios zarnos veézio klasifikavimo kriterijai

Véziui diagnozuoti atlickamas histopatologiniy poky¢iy tyrimas, vertinant
audinio biopsijos ir operacinés medziagos mikroskopinius preparatus.
Histologiniy preparaty analiz€ yra pamatinis tyrimas klinikiniam véZzio
klasifikavimui ir ligos eigos prognozei. Gydytojai patologai, vadovaudamiesi
sutartiniais histopatologiniais kriterijais [58, 59], vertina audinio lgsteliy
morfologijg, invazija, analizuoja diagnostinius, prognozinius ir predikcinius
IHC bei molekulinius Zymenis.

1.3.1. Histopatologiniai klasifikavimo kriterijai

80 proc. storosios zarnos karcinomy yra adenokarcinomos. Kitos karcinomos
— mucininés (10 % atvejy), dantytosios (8 % atvejy), ziediniy lasteliy (~1 %
atvejy) — yra retesnés. PSO iSskyré keletg labai rety histologiniy tipy, tokiy
kaip  neuroendokrininés, ploksCialastelinés  karcinomos, taip  pat
nediferencijuojamas karcinomas, Kkuriy piktybiskumas, palyginti su
adenokarcinomomis, yra ypaé didelis [59]. Prognozuojant SZV
progresavima ir metastazavimo rizika, remiamasi gairése apibréztais
histopatologiniais kriterijais:

e TNM sistema yra pagrindiné anatominio vézio iSplitimo stadijavimo
(ultragarso, kompiuterinés tomografijos, magnetinio rezonanso tomografijos
ir kt.), ji tvirtinama atliekant histologinj biopsijos ir operacinés medziagos
tyrimg: jvertinamas pirminio SZN i$plitimas j audinius, t.y., ar navikas
infiltruoja pogleivi (pT1), raumeninj audinj (pT2), serozinj audinj, ar
nepadengtus pilvapléve perikolinius, perirektinius audinius (pT3), arba, kai
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tiesiogiai pazeidzia kitus organus, struktiiras ir (ar) perforuoja visceraling
pilvapléve (pT4a, pT4b), tiriamas sritiniy limfmazgiy pazeidimas, t.y., ar
metastazés nustatomos 1-3 limfmazgiuose (arba kitose Salia storosios Zarnos
esanciose struktiirose) (pNla -1b, -1c¢), 4-6 limfmazgiuose (pN2a), 7 ir
daugiau limfmazgiy (pN2b). Atliekamas kity organy audiniy biopsijy ar
operaciniy medziagos tyrimas pirminio naviko tolimosioms metastazéms
patvirtinti (M kategorija). Apibendrinant Siuos kriterijus, nustatomas -1V
stadijos vézys [59]. TNM Kklasifikacija siiloma papildyti kitais histologiniais
kriterijais, molekuliniu ar in situ imuninio atsako profiliais [60-62].
Tarptautiné vézio kontrolés sgjunga (angl. Union for International Cancer
Control; UICC) rekomenduoja vézio stadijas sieti tik su anatominiu ligos
iSplitimu diagnozés metu, o kitus veiksnius apibendrinti ,,prognoziniy
grupiy“ kategorijomis, nes tiek vézio iSplitimas, tiek kitos jo
histopatologinés ar molekulinés ypatybés yra savarankiski prognoziniai
veiksniai [63].

e SZV pagal pirminio naviko lokalizacija yra skirstomas j desiniosios
pusés (Kylan¢ioji ir proksimaliné skersiné Zzarna) ir kairiosios pusés
(nusileidziancioji, distaliné skersiné ir riestiné zarna). DeSiniosios pusés
SZV dazniau diagnozuojamas moterims ir vyresniems pacientams,
diagnozés metu dazniau yra paZengusios stadijos. De§iniosios pusés SZN
siejami su CIMP fenotipu ir MSI pozymiais bei BRAF geno mutacijomis,
daznai Sie navikai pasizymi imunogeniskumu ir bloga diferenciacija.
Kairiosios pusés SZV dazniau diagnozuojamas vyrams ir jaunesniems
pacientams. Kairiosios pusés SZN yra siejamas su CIN fenotipu ir
adenomos-karcinomos seka. Desiniosios pusés I-II stadijos SZV yra geros
prognozes ir turi gera atsaka j gydyma, taciau véziui iSplitus, prognoze ir
atsakas | adjuvatine ir taikiniy terapijas yra daug blogesnis nei kairiosios
pusés 11-IV stadijos SZV [64, 65]. Molekuliniai profiliai i§ dalies paaiskina
pastebimus histopatologiniy charakteristiky ir klinikinés ligos eigos
skirtumus desiniosios ir kairiosios pusés SZN atvejais [66].

e Naviko diferenciacijos laipsnis yra vienas i§ pagrindiniy kriterijy,
charakterizuojanciy vézio polinkj plisti. Adenokarcinomos skirstomos ]
geros (G1), vidutinés (G2) ir blogos (G3) diferenciacijos, kai liaukines
struktiras formuoja atitinkamai >95 proc., 50-95 proc., <50 proc. navikinio
epitelio [67]. Naviko diferenciacija koreliuoja su TNM kriterijais,
pavyzdziui, blogos diferenciacijos laipsnis yra siejamas su didesne
metastaziy sritiniuose limfmazgiuose rizika [68]. Vis délto naviko
diferenciacijos laipsnio vertinimas néra vieningai apibréztas. Tyrimai rodo,
kad SZN pagal diferenciacija skirstant j dvi grupes padidinamas Sio
kriterijaus vertinimo ir prognozinis tikslumas [69]. PSO gairémis si@iloma
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vertinti maziausiai diferencijuota naviko komponenta ir isskirti dvi
kategorijas: zemos (G1/G2) ir auk$tos (G3) diferenciacijos [59]. Taip pat
tyréjai Siam Kkriterijui standartizuoti sitlo vertinti blogos diferenciacijos
laipsnio >5 lasteliy klasteriy skai¢iy, kuris yra tikslesnis ir nepriklausomas
prognozinis zymuo SZV [70].

e Limfovaskuliné (LVI) ir perineuriné (Pne) invazijos — navikiniy
lasteliy iSplitimas atitinkamai j limfagysliy ar kraujagysliy kanalus ir j
nervus audinyje. Tai salygoja tolesnj lasteliy metastazavima | sritinius
limfmazgius ir atokiuosius organus, taip pat didina mikrometastaziy rizika
ankstyvosios stadijos vézio atvejais. Sie kriterijai yra glaudziai susije su
kitais navikiniy lasteliy metastazavimo rizikos veiksniais. Nustatyta, kad
limfovaskuliné ir perineuriné invazijos yra reik§mingi SZV progresavimo
veiksniai tiek pazengusios, tiek ankstyvosios stadijos vézio atvejais [71-73].

e Naviko augimo pobudj pirmieji apibréz¢ J. R. Jassas ir bendraautoriai
[74]: jie SZV isskyré ekspansyvy (tolygy, arba ,stumiantj*) ir infiltruojantj
(netolygy, arba ,,zidininj) naviko augimo frontus. Nustatyta, kad SZN,
kuriems budingas infiltruojantis augimo frontas, susij¢ su trumpesniu
pacienty isgyvenamumu. Minétina, kad véliau atliktuose kituose tyrimuose
infiltruojantis naviko augimo frontas taip pat sietas su bloga SZV prognoze
ir ankstyvu atkryéiu [75, 76]. Infiltruojantis naviko augimas stipriai
su aktyvinan¢iomis BRAF geno mutacijomis. Priesingai, ekspansyvus naviko
augimas yra susijes su maza navikiniy lgsteliy metastazavimo rizika, be to,
koreliuoja su MSI. Tarptautinés vézio kontrolés sajungos gairémis
rekomenduojama naviko augimo pobudj jtraukti kaip kriterijy, papildantj
TNM sistema [77], taciau Kol kas jo vertinimas néra standartizuotas.

e SZV budingas pumpuravimosi fenomenas — tai < 5 nediferencijuoty
lasteliy klasteriy formavimasis naviko IK. Daugeliu tyrimy nustatyta, kad
gauslis pumpuravimosi zidiniai yra nepriklausomas blogos prognozés
veiksnys, esant ankstyvosios stadijos SZV [78]. SZN pastebimas ir
intranavikinis ~ pumpuravimasis, kuris siejamas su  metastazémis
limfmazgiuose [6]. 2017 m. Tarptautinés naviko pumpuravimosi
konsorciumo konferencijos (angl. International Tumor Budding Concensus
Conference; ITBCC) praneSime buvo pristatyta standartizuota pusiau
kiekybiné SZN pumpuravimosi vertinimo sistema, kurig buvo pasiiilyta
jtraukti j rutining diagnostika [6].

e Dalis SZN pasizymi gausia limfocitine infiltracija naviko periferijoje.
1986 m. J. R. Jassas ir bendraautoriai pirmieji jrodé, kad limfocity infiltratas
naviko IK buvo nepriklausomas tiesiosios Zarnos véziu sirgusiy pacienty
ilgesnio isgyvenamumo veiksnys, papildantis prognoze pagal TNM Kriterijus
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[79]. Tyréjai pasitlé Sio vézio tipo klasifikavimo sistema, | kurig jtrauké
dviejy kategorijy limfocitinés infiltracijos kriterijy: limfocitiné reakcija
laikyta ,,gausia“, kai ties naviko IK buvo matyti tankus limfocity infiltratas,
prieSingu atveju, ji laikyta ,,negausia“ [74]. Véliau kitais tyrimais patvirtinta,
kad didelis limfocity tankis naviko periferijoje koreliuoja su limfocity tankiu
naviko Serdyje ir yra susij¢s su efektyvesniu antinavikiniu imuniniu atsaku
bei ilgesniu pacienty i§gyvenamumu SZV ir kity vézio tipy atveju [80-82].
SZN, kuriems biidinga MSI, pasizymi uzdegiminés Krono ligos tipo
limfocitine infiltracija, t. y. gausts limfocity agregatai (su germinaliniais
centrais ar be jy) pasiskirste Zarnos sienoje atokiau IK. Sios struktiiros taip
pat yra aktyvaus antinavikinio imuninio atsako zymuo [83]. Histologinio
tyrimo metu NIL ir Krono ligos tipo limfocitinei infiltracijai vertinti
taikomos pusiau kiekybinés metodikos [84].

1.3.2. Molekuliniai klasifikavimo kriterijai

Vézio vystymasis yra daugiapakopis procesas, kurj skatina lasteliy
proliferacijos, diferenciacijos ir apoptozés pokyciai. I§samios navikiniy
lasteliy genomy ir geny raiSkos analizés atskleidé genetiniy pazaidy
kompleksiskumg ir Igsteliy kloninés ekspansijos dinamika [85]. Didelis SZV
genominis nestabilumas ir intranavikinis heterogeniSkumas atsiskleidzia
histologiniy ir molekuliniy potipiy jvairove [86, 87]. Visus genetiniy ir
epigenentiniy  poky¢iy  derinius, lemiancius lasteliy  neoplasting
transformacija, apibendrinti visiems navikams sudétinga, taCiau, vertinant
SZV, isskirti pagrindiniai molekuliniai profiliai:

o 2012m. Vézio genomo atlase (angl. The Cancer Genome Atlas;
TCGA) pristatyti integruotos SZV somatiniy poky¢iy analizés duomenys:
apibendrinti 224 SZN (navikinis ir nepakites audiniai) egzomy seky, DNR
kopijy skaiciaus, geny promotoriy metilinimo, RNR ir mikroRNR raiskos
poky¢iai. SZN suklasifikuoti, juos skirstant j dvi grupes: 16 proc. naviky
pasizyméjo dideliu mutacijy dazniu, siejamu su MMR sistemos geny
pazaidomis ir MSI (13 % atvejy) arba su DNR polimerazés ¢ (POLE)
mutacijomis (3 % atvejy); Kiti 84 proc. naviky turéjo stabilius mikrosatelitus
(MSS), pasizyméjo mazu mutacijy dazniu, tac¢iau dideliu somatiniy DNR
kopijy pokyciy skai¢iumi ir mutacijomis APC, TP53, KRAS, SMAD4,
ir PIK3CA (angl. phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic
subunit alpha) genuose. Gaubtinés ir tiesiosios zarny adenokarcinomos
genetiniu lygmeniu nesiskyré, taciau navikams, kuriy lokalizacija buvo
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desiniojoje storosios zarnos puséje, buvo biidingesnis didelis mutacijy daznis
[88, 89].

e 2015m. SZV tipavimo konsorciumas apibendrino >4 000 pacienty
naviky geny raiskos profiliavimo duomenis, Susiejo juos su genomikos,
proteomikos duomenimis ir iSskyré 4 molekulinius tipus (angl. consesus
molecular subtypes; CMS) [90]: 14 proc. atvejy priskirti CMS1 (,,MSI
imuninis®), 37 proc. — CMS2 (,kanoninis), 13proc. - CMS3
(,,metabolinis®), 23 proc. — CMS4 (,,mezenchiminis®) tipui, like 13 proc.
atvejy priskirti miSriy naviky kategorijai. Nustatyta, kad CMSL1 tipo
navikuose yra padidéjusj antinavikinj imuninj atsaka (citotoksiniy T ir Thl
lasteliy atsakg) aktyvinanCiy geny raiska, didziajai daugumai Siy naviky
biidingas geny hipermetilinimas, MSI, didelis mutacijy, jskaitant BRAF geno
mutacijas, daznis. CMS1 naviky prognozé yra gera, taciau, ligai
progresuojant ar kartojantis, pacienty mirties rizika smarkiai iSauga. CMS2—
CMS4 tipus vienija CIN mechanizmai, tatiau CMS3 navikai yra misresni,
t.y. juose nustatoma tiek DNR kopijy skai¢iaus poky¢iy, tiek geny
hipermetilinimo ir MSL Sio tipo navikai issiskiria dideliu KRAS geno
mutacijy dazniu. CMS2 navikai charakterizuojami Wnt ir MYC signaliniy
keliy aktyvumu. CMS3 navikai siejami su pakitusiu metaboliniy signaly
perdavimu; CMS2 ar CMS3 navikai, kuriems budingi MSS, néra
imunogeniski ir pasizymi silpnu NIL atsaku. CMS4 navikai siejami su
epitelinj-mezenchiminj  per¢jima  kontroliuojanciy geny, taip pat
transformuojancio augimo faktoriaus B (TGFB), angiogenezés procesy ir
stromos infiltraty aktyvumu. Pastarasis tipas siejamas su greifiau
progresuojanéia liga ir blogesniu pacienty iSgyvenamumu. Atskiru tyrimu
buvo jrodyta, kad CMS tipai yra reikSmingi prognoziniai bendrojo
isgyvenamumo veiksniai metastazavusio SZV atveju. CMS2 ir CMS3 tipai
buvo predikciniai metastazavusio SZV atsako j kombinuotas adjuvantines
terapijas zymenys [91]. Siuo metu CMS yra pagrindiné SZV molekulinio
klasifikavimo sistema, j kurig atsizvelgiama kuriant personalizuoto gydymo
strategijas [92].

1.3.3. Klinikiniai prognoziniai ir predikciniai zymenys

SZV patogenezé yra labai daugialypé, todél, kaip jau minéta, net panasiy
klinikiniy ir patologiniy poZymiy atvejais ligos eiga ir atsakas | gydyma
skiriasi [3]. Pagrindinis kriterijus ligos eigai prognozuoti ir gydymui parinkti
iSlicka TNM stadijos.
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Amerikos vézio bendruomenés (angl. American Cancer Society; ACS)
duomenimis, 39 proc. pacienty SZV diagnozuojamas ankstyvojoje ligos
stadijoje. Neidplitusiu |-11 stadijos SZV serganéiy pacienty 5 m. bendrasis
isgyvenamumas siekia >90 proc. [48]. Sie pacientai jprastai gydomi tik
chirurginiu biidu. I§imtis yra II stadijos SZV, kuriam badingi
mikrometastaziy rizikos veiksniai (limfovaskuling, perineuriné invazija ar
kt). Sis SZV gydomas adjuvantine chemoterapija, tadiau gydymo
efektyvumas islieka abejotinas [93]. 20-30 proc. ankstyvosios stadijos SZV
serganéiy pacienty liga progresuoja, o laiku skirtas tinkamas terapinis
gydymas galéty padéti progresavimo isvengti [20].

11 stadijos, j sritinius limfmazgius i$plitusiu SZV serganéiy pacienty 5 m.
bendrojo iSgyvenamumo tikimybé siekia 69-71 proc. Po operacijos Sie
pacientai gydomi adjuvantine chemoterapija ir (ar) biologine terapija.
Gydymas koreliuoja su ilgesniu iSgyvenamumu, taCiau nemaza dalis
pacienty neatsako ] terapija arba jy ligos eiga yra geresné, nesant terapijos.
Pavyzdziui, adjuvantiné chemoterapija yra efektyvi apie 20 proc. 11 stadijos
SZV serganéiy pacienty, kitiems §i terapija yra labiau toksiska negu
naudinga [94-96]. SZV isplitus j Kkitus organus, gydoma taikant jvairias
chemoterapijos kombinacijas, taikiniy terapijg, imunoterapijg. 5 m. isgyvena
tik 7-12 proc. pacienty, kuriems nustatyta atokiyjy metastaziy [11, 48, 97].
Taigi TNM stadijos néra pakankamai informatyvus prognozinis ir
predikcinis Zymuo.

Planuojant SZV gydyma, gali bati atsizvelgiama ir j naviko lokalizacija
[5], taip pat j naviko diferenciacijos laipsnj ir pumpuravimasi, taciau $iuos
kriterijus sudétinga standartizuoti, dél subjektyvaus vertinimo jie néra
pakankamai tiksliis [6, 7].

SZV patogenezés molekuliniai mechanizmai gana iSsamiai istirti,
atliekama daug tyrimy, ieSkant terapiniy taikiniy ir predikciniy Zymeny,
taciau kliniskai reik§mingy Zymeny paieska riboja §iam vézio tipui biidingas
didelis genetinis heterogeniskumas [11]. Siuo metu SZV diagnostikai
taikomi keli molekuliniai zymenys [12, 14]:

e KRAS ir NRAS geny mutacijos yra predikciniai metastazavusio SZV
atsparumo biologinei anti-EGFR monokloniniy antikiiny terapijai Zymenys.
Mutuoti RAS baltymai lemia nuo EGFR nepriklausoma RAS/MAPK
signalinio kelio stimuliacijg, o tai kelia nekontroliuojamag Igsteliy
proliferacijg ir didina jy iSgyvenamuma [98]. Aktyvinanc¢ios KRAS ir NRAS
geny mutacijos (2—4 egzonuose) nustatomos atitinkamai 42-46 proc. ir 3—
4 proc. visy metastazavusio SZV atvejy [99].
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e BRAF geno mutacijos lemia agresyvesne SZV eigg ir yra siejamos su
blogesne prognoze bei atsaku | adjuvanting chemoterapija [100]. BRAF
genas, kaip ir RAS genai, yra to paties RAS/MAPK signalinio kelio narys.
Panasiai kaip mutuoti RAS baltymai, mutuotas BRAF baltymas skatina
nekontroliuojama lasteliy proliferacijg ir didesnj jy iSgyvenamuma [98].
Aktyvinan¢iy BRAF geno (V600 kodono) mutacijy nustatoma 8 proc., kity
BRAF geno mutacijy — 1,3 proc. visy metastazavusio SZV atvejy [99].
Remiantis dalies atlikty tyrimy rezultatais, BRAF geno mutacijas bandyta
sieti su metastazavusio SZV atsparumu biologinei anti-EFGR terapijai,
taciau jrodymy neigiamai predikcinei reikSmei patvirtinti nepakako [101].
kodone) metastazavusiu SZV serganéiy pacienty bendrasis igyvenamumas
ir atsakas ] taikiniy terapija reikSmingai geréja taikant kombinuotag BRAF ir
mitogenu aktyvinamy baltymy kinaziy slopikliy bei anti-EGFR terapijg [15].

e PIK3CA kinazés yra vienos svarbiausiy veiksniy PI3K/Akt/mTOR
signaliniame kelyje, kuris reguliuoja lgsteliy proliferacija ir i§gyvenamuma.
Solidiniuose navikuose, jskaitant SZN, daznai aptinkama aktyvinanéiy
PIK3CA geno mutacijy (9 ir 20 egzonuose), kurios skatina Igsteliy plitimg ir
metastazavimg. Vis délto PIK3CA mutacijy sasajos su SZV serganéiy
pacienty iSgyvenamumu yra nevienareik§més — dalis tyrimy rodo, kad
PIK3CA mutacijos koreliuoja su geresne prognoze arba neturi reik§mingy
prognoziniy sasajy, kitais tyrimais PIK3CA mutacijos siejamos su vézio
kamieniniy lasteliy gyvybingumu ir atsparumu adjuvantinei chemoterapijai
[102, 103].

e MSI pozymiai tiriami diagnozuojant SZV, susijusj su paveldimu
Lin¢o sindromu (~3 % visy atvejy), taip pat MSI yra predikcinis II stadijos
SZV atsparumo adjuvantinei chemoterapijai zymuo [13, 93]. MSI sukelia
onkogeny ir navikus slopinanéiy geny koduojamy baltymy funkcijos
praradimg. Tai lemia didelj genomo mutacijy daznj ir neopeptidy jvairove,
todél MSI navikai yra labai imunogeniski ir pasizymi didesniu NIL tankiu
negu MSS navikai. MSI buvo validuotas kaip savarankiSkas predikcinis
teigiamo atsako j anti-PD-1 imunoterapija zymuo, gydant metastazavusj
SZV [32].

e Apibendrinus pastarajj de$imtmetj atlikty SZV geny raiskos tyrimy
duomenis, sukurti keli Il stadijos SZV recidyvo rizikai prognozuoti skirti
geny raiskos profiliavimo testai, pavyzdziui, Oncotype DX®, ColoPrint® ir
ColDx®. Sie testai yra validuoti naudoti klinikingje praktikoje, ta¢iau, esant
nepakankamai duomeny pridétinei klinikinei naudai ir predikcinei reikSmei
pagrijsti, $iandien jy naudoti nerekomenduojama [12, 16].
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1.4. Vézio mikroaplinkos komponentai

Ilga laikg j vézio geneze zvelgta labiau i$ navikiniy lasteliy perspektyvos.
2000 m. D. Hanahanas ir R. A. Weinbergas, analizuodami skirtingy vézio
tipy lasteliy genotipus, iSskyré SeSis vézio vystymosi pozymius (1.2 pav.,
pilkos ikonos), kuriais akcentavo navikiniy lasteliy = gebéjima:
1) savarankiSkai apsirtipinti btinais augimo signalais; 2) jgyti atsparumg
augimg slopinantiems signalams; 3) iSvengti programuotos lgsteliy mirties
(apoptozés); 4) palaikyti neribota replikacinj potencialg; 5) skatinti ilgalaikij
angiogenezés procesa; 6) plisti j aplinkinius audinius ir metastazuoti [104].

Minéti pozymiai navikinéms lasteléms leidzia jveikti antinavikinius
apsaugos mechanizmus audinyje. Taigi kuriamy biologiniy terapijy
pagrindinis taikinys yra navikinés lastelés. Vis délto kol kas didelei daliai
pacienty biologinés terapijos néra veiksmingos, nes ilgainiui vézys jgyja
atsparumg terapijai ir progresuoja toliau [105, 106].

2011 m. D. Hanahanas ir R. A. Weinbergas apibendrino naujus tyrimy
duomenis ir i§skyré du papildomus véZio vystymosi pozymius: 1) energijos
metabolizmo perprogravima, kuriuo skatinama lasteliy proliferacija ir jy
iSgyvenamumas; 2) gebéjima iSvengti antinavikinio imuninio atsako (ypac
T ir B limfocity, makrofagy ir nattraliyjy zudikiy atsako). Tyréjai taip pat
jvardijo pagrindines visy véZio pozymiy atsiradimo prieZastis — tai navikiniy
lasteliy genominis nestabilumas ir mutabilumas bei navika infiltruojanciy
imuniniy lgsteliy sukeliamas uzdegimas (1.2 pav., skirtingomis spalvomis
isryskintos ikonos). Sia klasifikacija pabréZiama neatsiejama naviko
mikroaplinkos komponenty ir signaliniy sgveiky jtaka vézio biologijai, taip
pat i naviko mikroaplinkos komponentus orientuoty terapijy potencialas
[107].
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Lasteliy
proliferacijos
skatinimas

Lasteliy
energijos metabolizmo
perprogramavimas

Apoptozés
slopinimas

Genomo nestabilumas
ir mutacijos

Augima stabdanciy
signaly slopinimas

Atsparumas
imuniniam atsakui

Replikacinio
nemirtingumo
skatinimas

Navika skatinantis
uzdegimas

: : Lasteliy invazijos
Ar;g‘;(g)t?nei;?ses ir metastazavimo
skatinimas
1.2 pav. Vézio vystymosi poZymiai (adaptuota pagal D. Hanahang ir kt. [104, 107])

Taigi navikiniy lasteliy fiziologiniai pokyc¢iai, prisitaikymas iSgyventi,
proliferuoti ir plisti priklauso nuo saveiky su §ias lasteles supancios stromos
lastelémis ir tarplastelinio uzpildo elementais [108, 109]. Daugialypis ir
dinamiskas naviko mikroaplinkos kontekstas atsispindi galimu dvejopu —
navikg slopinanéiu arba skatinan¢iu — poveikiu. Skirtingy naviko
mikroaplinkos komponenty poveikis gali priklausyti nuo vézio lokalizacijos,
tipo, iSplitimo stadijos. Be to, tuo pat metu Sie komponentai navikines
lasteles gali veikti skirtingai. Kai kuriuose navikuose stromos lastelés
supiktybéja. Tai palanku navikui progresuoti [110].

Naviko mikroaplinkos lasteles galima skirstyti j tris pagrindines klases
[17, 111, 112]: 1) infiltruojandios imuninés lastelés — tai limfocitai, kurie
specifiSkai atpazjsta navikines lasteles ir jas naikina, taip pat uzdegiminés
lastelés, kurios reguliuoja antinavikinio imuninio atsako aktyvuma,
reguliuoja angiogeneze, apoptoze ir kitus procesus navikiniame audinyje; 2)
su véziu susije fibroblastai, miofibroblastai, kurie reguliuoja angiogeneze,
pritraukia ir aktyvina imunines lgsteles, skatina navikiniy lgsteliy
proliferacijg, iSgyvenamuma, invazija ir metastazavimg, dalyvauja
metaboliniame perprogramavime; 3) angiogeninés kraujagysliy lastelés —
endotelinés lastelés, kurios reguliuoja angiogeneze, sintetina parakrininius
trofinius veiksnius, pritraukia imunines lasteles, reguliuoja citotoksiniy
T limfocity ir natdraliyjy Zudikiy atsaka, skatina navikiniy lgsteliy plitima.
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Kitas svarbus naviko mikroaplinkos komponentas yra tarplastelinis
uzpildas, kurj sudaro jvairios skaidulinés molekulés, glikoproteinai,
proteoglikanai, polisacharidai ir kt. Tarplastelinis uzpildas yra nuolat
degraduojamas fermenty, tada uzpildomas fibroblasty gaminamais
baltymais. Dél S§iy pertvarkymy audinys nuolat apriipinamas augimo
veiksniais, kurie palaiko homeostazg ir regeneruoja audinj. Tarplastelinis
uzpildas ne tik suteikia audiniui strukttira, bet ir tiesiogiai ar parakrininiais
mechanizmais sgveikauja su naviko mikroaplinkos lastelémis. Dazniausiai,
esant ankstyvosioms vézio stadijoms, tarplastelinis uzpildas kartu su stromos
lastelémis slopina naviko vystymasi, taCiau, ligai progresuojat, gali igyti
navikg skatinanéiy savybiy [108, 113]. Neatsiejama naviko mikroaplinkos
sgveiky dinamikos dalis yra parakrininés, endokrinés signalinés molekulés
(citokinai, chemokinai, augimo veiksniai ir kt.), kurios reguliuoja navikiniy
lasteliy ir naviko mikroaplinkos komponenty aktyvumg, pokyCius ir
tarpusavio rySius [114].

Dél funkceijy ir sgveiky jvairovés, taip pat dél specifiniy audinio savybiy,
apibendrinti naviko mikroaplinkos komponenty kliniking reik§me gana
sudétinga, taCiau tyrimai atskleidzia potencialius prognozinius ir
predikcinius zymenis. Pavyzdziui, jprastai naviko mikroaplinkoje formuojasi
tankesnis, tvirtesnis tarplastelinis uZpildas, kuris daznai inkapsuliuoja
navikiniy lasteliy klasterius ir tampa barjeru chemoterapiniams vaistams
patekti. Neleidziama patekti ir deguoniui, maisto medZziagoms,
metabolitams — tai sukelia hipoksija ir metabolinj stresg. Minétina, kad taip
aktyvinami antiapoptotiniai ir atsparumo vaistams mechanizmai [115]. Tai
tik keli i§ galimy mechanizmy, kurie paaiSkina su solidiniy naviky
tarplastelinio uzpildo strukttira siejamy Zymeny prognozinj potenciala.

Vienas i§ biologiSkai ir kliniskai reik§mingiausiy naviko mikroaplinkos
veiksniy yra vietinis imuninis atsakas. Geny raiskos ir in situ baltymy
tyrimais jrodyta, kad imuninio infiltrato komponentai koreliuoja su pacienty,
serganciy skirtingo tipo ir iSplitimo stadijos véziu, klinikine ligos eiga ir
iSgyvenamumu. Nustatyta, kad NIL yra stipris prognoziniai Zymenys
melanomos, SZV, kriities, plau¢iy, gimdos kino ir kity vézio tipy atvejais
[23, 24, 37, 117].

1.5. Imuninis atsakas vézio mikroaplinkoje

Navika infiltruoja jvairios jgimto ir adaptyvaus imuniteto lastelés. Jy
funkcijos ir pasiskirstymas audinyje priklauso nuo vézio tipo ir naviko
mikroaplinkos komponenty visumos kiekvienu individualiu Kklinikiniu
atveju.  Imuninés lastelés  pasizymi  tieck  citotoksinémis, tiek
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imunosupresinémis savybémis, todél antinavikinio imuninio atsako
efektyvumui jtakos turi jy proporcijos ir tarpusavio sgveikos naviko
mikroaplinkoje.

Igimto imuninio atsako lgstelés infiltruoja pazeista audinj ir sukelia
uzdegima: Salina patogenus, pazeistas lgsteles, aktyvina ir kontroliuoja
imuninj atsaka bei audinio regeneracijg. Lastelés pasizymi audiniy
suderinamumo komplekso (angl. major histocompatibility complex; MHC) |
ir II klasiy molekuliy bei kostimuliuojan¢iy molekuliy aktyvumu, sintetina
uzdegimg skatinanéius citokinus ir chemokinus, kurie pritraukia, aktyvina
efektorinius T ir B limfocitus. Vis délto, paskatintos tam tikry naviko
mikroaplinkos ar navikiniy lgsteliy signaly, uzdegiminés lastelés inicijuoja ir
imunosupresinius procesus (siejamus su autoimuninés reakcijos ir audinio
atsinaujinimo reguliavimu), todél ilgai trunkantis uzdegimas audinyje yra
palankus navikui progresuoti [18, 19, 118]. Vienos gausiausiy uzdegiminiy
lasteliy naviko mikroaplinkoje yra [18, 118]:

e neutrofilai, skirstomi j N1 (navika slopinancius) ir N2 (navika
skatinancius) fenotipus. N1 tipo neutrofilai paruosia efektorines T lasteles
navikinéms lasteléms naikinti, skatina navikiniy lasteliy apoptoze, is$skiria
lasteliy lize skatinanéias reaktyvias deguonies formas, dalyvauja
humoraliniame imuniniame atsake. N2 tipo neutrofilai atlieka svary
vaidmenj, kurdami imunosupresing naviko mikroaplinka. Jie skatina
angiogenezg, naviko progresavimg ir metastazavimg, sukelia 1étinj
uzdegima, slopina citotoksinius T limfocitus. N2 tipo neutrofilai j naviko
mikroaplinka pritraukia makrofagus ir reguliacines T lgsteles, taip
skatindami navikiniy lasteliy iSgyvenamuma.

e Makrofagai naikina navikines lasteles, funkcionuoja kaip antigenus
pristatanCios lgstelés, taciau gali skatinti angiogenezg, navikiniy lgsteliy
proliferacijg, invazijg ir metastazavimg, slopinti apopotoze ir citotoksiniy
T limfocity ~ atsakg. Makrofagai yra plastiSkos Igstelés.  Navikui
progresuojant, jos lengvai perprogramuoja savo geny raiS$kg. Esant
ankstyvosioms vézio stadijoms, makrofagai aktyvinami klasikiniu keliu ir
igyja M1 fenotipa (uzdegima skatinantys makrofagai). M1 makrofagai
pristato antigenus ir sintetina uzdegiminius citokinus ir chemokinus, kurie
skatina imuninj atsaka. Esant pazengusioms vézio stadijoms, makrofagai
aktyvinami alternatyviu keliu ir jgyja M2 fenotipa (uzdegimg slopinantys
makrofagai). ~ Sie  makrofagai  sintetina  kraujagysliy  endotelio
augimo faktoriy ir antiuzdegimines molekules, taip skatina angiogeneze ir
imunosupresinius procesus. Be to, makrofagai gali slopinti natiraliyjy
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zudikiy ir T lasteliy aktyvumag bei sintetinti PD-L1, kuriuo slopina
citotoksinius T limfocitus.

e Dendritinés lastelés yra profesionalios antigenus pristatancios
lastelés — jos atpaZjsta ir sunaikina patogenus ar negyvas navikines Igsteles,
0 jy peptidus pristato T lasteléems, reziduojanioms antrinése ir tretinése
limfoidinése strukttirose.

Navika infiltruojancios adaptyvaus imuninio atsako Igstelés yra
specifinés naviko antigenams, jos tiesiogiai naikina navikines lgsteles ir
sintetina citokinus, chemokinus, kurie reguliuoja citotoksing reakcija. Vienos
i§ pagrindiniy adaptyvaus atsako lasteliy [109, 119-121]:

e citotoksiniai T limfocitai (CTL), sintetinantys CD8 koreceptoriy
(CDB8+), tiesiogiai naikina navikines lgsteles. CTL aktyvinami antigenais,
kurie pateikiami per MHC | klasés molekules. PrieSingai negu naiviosioms
T lasteléms, CTL kostimuliuojantys signalai antigenams atpaZzinti néra
reikalingi. CTL sintetina citokinus bei perforing ir granzimus, kuriems
budingas citolitinis aktyvumas. CTL saveikauja su atakuojama lgstele ir
i§leidzia citolitines granules | imunologing sinapsg, taip sukelia lgstelés
apoptoze.

e Pagalbinés T lastelés, sintetinancios CD4 koreceptoriy (CD4+),
atpazjsta antigenus, kuriuos pateikia MHC Il klasés molekulés. I$skiriami
skirtingi pagalbiniy CD4+ T lasteliy tipai: Thl, Th2, Th17 ir kt. Thl tipo
lastelés sintetina citokinus (INF-y, IL-2, TNF-a ir kt.), stiprina uzdegiminj
imuninj atsaka, dalyvauja B lgsteliy antikiny gamyboje; Th2 tipo lastelés
sintetina citokinus (IL-4, -5, -6, -10, -13 ir kt.), kuriais skatina
neuzdegiminj imuninj atsaka, dalyvauja B lasteliy antikiny gamyboje; Th17
tipo lgstelés yra pagrindinés efektorinés uzdegimg skatinancios lastelés, jos
sintetina citoking IL-17, kuris j navikg pritraukia makrofagus, neutrofilus.

e Reguliacinés CD4+ T lgstelés reguliuoja citotoksiniy T lagsteliy,
pagalbiniy CD4+ T lasteliy ir B lasteliy saveikas su antigenais. Sios lastelés
dalyvauja palaikant perifering imunologing tolerancija, slopina imuninj
atsakg ir uzkerta kelig autoimuninei reakcijai. Jos sintetina imunosupresnius
citokinus (IL-10, IL-35 ir kt.), sintetina Foxp3 (angl. forkhead box P3)
transkripcijos veiksnj, kuris silpnina gretimy imuniniy lasteliy atsaka.

o Atminties T lgstelés, sintetinancios CD45RO antigeng (CD45RO+).
Po pirminio imuninio atsako atminties T lastelés islieka limfoidiniuose
organuose ir periferiniuose audiniuose. Sios lastelés, pakartotinai aktyvintos
tais paciais antigenais, gali tuoj pat atlikti efektorines funkcijas
periferiniuose  audiniuose. Véliau vyksta jy kloniné ekspansija
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limfoidiniuose organuose, taip formuojasi antrinis atsakas prie§ antigenus.
Siy Igsteliy atsakas j antigenus yra daug greitesnis negu naiviyjy T Iasteliy.

o B lgstelés, sintetinanéios CD20 antigeng (CD20+), yra pagrindinés
humoralinio atsako lgstelés. Jos daugiausiai lokalizuojasi naviko IK, taciau
infiltruoja ir naviko Serdj. Tyrimai parodé, kad, veikiant jvairiems naviko
mikroaplinkos ~ veiksniams, navika infiltruojancios B lastelés gali
diferencijuotis j skirtingus potipius, kurie atlieka keleta funkcijy: iSskiria
naviko antigenams specifinius antikiinus (plazminés lgstelés), atlieka
antigenus pateikianciy lasteliy funkcija, i$skiria citokinus, taip pat gali atlikti
imunosupresines funkcijas (reguliacinés B lastelés). B lastelés navikines
lasteles veikia ne tik tiesiogiai, bet ir reguliuodamos pagalbiniy ir
reguliaciniy T lgsteliy bei natiiraliyjy Zudikiy aktyvumg. Taip pat B Igstelés,
kartu su T ir dendritinémis lgstelémis, lokalizuojasi $alia naviko esanciose
tretinése limfoidinése struktirose, kurios siejamos su T ir B lasteliy
pritraukimu, aktyvinimu ir proliferacija.

Taigi antinavikinio imuninio atsako aktyvumg naviko mikroaplinkoje
reguliuoja daugybé skirtingy lasteliy tipy. Apibendrinant in situ imuninio
infiltrato tyrimy duomenis, galima teigti, kad dazniausiai pirminiuose
navikuose dideli bendryjy (CD3+) limfocity, Th1/CTL ir atminties T lasteliy
tankiai slopina navikiniy lasteliy invazija ir metastazavima, koreliuoja su
geresne ligos eiga ir ilgesniu isgyvenamumu, sergant skirtingomis vézio
atmainomis, jskaitant SZV [20, 21]. Naviko mikroaplinkoje tretinés
limfoidinés struktiiros, kuriose susitelkusios subrendusios dendritinés
lastelés, T lIgstelés ir proliferuojanéios B Igstelés, koreliuoja su intranavikine
Th1/CTL ir B lgsteliy infiltracija ir yra geros prognozés veiksnys SZV ar
Kity veézio tipy atvejais [122].

1.5.1. Imuninis atsakas ir mikrosatelity nestabilumas

Tyrimais nustatyta, kad daugelio vézio tipy atvejais didelé naviko mutacijy
nasta (angl. tumour mutational burden; TMB) skatina navikui specifiniy
peptidy susiformavimg, todél iSauga tikimybé atsirasti potencialiai
imunogeniskiems epitopams, kuriais aktyvinamas antinavikinis imuninis
atsakas [123, 124]. Navikiniy lasteliy, kuriose MMR sistemos baltymai
nefunkcionuoja, mikrosatelity sekose kaupiasi mutacijos. Dalis jy atsiranda
koduojancéiose ar reguliacinése navikg slopinanéiy bei protoonkogeny
sekose, o tai sukelia hipermutageninj fenotipg [125]. Tiriant SZN, kuriems
biidingas MSI, nustatyta teigiama koreliacija tarp rémelio poslinkio mutacijy
daznio ir efektoriniy CTL tankio. Didelé dalis $iy naviky turi atviro skaitymo
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rémelio mutacijy lasteliy ciklo ir apoptozés genuose, tai lemia specifiniy
neopeptidy, smarkiai didinanéiy limfocity infiltracija | naviko IK,
susidarymg [126, 127]. SZN, kuriems biidingas MSI, palyginti su navikais,
turin¢iais MSS, pasizymi reikSmingai didesniais aktyvuoty CTL, atminties ir
pagalbiniy T lasteliy tankiais ir tam tikry citokiny bei chemokiny sinteze
[128]. Retrospektyviniy kohortiniy tyrimy metaanaliziy duomenimis, MSI
siejamas su gera SZV prognoze, nepriklausomai nuo véZio stadijos
[129, 130].

SZN, kuriems bidingas MSI, pasizymi didesne sinteze imuninés patikros
tasky baltymy, tokiy kaip PD-1, PD-L1, 4-asis citotoksiniy T limfocity
antigenas (CTLA-4) ir kt., kurie ,atsveria“ antinavikinj Th1/CTL atsaka
naviko mikroaplinkoje [131]. SZN, skirtingai negu melanomose, inksty ar
plauciy navikuose, PD-L1 dazniausiai sintetina infiltruojancios mieloidinés
lastelés (navikinés lastelés turi labai mazai PD-L1). Tai i§ dalies paaisSkina
SZN, kuriems biidingi MSS ir negausus imuninis infiltratas, silpng atsakg j
anti-PD-1/PD-L1 terapija. Prieingai, SZN, kuriems biidingas MSI ir gausus
imuninis infiltratas, nustatytas reik§mingas objektyvus ir ilgalaikis atsakas j
anti-PD-1 ir anti-CTLA-4 terapijas [30, 132].

1.5.2. Imuninis atsakas ir imunoterapija

Idéja gydyti vézj nukreipiant pries jj paties paciento imuning sistema kilo dar
XIX a., kai W. Coley isbandé gydymg taikant kar$¢iu paveikty S. pyogenes
ir Serratia marcescens bakterijy injekcijas, kurios skatino antinavikinj
imuninj atsakg ir 1émé geresng pacienty, sirgusiy skirtingo tipo véziu, ligos
eiga [133]. XXa.pr. iskelta imuninés priezitiros hipotezé. Naujos
eksperimentiniy tyrimy strategijos atskleidé navikui specifinio T lasteliy
atsako svarbg ligos regresijai [134]. Pastaraisiais deSimtmeciais iSsamis
vézio imunomo tyrimai paskatino naujy terapijy, aktyvinanéiy antinavikinj
imuninj atsakg, paieska. Siandien kuriamy imunoterapijy spektras platus —
tai terapinés ir profilaktinés vézio vakcinos, adaptyviy T lasteliy, imuninés
patikros tasky slopikliy (angl. immune checkpoint inhibitors; ICI), pries T ir
navikines lasteles nukreipty bispecifiniy slopikliy, taip pat maZos
molekulinés masés moduliatoriy, onkolitiniy virusy terapijos [135].

Siandien perspektyviausios yra monokloniniy antikiiny imunoterapijos,
nukreiptos pries CTLA-4 ir PD-1 receptorius ar PD-L1 ligandg. CTLA-4 ir
PD-1 yra T lasteliy pavirSiaus receptoriai, kurie, sgveikaudami su ligandais,
antigenus pristatanciy ir navikiniy lasteliy pavirSiuose slopina T Igsteliy
atsakg ir taip apsaugo audinius nuo autoimuninés reakcijos. Vis délto tuo pat
metu stabdomas ir antinavikinis imuninis atsakas. Klinikiniy tyrimy
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duomenimis, Siy receptoriy blokada suaktyvina citotoksinj T lasteliy atsaka
ir reikSmingai pailgina iSplitusiu véziu serganCiy pacienty iSgyvenamuma
[136, 137]. 2018 m. J. P. Allisonui ir T. Honjo, sukiirusiems anti-CTLA-4 ir
anti-PD-1 imunoterapijas, skirta Nobelio fiziologijos ir medicinos premija
[138].

CTLA-4 sintetinamas naiviosiose ir reguliacinése T lastelése. Sis
receptorius jungiasi su B7 ligandu antigenus pristatan¢iy lasteliy pavirSiuje,
taip blokuodamas T lgsteliy CD28 koreceptoriaus ir antigenus pristatanciy
lasteliy B7 ligando sgveikg (1.3 pav.). Tai sumazina efektorines lgsteles
aktyvinanciy citokiny, tokiy kaip IL-12, taip pat citotoksiniy fermenty, tokiy
kaip perforinas ir granzimas B, i$skyrima [138, 139]. Atliekant klinikinius
anti-CTLA-4 monoterapijos (ipilimumabas) tyrimus, 22 proc. pacienty,
sirgusiy iSplitusia melanoma, pastebétas ilgalaikis atsakas, t.y. bendrasis
iSgyvenamumas sieké 3—10 m. (jprastai iSplitusios melanomos atveju 5 m.
iSgyvena apie 10 proc. pacienty) [136]. 2011 m. FDA patvirtino ipilimumabg
neoperuojamos I11-1V stadijos melanomai gydyti. Kity lokalizacijy vézio
atvejais anti-CTLA-4 terapija yra maziau efektyvi [140, 141]. Atsaka j
imuninés patikros taSky slopikliy terapijas salygoja jvairlis veiksniai,
jskaitant naviko imunogeniskuma, imuniniy lasteliy infiltravima, taip pat
audiniui specifiniy reguliaciniy T lasteliy ir kity imunosupresiniy lgsteliy
naviko mikroaplinkoje populiacijos, jy proporcijos [142, 143].

PD-1 yra sintetinamas aktyvuotose ir iSsekusiose T lastelése, taip pat
B lastelése ir natiiraliosiose Zzudikése bei mieloidinés kilmeés lastelése. Siam
receptoriui susijungiant su PD-L1/PD-L2 ligandais antigenus pristatanciy
arba navikiniy lagsteliy pavirSiuje, T lasteliy aktyvumas slopinamas,
stabdoma citokino IL-2 sintezé. T lasteliy funkcija slopinti gali ir navikiniy
lasteliy pavirSiaus PD-L1/PD-L2 ligandy sgveika su antigenus pristatanéiy
lasteliy CD80 ligandu (CD28 receptoriaus ligandas) (1.3 pav.) [138, 139].
Klinikiniy anti-PD-1 monoterapijy (nivolumabas, pembrolizumabas) tyrimy
metu ilgalaikis atsakas nustatytas 30—40 proc. pacienty, sirgusiy iSplitusia
melanoma [137].

2014 m. FDA patvirtino nivolumabo ir pembrolizumabo terapijas
neoperuojamai isplitusiai melanomai gydyti. Véliau anti-PD-1/PD-L1
terapijos patvirtintos ir esant nesmulkialgsteliniam plauciy véziui, inksty
lasteliy, galvos ir kaklo plokséialastelings, urotelio karcinomoms, SZV ir
kity lokalizacijy véziui (atsakas siekia 15-30 proc.) [139]. Pastaryjy mety
tyrimy duomenimis, kombinuotos anti-CTLA-4 ir anti-PD-1 terapijos yra
efektyviausios gydant i$plitusiag melanoma, inksty lasteliy karcinomg ir SZV,
kuriam biidingas MSI. Siandien toliau tgsiamos tinkamiausiy imunoterapijy
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ir adjuvantiniy terapijy kombinacijy paieskos skirtingiems vézio tipams
gydyti [139, 144].

Antigeng
pristatanti
lgstelé
B7,
cozsé 'B7.1/2
L /' (cD80/86)
J CTLA-4 |
S Aktyvinta \\
= T Igstelé \
Anti-PD-(L)1 Anti-CTLA-4

1.3 pav. T lastelés PD-1 ir CTLA-4 receptoriy saveiky schema (adaptuota pagal A. R. Arefg ir
kt. [145]): aktyvinta T lastelé kontaktuoja su antigeng pristatancia lgstele ir navikine lastele
per PD-1 ir PD-L1 bei CTLA-4 ir B7-1/2 saveikas. Navikui specifiniai antigenai T lastelés
receptoriui (TCR) yra pristatomi per MHC kompleksus APL ar navikinés lastelés pavirsiuje.
T lastelés CD28 koreceptorius saveikauja su APL B7 ligandu. Anti-PD-(L)1 ir anti-CTLA-4
antikiinai vaizduojami atitinkamai mélyna ir raudona spalva.

2020 m. FDA patvirtino anti-PD-1 terapija kaip pirmos eilés terapija
neoperuojamam metastazavusiam SZV, turin¢iam MSI pozymiy, gydyti. Vis
délto apie 60 proc. pacienty terapinis atsakas néra reik§mingas [32, 33].
Naujai atlikty tyrimy duomenimis, SZN, kuriems bidingas MSI, gali labai
skirtis NIL pasiskirstymu. Be to, 26-35 proc. $iy naviky pasiZzymi negausiu
imuniniu infiltratu, kuris jprastai siejamas su navikais, kuriems btidingi MSS
[34]. SZN, kuriems biidingi MSS, yra neimunogeniski ir turi silpng CTL
atsaka, taip pat mazg imuninés patikros tasky receptoriy sinteze, todél net
95 proc. §iy naviky imunoterapijos néra veiksmingos [146]. Taigi anti-PD-1
imunoterapijos efektyvumas SZV priklauso nuo naviko mikroaplinkos
konteksto, o NIL tankio skirtumai SZN, kuriems baidingas MSI, i§ dalies
paaiskina MSI kaip prognozinio / predikcinio Zzymens informatyvumo
trikumg ir orientuoja j NIL kiekybinius matavimus.

1.6. Imuninis atsakas audinio kontekste

Pastaraisiais deSimtmeciais daugéjant antinavikinio imuninio atsako, kaip
vieno i§ svarbiausiy veiksniy naviko formavimosi ir progresavimo
procesuose, jrodymy, suintensyvéjo in situ imuninio infiltrato tyrimai.
Histologinius preparatus vertinant tiek vizualiai (mikroskopuojant), tiek
remiantis skaitmeninés jy vaizdo analizés algoritmais, nustatyta, kad stiprus

33



prognozinis veiksnys yra ne tik NIL tankis — ne maziau svarbis ir erdviniai
NIL pasiskirstymo naviko mikroaplinkoje aspektai [37, 117].

1996 m. Y. Naito ir bendraautoriai pritaik¢ dvigubos THC metoda ir
jvertino proliferuojan¢iy CTL (Ki67+ CD8+ T lasteliy) pasiskirstyma
Epsteino—Baro  viruso  sukeltos Zzmogaus  skrandzio  karcinomos
mikroaplinkoje: nustaté didesn] tarp navikiniy lasteliy jsiterpusiy, perforing
sintetinan¢iy CTL kiekj, todél susiejo Sias lasteles su antinavikiniu imuniniu
atsaku ir geresne ligos eiga [147]. Tuomet tyréjai atliko proliferuojanciy
CTL pasiskirstymo mogaus SZV mikroaplinkoje analiz¢ [148]: CTL
skaiciavo tarp navikiniy lasteliy, jas supancioje stromoje, taip pat naviko IK
ir nustaté, kad, nors navikiniame epitelyje CTL buvo daug maZiau negu
stromoje ar naviko IK, tarp navikiniy lasteliy besiskverbiancios, granzima B
sintetinan¢ios CTL buvo nepriklausomas ilgesnio pacienty iSgyvenamumo
veiksnys, stiprumu prilyges Dukes (arba TNM) stadijoms [148].

I$samius  imuninio infiltrato  SZV  mikroaplinkoje  sasajy  su
mikrometastaziy rizika tyrimus atliko ir F. Pages bei kt. [149]: taikant geny
raiskos profiliavimg, tékmés citometrijg ir skaitmening in situ imuniniy
lasteliy pasiskirstymo analizg, nustatyta, kad efektorinés atminties
(CD4RO+) T lagstelés buvo susijusios su mazesne navikiniy lgsteliy plitimo j
limfovaskulines ir perineurines struktaras bei sritinius limfmazgius tikimybe.

Minéta tyréjy grupé netrukus paskelbé vieng esminiy publikacijy,
atkreipusiy mokslo bendruomenés démesj j adaptyvaus imuninio atsako
komponenty prognozine verte [81]. Lygindami tris nepriklausomas SZV
pacienty imtis, tyréjai atliko skaitmening audiniy mikrogardeliy vaizdy
analize, vertino imuniniy lgsteliy pasiskirstymg naviko IK ir Serdyje.
Tiksliausias pacienty stratifikavimas j aukstos ir Zemos rizikos grupes buvo
pasiektas vertinant CD3+, CD8+ ar CD45RO+ T lasteliy tankiy abiejuose
regionuose santykius. CD3+ T lgsteliy tankio naviko IK ir Serdyje
kombinacija buvo statistiSkai reik§mingiausia. Stipri imuniné reakcija
koreliavo su ilgesniu pacienty bendruoju iSgyvenamumu ir iSgyvenamumu,
nesant ligos progresavimo, nepriklausomai nuo pirminio naviko invazijos ar
i$plitimo | sritinius limfmazgius. Negausus imuninis infiltratas buvo blogos
prognozés veiksnys net ir mazai iSplitusiy naviky atvejais. Prasciausia
prognoze, prilygstanti 1V stadijos vézio prognozei, pacienty grupei buvo
i$skirta sujungiant CD3+ ir CD45RO+ T lasteliy tankiy naviko IK ir serdyje
rodiklius.

Siuos stebéjimus J. Galonas ir bendraautoriai apibendrino nauja imuninio
konteksto samprata [25]. Ja pabréziama, kad kompleksinis imuniniy lasteliy
tipo (funkcijos), tankio ir lokalizacijos naviko mikroaplinkoje vertinimas
geriausiai iSreiskia antinavikinio imuninio atsako potencialg ir gali suteikti
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prognozinés informacijos, svaresnés uz standartinius anatominio véZio
iSplitimo kriterijus.

1.6.1. Imuninio konteksto vizualus vertinimas

Antinavikiniam imuniniam atsakui vertinti pasitlytas ,,véZio imunogramos®
modelis, kuris atsizvelgia ] 7 parametry klases. Tai: 1) naviko
imunogeniS$kumas; 2) bendrasis imuninis atsakas; 3) efektoriniy T lgsteliy
infiltravimas j navika; 4) imuninés patikros tasky receptoriy sintezé; 5) tirpiis
imunosupresiniai mediatoriai; 6) imunosupresiniai metabolitai; 7) naviko
rezistentiSkumas efektoriniy imuniniy lasteliy atsakui. Siekiant jvertinti
imuninj atsakg naviko mikroaplinkoje, tikslingiausia bty atlikti kombinuotg
charakteringiausiy Zymeny analize. Minétina, kad vienais atvejais imuninio
atsako aktyvuma gali riboti naviko imunogeniSkumo stoka, kitais atvejais —
tam tikri imunosupresiniai veiksniai. Vis délto viena svarbiausiy imuninio
atsako aktyvumo salygy yra NIL polinkis infiltruoti navika [150].

NIL pasiskirstymui vizualiai vertinti mikroskopuojant histologinius
preparatus taikomos skirtingos kokybinés ir pusiau kiekybinés sistemos,
atsizvelgiant j vézio tipg [151-153]. Vizualus NIL pasiskirstymo vertinimas
priklauso nuo tyréjo interpretacijos. Vadinasi, keliy tyréjy (ar to paties
tyréjo) skaiCiavimo rezultatai tais paciais atvejais gali skirtis, todél tokie NIL
matavimai néra atkartojami ir taikomi klinikingje praktikoje. 2017 m.
Tarptautiné imunoonkologijos biozymeny darbo grupé (angl. International
Immuno-Oncology Biomarker Working Group) [23, 24], siekdama
standartizuoti vizualiu vertinimu pagrjstus NIL matavimus solidiniuose
navikuose, parengé gaires (pateikta glaustai):

1NIL laikomos visos mononuklearinés Igstelés naviko pjavio
hematoksilino-eozino preparate;

2) NIL kiekis vertinamas iSreiSkiant procentu audinio plota, kuris yra
tankiai infiltruotas NIL;

3) NIL turi bati vertinami atskirai stromoje ir navikiniame epitelyje;

4) NIL vertinami atskirai naviko serdyje ir IK (1 mm plocio juosta aplink
stromos audinio ir navikinio epitelio saly¢io riba) (1.4 pav.);

5) analizuojamas visas méginys, neisskiriant ,.karstyjy tasky*;

6) naviko periferijoje esanti stroma, taip pat nekrozés, autolizés ar kiti
audinio regionai su artefaktais nevertinami;

7) NIL vertinami navikuose, kuriems gydyti netaikyta neoadjuvantiné
terapija.
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1.4 pav. Naviko regionai: A — naviko Serdis, kuri apima navikinj audinj iki naviko invazijos
krasto (IK); B — naviko invazijos krastas (IK; 1 mm plocio); nubrézta linija, skirianti navikinj
epitelj ir stromos audinj naviko periferijoje (raudonos sp. linija) ir ribos, nutolusios 500 pm
atstumu nuo $ios linijos j naviko puse ir stromos puse¢ naviko periferijoje (geltonos sp. linijos)

Vis délto, atsizvelgiant j visas rekomendacijas, vizualus NIL vertinimas
iSlieka subjektyvus — analizuojant vizualiai, nejmanoma NIL tankio i$reiksti
iStisiniu  kintamuoju, sudétinga atsizvelgti j NIL pasiskirstymo audinyje
heterogeniSkumg. Taip pat galimos suvokimo klaidos, pavyzdziui, NIL
tankis gali buti nepagrjstai laikomas didesniu, kai navike yra maziau
stromos. Minétina, kad NIL skaiCiavimai didesniuose naviky pjaviuose
uzima daug laiko, be to, vizualus / rankinis vertinamo regiono (naviko
Serdies ir IK) parinkimas taip pat yra NIL matavimy variacijos Saltinis
[154, 155]. Taigi vizualus NIL vertinimas mikroskopuojant hematoksilino-
eozino preparatus (kuriuose negalima atpazinti skirtingy NIL populiacijy,
kurios skiriasi savo funkcijomis ir jtaka navikui progresuoti), jprastas
visuose patologijos centruose, néra pakankamai tikslus ir informatyvus
metodas NIL matuoti. Imuniniy lasteliy pasiskirstymo naviko
mikroaplinkoje analiz¢ galima objektyvizuoti taikant skaitmening IHC ar
imunofluorescencijg ir dirbtinio intelekto algoritmus, o duomeny analitikos
metodais galima kiekybiskai iSreiksti NIL erdvinio pasiskirstymo aspektus,
kurie, vertinant vien Zvilgsniu, neapskai¢iuojami.

1.6.2. Imuninio konteksto vertinimas skaitmeninés patologijos metodais

Skaitmeninés patologijos ir dirbtinio intelekto algoritmais Siandien
sprendziamos jvairios audinio komponenty mikroskopiniame vaizde
vertinimo uzduotys: analizuojamos navikiniy lasteliy mitozés [156],
(mikro)metastazés limfmazgiuose [157], uZdegiminiy lgsteliy infiltratai
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[158], kolageno gijy formos ir issidéstymas naviko mikroaplinkoje [159] ir
kt. Palaipsniui dirbtinio intelekto Kklasifikatoriai pritaikomi jvairioms
diagnostikos uzduotims, pavyzdziui, automatizuotam kepeny fibrozés stadijy
nustatymui [160] arba prostatos véziui klasifikuoti, taikant Gleasono sistema
[161]. Pastaraisiais metais daugéja tyrimy, kai, taikant dirbtiniais neuroniniai
tinklais pagristus klasifikatorius, nustatomi audinio ,antspaudai“ (angl.
fingerprints). Vizualiai tyrinéjant audinj, Zmogaus akiai jie nematomi, taciau
koreliuoja su Zinomais biologiniais Zymenimis [162]. Siuo metu vienas is
aktualiy skaitmenine vaizdo analize pagrjsty vézio tyrimy uzdaviniy yra
imuninio konteksto matavimo sistemy, kurios leisty automatizuoti ir
objektyvizuoti antinavikinio imuninio atsako vertinimg bei nustatyti
tinkamiausius prognozinius ir predikcinius rodiklius, kiirimas.

Histologiskai navikai klasifikuojami pagal NIL erdvinj pasiskirstyma
naviko mikroaplinkoje. Skiriami: 1) navikai, kuriems budingas uzdegimas
(,,karsti“ navikai): Sie navikai pasizymi dideliu NIL, ypa¢ CD8+ T lasteliy,
tankiu, taip pat padidéjusia imuninés patikros tasky zymeny, jskaitant PD-
L1, sinteze ir didele naviko mutacijy nasta; 2) navikai, kuriems budingas
statiSkas (,,sustabdytas®) imuninis atsakas (,,stromos T lgsteliy fenotipo*
navikai): nepaisant didelés naviko mutacijy nastos, NIL susikaupia naviko
IK ir (ar) intranavikingje stromoje, taciau j navikinj epitelj nesiskverbia —
NIL infiltravimg ir (ar) aktyvumg slopina imunosupresinis stromos
aktyvumas, mieloidinés kilmés supresinés lastelés ir angiogenezés procesai;
3) navikai, kuriems nebtidingas uzdegimas (,,8alti* ar ,,imuninés dykumos*
navikai): pasiZzymi labai mazu NIL tankiu, genetiniu nestabilumu, stipriai
proliferuoja. Taigi limfocity polinkis infiltruoti navikg i§ dalies isreiSkia
antinavikinio imuninio atsako potencialg. Minétina, kad imunoterapijy,
aktyvinanc¢iy T lgsteles, efektyvumas daug mazesnis ,,8altuose® ar ,,stromos
T lasteliy fenotipo® navikuose. Pabréztina, kad skirtingi vézio tipai
(histologiniai potipiai) gali skirtis $iy NIL pasiskirstymo fenotipy santykiais
[163, 164]. Dabar minétiems fenotipams tirti kuriamos kompiuterings,
kiekybinés ir erdvinés analitikos principus integruojan¢ios NIL matavimo
sistemos [165, 166].

Skaitmeninés vaizdo analizés apima kelis etapus: 1) tiriamo regiono
segmentavima; 2) tiksliniy lgsteliy populiacijy (audinio) struktiiry nustatymag
tirlamame regione; 3) Siy lasteliy (struktary) pasiskirstyma (viena Kitos
atzvilgiu) tame paCiame ar skirtinguose tiriamuose regionuose. Navikinio
audinio komponentams ir lasteléms klasifikuoti taikomi masininio
mokymosi ar dirbtiniy neuroniniy tinkly algoritmai, kurie pagal pateiktus
pavyzdzius arba savaranki$kai geba nustatyti audinio struktiiras ir Igsteliy
branduolius, taip pat atpazinti IHC Zymeny raiska. Siais algoritmais galima
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atlikti tikslius NIL populiacijy matavimus skirtinguose naviko mikroaplinkos
komponentuose: stromoje, navikiniame epitelyje, limfoidiniuose folikuluose
ar in situ komponentuose [23, 24, 83]. Skirtinga prognozing verte turi ir
imuniniai infiltratai naviko Serdyje ir IK. Remiantis Tarptautinés
imunoonkologijos biozymeny darbo grupés gairémis, SZV atveju NIL
matavimus rekomenduojama atlikti atskirai naviko Serdyje ir IK, tadiau
kiausidziy vézio atveju NIL naviko Serdyje ir IK turi bati analizuojami kartu,
0 pirminio smegeny véZio atveju reikéty atsizvelgti j NIL tiek naviko
Serdies, tiek IK bei perivaskuliniuose ir perinekrotiniuose regionuose [23,
24]. Vis délto dél sudétingos audinio morfologijos daugeliu skaitmeninés
vaizdo analizés platformy naviko [IK nustatymas néra visiskai
automatizuotas, t.y. tyréjas rankiniu badu nubrézia jo vertinimu IK
atitinkancig linija, tada aplink Sig linija automatiskai i$skiriama tam tikro
plo¢io zona [167, 168]. Rankinis naviko IK nustatymas sglygoja NIL
matavimy variacijas, todél ieSkoma visiSkai automatizuoty IK arba naviko ir
stromos saveikos regiony nustatymo visame navike alternatyvy, taciau
dazniausiai sitlomi metodai pagristi specifiniais bioinformaciniais
algoritmais ir (ar) audinio paruoSimo protokolais [169], kurie néra tinkami
rutininei diagnostikai.

Naviko  viso pjavio vaizde, iSrySkinant daugybine IHC,
imunofluorescencija ar jvairiais mikroskopijos metodais [170], galima
analizuoti skirtingas lasteliy populiacijas. Skaitmeninés vaizdo analizés
algoritmais nustatomos tiriamy lgsteliy koordinatés vaizde, toliau duomenys
analizuojami erdvinés analitikos principais. Vaizduose nustatomi imuniniy
lasteliy tankiy ,karstieji taskai®, matuojami atstumai tarp imuniniy ir
navikiniy lgsteliy, sudaromi imuniniy lgsteliy klasteriy zemélapiai ir pan.
[27, 165, 171]. Sie erdviniai NIL pasiskirstymo naviko mikroaplinkoje
aspektai iSreiskiami kiekybiniais rodikliais, o jy koreliacijos su pacienty
iSgyvenamumu pagrindzia antinavikinio imuninio konteksto prognozing
verte. Pavyzdziui, Y. Yuan ir bendraautoriai [28] sukiiré automatizuota,
skaitmeninés vaizdo analizéS duomeny statistiniu modeliavimu pagrista
analize NIL erdvinio pasiskirstymo heterogeniskumui jvertinti. Tyréjy
pasitlytas parametras buvo nepriklausomas ligai specifinio i§gyvenamumo
prognozinis veiksnys dviejose nepriklausomose trigubai neigiamu (pagal
estrogeny, progesterony ir 2-0j0 zmogaus epidermio augimo veiksnio
receptorius) kriities véziu serganciy pacienciy imtyse. N. Harder ir
bendraautoriai [172] pasitlé Tissue Phenomics metodika: sukiiré masininio
mokymosi algoritmg automatizuotai naviko morfologiniy struktiiry analizei,
kuria i$skiriama naviko ir stromos sgveikos riba, taip pat kelios papildomos
,naviko ir stromos peréjimo* zonos. Siose zonose skaigiuoti skirtingy NIL
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populiacijy ir makrofagy tankiy santykiai bei $iy lasteliy tarpusavio atstumai.
Nustatyti rodikliai koreliavo su prostatos vézio atsikartojimu ir buvo
stipresni uz Gleasono kriterijus. J. Lazarusas ir bendraautoriai [40] tyré
imuninius infiltratus SZV, kuriems budingas MSI, metastaziy
mikroaplinkoje ir nustaté, kad didelis CTL tankis 15 pum spinduliu aplink
navikines lasteles yra nepriklausomas ilgesnio paciento i$gyvenamumo
prognozinis veiksnys. PanaSius rezultatus paskelbé ir T.N. Gide ir
bendraautoriai [41]. Nustatyta, kad melanomos navikuose dideli CTL ir PD-
L1+ lasteliy tankiai 20 pm spinduliu aplink navikines lasteles yra atsako |
imunoterapija predikciniai Zymenys. S. Nagl ir bendraautoriai [173] kelé
hipoteze, kad aktyvios imuninés lastelés dél sgveiky su navikiniy lasteliy
antigenais yra pasiskirséiusios neatsitiktinai. Tyréjai atliko atstumy tarp
imuniniy ir navikiniy lasteliy analinés karcinomos mikroaplinkoje analizg ir
nustaté, kad stromos CD20+ B Igstelés viena kitos ir navikiniy lgsteliy
atzvilgiu buvo pasiskirsc€iusios tam tikrais atstumais, intraepitelinés CD20+
B lastelés buvo iSsidés¢iusios atsitiktinai, taiau mazi atstumai tarp jy ir
FoxP3+ lasteliy buvo reikSmingai susij¢ su trumpesniu pacienty
iSgyvenamumu.

2012 m. J.Galonas ir bendraautoriai imuniniam atsakui SZV
mikroaplinkoje vertinti pasitlé Immunoscore® metodika, grindZziama
skaitmenine IHC ir vertinanéig visy limfocity (CD3+) bei CTL (CD8+)
tankius naviko Serdies ir IK regionuose [35] (1.5pav.). 2018 m.
Immunoscore® jvertis validuotas kaip nepriklausomas SZV progresavimo
prognozinis rodiklis, pranokstantis klinikinéje praktikoje naudojamus vézio
Zymenis, jskaitant TNM Kriterijus ir MSI pozymius [36, 37]. 2019 m. PSO
Virskinimo trakto sistemos naviky klasifikavimo gairés papildytos
rekomendacija prognozuojant SZV klinikine eigg jvertinti ir vietinj imuninj
atsaka, o pamatiniu metodu nurodyta Immunoscore® metodika [59]. Vis
délto Siam jverciui jtraukti j TNM sistemg ir jo predikcinei atsako j
imunoterapijas vertei patvirtinti dar triiksta duomeny — tyrimai tgsiami. Kita
vertus, skaitmeninés patologijos jrankiy galimybés néra iSsemtos, tyréjai
toliau kuria naujas, vis informatyvesnes imuninio konteksto vertinimo
metodikas.
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1.5 pav. Immunoscore® metodika (adaptuota pagal A. Kirilovsky ir kt. [174]): A-
skaitmeninis storosios Zarnos naviko viso pjuvio vaizdas; B — tame paciame vaizde isskirta
naviko Serdies (raudona sp.), invazijos krasto (ruda sp.), epitelio (pilka sp.) ir nepakitusio
audinio (mélyna sp.) zonos; C— IHC iSryskintos CD3+ ir CD8+ T lastelés; D —
Immunoscore® jvercio vertés: 1014

Pastaraisiais metais I. P. Nearchou ir bendraautoriai kélé klausima, ar
kombinuota NIL ir naviko pumpury erdviniy saveiky II stadijos SZV
mikroaplinkoje analizé yra prognozi$kai informatyvesné. Tyréjai atliko
automatizuota naviky méginiy daugybinés imunofluorescencijos preparaty
analize, jvertino CD3+ CD8+ T lasteliy ir naviko pumpury skaiéiy, tankj, jy
santykius ir tarpusavio atstumus skirtinguose naviko regionuose. Didelis
naviky pumpury skaicius naviko periferijoje, mazas CD3+ T lgsteliy tankis
visame navike (naviko Serdyje ir IK) ir mazas CD3+ CD8+ T lasteliy,
esan¢iy 50 pm spinduliu nuo naviky pumpury, skaiCius buvo susije Su
trumpesniu pacienty igyvenamumu. Siuos rodiklius derinant, gautas stiprus
prognozinis modelis, atsikartojes trijose nepriklausomose 1l stadijos SZV
imtyse [39]. Netrukus tyréjai pakartojo §j tyrimg, jtraukdami CD68+ ir
CD163+ makrofagy analizg, ir nustaté tris nepriklausomus prognozinius
veiksnius. Tai: CD3+ T lasteliy tankis visame navike, limfocity,
i§sideésciusiy 50 pum spinduliu aplink naviko pumpurus, skaicius bei CD68+
ir CD163+ makrofagy santykis naviko Serdyje — rodikliai sujungti j erdvinj
imunoonokologijos jvertj, iSskyrusj pacientus, kuriems badingas 100 proc.
5m. iSgyvenamumas dviejose nepriklausomose imtyse [38]. Sie rezultatai
patvirtina, kad kombinuojant histologinio ir imuninio konteksto rodiklius
galima nustatyti informatyvius SZV prognozinius modelius.
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2. TIRIAMIEJI IR TYRIMO METODAI
2.1. Tiriamyjy pacienty imtys

I tiriamyjy pacienty imtis (Vilniaus imtis). | biomedicininj tyrima buvo
jtraukti Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky (VUL SK, Vilnius,
Lietuva) Pilvo chirurgijos centre gydyti 144 pacientai, kuriems diagnozuota
pirminé storosios Zarnos adenokarcinoma (Lietuvos bioetikos komiteto
leidimai Nr. L-13-03/1 ir L-13-03/2). Ivertinus Klinikinius ir patologinius
ligos duomenis, j tiriamyjy pacienty imtj nejtraukti:

e pacientai, kuriems diagnozuota adenokarcinoma in situ, t. y. navikas
neperaugo storosios zarnos gleivinés, todél nebuvo navikiniy Igsteliy plitimo
rizikos (n = 6);

e pacientas, kurio storosios zarnos audinio biopsijos méginyje buvo
nustatytas invazyvaus naviko komponentas, ta¢iau operacinéje medziagoje
invazyvaus naviko nebuvo (n = 1);

o |I-Ill stadijos (pagal TNM sistemg) véziu sirge pacientai, pries§
operacija gydyti chemoterapija ir (ar) radioterapija (n=8), kurios gali
pakeisti naviko mikroaplinkos savybes ir turéti jtakos nustatomy imuninio
atsako rodikliy prognoziniam tikslumui;

o |V stadijos véziu sirge pacientai, prie§ operacijg gydyti chemoterapija
ir (ar) radioterapija (n=3), kurios gali pakeisti naviko mikroaplinkos
savybes ir turéti jtakos nustatomy imuninio atsako rodikliy prognoziniam
tikslumui;

o IV stadijos véziu sirge pacientai, nesant duomeny apie visiskg
tolimyjy metastaziy pasalinimg (n = 13), nes nebuvo galima tiksliai jvertinti
naviko mikroaplinkos savybiy sgsajos su ligos progresavimu po operacijos;

e pacientai, kurie miré po operacijos, t.y. dél dauginés organy
disfunkcijos sindromo, septinio Soko ar kity komplikacijy po operacijos
iSgyveno maziau negu 1 mén. (n = 6);

e pacientai, kurie t¢gsé gydymg uzsienyje ir kuriy ligos eigos duomenys
nebuvo pasiekiami (n = 2).

Tiriamyjy pacienty formaline fiksuoty, parafine impregnuoty (FFP1) SZN
méginiy mikroskopiniai preparatai, anks¢iau paruosti ir naudoti diagnostikai,
surinkti i§ Valstybinio patologijos centro archyvo. Gydytojas patologas
perziiir¢jo preparatus ir atrinko reprezentatyviausius naviky méginius, kuriy
pjaviuose: 1) buvo matyti daugiau navikinio epitelio, mazesnés nekrozés,
autolizés zonos, nebuvo audinio ar kity artefakty; 2) buvo isskiriamas naviko
invazijos krastas; 3) buvo matyti gausesnis imuniniy lasteliy infiltratas.
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Tyrimui paruosti FFPI SZN méginiy CD8 Zymens IHC preparatai
(zr. 2.2.1 skyriy). Atlikus iy preparaty skaitmeniniy vaizdy analize (zr. 2.3
skyriy), naviky viso pjivio vaizdy klasifikavimo rezultatai patikrinti ir j
tolesnes analizes nejtraukti atvejai, kai naviky pjiviuose buvo nepakankamas
su stromos audiniu sgveikaujanc¢io navikinio epitelio plotas, reikalingas
reprezentatyviam naviko krastui (NK) nustatyti, t. y. kai >50 proc. navikinio
audinio ploto sudaré gleivés (mucinai) (n=3) arba bendras navikinio
epitelio plotas buvo <4,5 mm? (n = 1) (zr. 3.1.1 skyriy).

Galuting tiriamyjy pacienty imtj sudaré 101 pacientas. Jy stebésenos
pradzia laikyta chirurginio gydymo data, baigtimi — mirtis dél bet kokios
priezasties. ISgyvenamumo analizei taikytas progresyvus cenziiravimas
(bendrojo iSgyvenamumo mediana — 66 mén.). Pacienty pasiskirstymas
pagal lytj, amziy, naviko diferenciacijos laipsnj ir TNM Kkriterijus pateiktas
2.1 lenteléje.

2.1 lentelé. Pacienty pasiskirstymas pagal klinikinius ir patologinius rodiklius (I tiriamyjy
pacienty imtis, n = 101)

Klinikiniai ir patologiniai rodikliai Pacientai, n (%)
I§ viso 101 (100 %)
Bendrasis iSgyvenamumas, ménesiai

Mediana 66
Intervalas 2-75
Baigtis

Isgyveno 72 (71,3 %)
Mire 29 (28,7 %)
Lytis

Moteris 60 (59,0 %)
Vyras 41 (41,0 %)
AmZius, metai*

45-70 51 (50,5 %)
71-89 50 (49,5 %)
Naviko diferenciacijos laipsnis (G)

Gl 5 (4,9 %)
G2 85 (84,2 %)
G3 11 (10,9 %)
Stadija pagal TNM sistema

| 19 (18,8 %)
I 38 (37,6 %)

i 44 (43,6 %)

Pirminio naviko i§plitimas (pT)

pT1 5 (4,9 %)
pT2 19 (18,8 %)
pT3 62 (61,4 %)
pT4 15 (14,9 %)
Metastazés sritiniuose limfmazgiuose (pN)

pNO 57 (56,4 %)
pN1 24 (23,8 %)
pN2 19 (18,8 %)
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Klinikiniai ir patologiniai rodikliai Pacientai, n (%)
pN3 1(1,0 %)
Tolimosios metastazés (M)

MO \ 101 (100 %)

*Pacientai suskirstyti j dvi grupes pagal amziaus diagnozés metu mediang (70 m.). G1 —
geros diferenciacijos laipsnio navikas, G2 — vidutinés diferenciacijos laipsnio navikas, G3 —
blogos diferenciacijos laipsnio navikas. Storosios zarnos vézio I-1ll stadijos pagal TNM
sistemg atitinka Dukes A-C stadijas [175]: Dukes A stadijai priskiriami navikai, kurie
neperauga raumeninio sluoksnio, jy prognoz¢ yra geriausia; Dukes B stadija sudaro geresnés
(esant pT3NOMO) ir blogesnés (esant pT4NOMO) prognozés grupés; Dukes C stadijos
prognozé geresné, esant bet kokiam pT ir pNIMO, ir blogesné, esant bet kokiam pT ir
pN2MO. pT1 — navikas, infiltraves pogleivi, pT2 — navikas, infiltraves tunica muscularis
propria, pT3 — navikas, per tunica muscularis propria infiltraves subserozg arba nepadengtus
pilvapléve perikolinius arba perirektinius audinius, pT4 — navikas, tiesiogiai pazeides kitus
organus arba struktaras ir (ar) perforaves visceraling pilvapléve. pNO — sritiniai limfmazgiai
nepazeisti, pN1 — metastazés 1-3 sritiniuose limfmazgiuose, pN2 — metastazés 4-6
sritiniuose limfmazgiuose, pN3 — metastazés 7 ir daugiau sritiniy limfmazgiy. MO — tolimyjy
metastaziy néra.

Il tiriamyjy pacienty imtis (Notingamo imtis). | biomedicininj tyrima
jtraukti  2007-2017 m. laikotarpiu Notingamo universiteto ligoninéje,
Karalienés medicinos centre (Nottingham University Hospitals NHS Trust,
Queen’s Medical Centre, NUH QMC, Notingamas, Jungtiné Karalyste)
gydyti 99 pacientai, kuriems diagnozuota pirminé storosios zarnos
adenokarcinoma  (Notingamo sveikatos moksly biobanko leidimo
Nr. 15/NW/0685). Ivertinus klinikinius ir patologinius ligos duomenis, j
tiriamyjy pacienty imtj nejtraukti:

o |V stadijos véziu sirge pacientai, prie$ operacijg gydyti chemoterapija
(n=2), kuri gali pakeisti naviko mikroaplinkos savybes ir turéti jtakos
nustatomy imuninio atsako rodikliy prognoziniam tikslumui;

o IV stadijos véziu sirge pacientai, nesant duomeny apie visiskg
tolimyjy metastaziy pasalinima (n = 3), nes negalima tiksliai jvertinti naviko
mikroaplinkos savybiy sasajos su ligos progresavimu po operacijos;

e pacientas, kuriam diagnozuotas kirmélinés ataugos navikas (n = 1),
nes sios lokalizacijos navikams taikoma atskira TNM klasifikacija.

Tyrimui naudoti FFPI SZN méginiy CD8, CD20 ir CD68 zymeny IHC
preparatai, paruosti NUH QMC Molekulinés patologijos skyriuje. Atlikus
Siy preparaty skaitmeniniy vaizdy analize (zr. 2.3 skyriy), naviky viso pjavio
vaizdy klasifikavimo rezultatai patikrinti ir j tolesnes analizes nejtraukti
atvejai, kai naviky pjaviuose buvo nepakankamas su stromos audiniu
saveikaujancio navikinio epitelio plotas, reikalingas reprezentatyviam naviko
krastui (NK) nustatyti, t.y. kai >50 proc. navikinio audinio ploto sudaré
gleivés (mucinai) (n=4) arba bendras navikinio epitelio plotas buvo
<4,5 mm? (n = 2) (zr. 3.1.1 skyriy).
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Galuting tiriamyjy pacienty imtj sudaré 87 pacientai. Jy stebésenos
pradzia laikyta chirurginio gydymo data, baigtimi — mirtis dél bet kokios
priezasties. ISgyvenamumo analizei taikytas progresyvus cenziiravimas
(bendrojo isgyvenamumo mediana — 51 mén.). Pacienty naviky méginiai tirti
dél MSI pozymiy: nustatyti 48 navikai, kuriems biidingi MSS (toliau — MSS
navikai), ir 39 navikai, kuriems buidingas MSI (toliau — MSI navikai)
(zr. 2.2.2 skyriy). Pacienty pasiskirstymas pagal lytj, amziy, naviko
diferenciacijos laipsnj, TNM kriterijus, limfovaskuling ir perineuring
invazija, geny (BRAF, KRAS, PIK3CA) mutacijas ir kitus pozymius MSS ir
MSI naviky pogrupiuose pateiktas 2.2 lenteléje.

2.2. lentelé. Pacienty pasiskirstymas pagal klinikinius, patologinius ir molekulinius rodiklius
MSS ir MSI naviky pogrupiuose (Il tiriamyjy pacienty imtis, n = 87)

Klinikiniai, patologiniai ir Pacientai, n (%)

molekuliniai rodikliai MSS navikai MSI navikai p verté*
IS viso 48 (100 %) 39 (100 %)
Bendrasis iSgyvenamumas, ménesiai
Mediana 52 46
Intervalas 2-97 1-117 -
Baigtis
ISgyveno 37 (87,4 %) 21 (79,3 %)
Miré 11 (12,6 %) 18 (20,7 %) -
Lytis
Moteris 23 (47,9 %) 26 (66,7 %) 00878
Vyras 25 (52,1 %) 13 (33,3 %) '
Amzius, metai**
45-71 32 (66,7 %) 13 (33,3 %) 0.0026*
72-89 16 (33,3 %) 26 (66,7 %) '
Naviko diferenciacijos laipsnis (G)
G2 44 (91,7 %) 20 (51,3 %) "
G3 4 (8,3 %) 19 (48,7 %) <0,0001
Stadija pagal TNM sistema
| 0 1(2,6 %)
1 31 (64,5 %) 23 (58,9 %)
11 16 (33,3 %) 13 (33,3 %) 0,9999
I\ 1(2,1%) 2 (5,1 %)
Pirminio naviko i§plitimas (pT)
pT2 1(2,1%) 1 (2,6 %)
pT3 36 (75,0 %) 27 (69,2 %) 0,8115
pT4 11 (22,9 %) 11 (28,2 %)
Metastazés sritiniuose limfmazgiuose (pN)
pNO 32 (66,6 %) 25 (64,1 %)
pN1 8 (16,7 %) 8 (20,5 %) 0,9027
pN2 8 (16,7 %) 6 (15,4 %)
Tolimosios metastazés (M)
MO 47 (97,9 %) 37 (94,9 %)
M1 1(2,1%) 2 (5.1 %) 0,5850
Limfovaskuliné invazija (LVI)
LVIO 28 (58,3 %) 24 (61,5 %) 0.8279
LVI1 20 (41,7 %) 15 (38,5 %) '
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Klinikiniai, patologiniai ir Pacientai, n (%) .
molekuliniai rodikliai MSS navikai | MSI navikai | P Ve

Perineuriné invazija (Pne)
Pne0 42 (87,5 %) 32 (82,1 %) 0.5529
Pnel 6 (12,5 %) 7 (18,9 %) '
Naviko augimo pobidis
Ekspansyvus frontas 23 (47,9 %) 26 (66,7 %) 0.0878
Infiltruojantis frontas 25 (52,1 %) 13 (33,3 %) '
Naviko pumpuravimosi Zidiniai
Negausiis (<10 pumpury) 33 (68,8 %) 25 (64,1 %) 0.6557
Gausiis (=10 pumpury) 15 (31,2 %) 14 (35,9 %) '
Perinavikiné limfocitiné infiltracija
Negausi 35 (72,9 %) 20 (52,6 %) 0.0707
Gausi 13 (27,1 %) 18 (47,4 %) '
Pirminio naviko lokalizacija
Kairioji Zarnos pusé 28 (58,3 %) 3 (7,7 %)
Skersiné zarna 0 1(2,6 %) <0.0001*
Desinioji zarnos pusé 19 (39,6 %) 33 (84,6 %) !
Daugybiniai zidiniai 1(2,1%) 2 (5,1 %)
BRAF genas'
Laukinio tipo 44 (91,7 %) 18 (46,2 %) <0 0001*
Mutavgs 4 (8,3 %) 21 (53,8 %) '
KRAS genast
Laukinio tipo 25 (52,1 %) 32 (82,2 %) 0.0060*
Mutaves 23 (47,9 %) 7 (17,9 %) '
PIK3CA genas’
Laukinio tipo 40 (83,3 %) 31 (79,5 %)
Mutaves 8 (16,7 %) 8(205%) | 07822

*Tiksliojo FiSerio kriterijaus testas, kai reik§mingumo lygmuo a < 0,05.

**Pacientai suskirstyti j dvi grupes pagal amziaus diagnozés metu mediang (71 m.).
Naviko diferenciacijos laipsnio ir TNM kriterijai aprasyti 2.1 lenteléje. Storosios Zarnos
vézio IV stadija pagal TNM sistemg atitinka Dukes D stadija, kai metastazés nustatomos
kituose organuose (M1) [175]. LVIO — limfovaskulinés invazijos néra, LVI1 — nustatyti
limfovaskulinés invazijos pozymiai. Pne0 — perineurinés invazijos néra, Pnel — nustatyti
perineurinés invazijos pozymiai. Naviko augimo pobudis (augimo frontas) ir perinavikiné
limfocitiné infiltracija jvertinti pagal J. R. Jasso ir bendraautoriy kriterijus [74]. Naviko
pumpurais laikytos <5 navikiniy lasteliy grupés naviko invazijos krasto periferijoje, o
gauslis pumpuravimosi zidiniai navike nustatyti, kai nors viename vertinimo regione buvo
matoma >10 pumpury arba kai maZiausiai dviejuose vertinimo regionuose buvo matyti
bent 5 pumpurai. fTirtos tagkinés mutacijos BRAF geno 11 ir 15 egzonuose, KRAS geno
2, 3ir 4 egzonuose, PIK3CA geno 1, 9 ir 20 egzonuose [176, 177].

2.2. Méginiy paruoSimas
2.2.1. Imunohistocheminis dazymas

| tiriamyjy pacienty imties 3 um storio FFPI SZN naviky méginiy pjiiviai
(atpjauti mikrotomu) uzdéti ant Superfrost Plus mikroskopiniy stikly
(Thermo Scientific, JAV). Prie§ THC dazyma stiklai 1 val. laikyti termostate,
56 °C temperatiiroje. IHC dazymas atliktas automatizuota sistema Roche
Ventana BenchMark ULTRA (Ventana Medical Systems, JAV). Naudotas
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pelés monokloninis antikiinas prie§ zmogaus T limfocity CD8 antigena
(klonas C8/144 B; koncentratas skiestas santykiu 1:400; Cell Marque, JAV).

Histologiniy pjuviy IHC dazymo etapai: 1) deparafinizavimas ir
rehidratavimas (72 °C; EZ Prep solution tirpalas, Ventana Medical Systems,
JAV); 2) antigeno atstatymas (36 min. 95 °C; Cell Conditioning solution
(CC1) tirpalas (pH 8,5), Ventana Medical Systems, JAV); 3) inkubavimas
pirminiu pelés antiknu prie§ antigeng (32 min. 37 °C); 4) antigeno
iSrySkinimas antriniu antikiinu prie§ pelés imunoglobulinus, atlickant
fermenting DAB chromogeno konversija (8 min. 36 °C; ultraView Universal
DAB Detection kit reagenty rinkinys, Ventana Medical Systems, JAV);
5) audinio kontrastavimas Mejerio hematoksilinu (10 min. 36 °C); 6)
dehidratavimas etilo ir izopropilo alkoholiais, uzdengimas dengiamuoju
stikleliu, naudojant Biomount medziaga (Biognost, Kroatija). THC daZzymo
kokybés kontrolei naudotas diagnostikai skirtas daugiaorganis parafininis
blokas su zmogaus kepeny, kasos, tonzilés ir aklosios Zarnos audiniais be
patologijos.

2.2.2. MLH1 geno promotoriaus metilinimo tyrimas

Diagnostikos metu 1l tiriamyjy pacienty imties FFPI SZN méginiuose buvo
istirti su MSI pozymiais siejami IHC zymenys: MMR sistemos baltymai
MLH1, MSH2, MSH6 ir PMS2. 48 atvejais $iy baltymy IHC raiskos
praradimo nebuvo (MSS navikai), 36 atvejais nustatytas MLH1 ir PMS2
baltymy THC rai$kos praradimas, 3 atvejais nustatytas MLH1, PMS2 arba
MSHG6 baltymo IHC raiskos praradimas (MSI navikai). Sios imties naviky
méginiai buvo naudoti validuojant naujg Linco sindromo diagnostikai skirta
kiekybinés PGR testa (N_LyST), kuriuo tiriami: mononukleotidiniai
zymenys BAT25, BAT26, BCAT25, MYB ir EWSR1, BRAF geno mutacijos ir
MLH1 geno promotoriaus metilinimas. N_LyST testo validavimo rezultatai
i$samiai aprasyti S. Susanti ir bendraautoriy [177].

Stazuotés NUH QMC Molekulinés patologijos skyriuje metu (2 mén.
trukme, 2017 m.) buvo atlikti MLH1 geno promotoriaus metilinimo analizés
optimizavimo darbai: 1) atlikta literatiros apzvalga ir parinktas tikslinis
MLH1 promotoriaus regionas C (genetiné sritis nuo —46 iki —111 nukleotido
nuo transkripcijos pradzios vietos; NCBI sekos ID: NC 018914.2);
2) sukurti Siam regionui specifiniai pradmenys (naudotos internetinés
programos: MFEprimers (<http://mfeprimer.igenetech.com>), UCSC in
silico PCR (<http://rohsdb.cmb.usc.edu/GBshape/cgi-bin/hgPcr>), pradmeny
sekos nepateikiamos); 3) optimizuotas kiekybinés PGR ir DNR lydymosi
kreiviy analizés protokolas (naudotas ABI 7500 FAST PGR amplifikatorius
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(Applied Biosystems, JAV)): PGR amplifikacijos programa sudaré 5 min.
95 °C ciklas, 45 ciklai po 10 s 95 °C, 30 s 55 °C ir 30 s 72 °C, véliau 2 min.
72 °C ciklas; DNR lydymosi kreiviy analizés programg sudaré 15s 95 °C,
staigus Saldymas iki 60 °C ir 1 min. 60 °C, véliau temperatira létai pakelta
(0,03°C/s greiciu) iki 95 °C; PGR reakcijos misinj (V = 10 pL) sudaré 5 uL.
2 kartus skiesto Hot Shot Diamond PGR misSinio, 0,5 uL 20 karty skiesto
(25 uM) EvaGreen fluorescencinio dazo, 20 ng tiriamos DNR; kiekvieno
pradmens galutiné koncentracija — 0,25 uM; 4)isskirta visy tiriamyjy
pacienty FFPI naviky méginiy DNR (QlAamp DNA FFPE tissue kit
reagentai, Qiagen, Jungtiné¢ Karalysté) ir atlikta jos bisulfitiné konversija
(EZ-DNA Methylation-Lightning Kit reagentai, Zymo Research, JAV);
5) bisulfitu modifikuotos DNR méginiuose optimizuotu kiekybinés PGR ir
DNR lydymosi kreiviy analizés protokolu atliktas MLH1 promotoriaus
metilinimo tyrimas.

Tiriamyjy pacienty MSI naviky, esant MLH1 IHC raiskos praradimui,
DNR méginiuose nustatytas MLH1 promotoriaus metilinimas. Tai rodo, kad
Sie navikai daugiausia sporadinés kilmés — MLH1 promotoriaus metilinimas
yra retas reiskinys Linco sindromo atveju [178], be to, daugiau negu pusés
(57 %) MSI naviky, esant MLH1 baltymo IHC raiSkos praradimui, DNR
méginiuose buvo nustatytos BRAF mutacijos, kurios koreliuoja su MLH1
promotoriaus metilinimu sporadiniuose navikuose [179].

2.3. Skaitmeninés patologijos analitikos metodai

Siame darbe taikytos skaitmeninés patologijos analitikos etapai pateikti
paruos$iami mikroskopiniai IHC preparatai; Sie preparatai skaitmenizuojami
skenuojant, naviky Viso pjavio vaizdai perkeliami j skaitmeninés vaizdo
analizés platformg; dirbtinio intelekto algoritmu pagristu audinio
klasifikatoriumi naviky vaizduose isskiriamas navikinis epitelis, stroma ir
kitos audinio klasés, stiklas bei artefaktai; lgsteliy profiliavimo algoritmu
atliekama imuniniy lasteliy populiacijy naviko mikroaplinkoje kokybiné ir
kiekybiné analizé; skaitmeninés vaizdo analizés duomenys analizuojami
Sesiakampiy gardeliy analitikos principais: nustatoma naviko ir stromos
saveikos zona ir imuniniy lasteliy pasiskirstymo (tankio) joje profiliai.
Erdviniai imuniniy lasteliy pasiskirstymo naviko ir stromos saveikos zonoje
aspektai aprasomi imunogradiento rodikliais (pavyzdziui, lasteliy tankio
masés centro (MC) ir imunonuokryc¢io (IN) rodikliai); jvertinama imuninio

patologiniais rodikliais, ir sudaromi kombinuoti prognoziniai modeliai.
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2.1 pav. Skaitmeninés patologijos analitkos etapai

2.3.1. Mikroskopiniy preparaty skaitmenizavimas

Mikroskopiniai IHC preparatai skenuoti ScanScope XT Slide Scanner (Leica
Aperio Technologies, Kalifornija, JAV) arba Aperio AT2 Slide Scanner
(Leica Microsystems, Veclaras, Vokietija), naudojant 20x didinima
(skiriamoji geba — 0,5 um). Skaitmenizuoti naviky viso pjavio vaizdai
suarchyvuoti ImageScope (11.1.2.752 versija, Leica Biosystems, Cikaga,
JAV) patologijos vaizdy duomeny bazéje, véliau perkelti ] HALO™
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skaitmeninés vaizdo analizés platformg (2.2.1870 versija, Indica Labs,
Naujoji Meksika, JAV).

2.3.2. Navikinio audinio klasifikavimas

Navikiniam audiniui mikroskopiniy IHC preparaty vaizduose Klasifikuoti
Al (angl. artificial intelligence) algoritmas. Atliekant analize, sukurti 4
Klasifikatoriai: naviky méginiy CD8 IHC preparatams (VUL SK) ir CD8,
CD20, CD68 IHC preparatams (NUH QMC). Klasifikatoriai buvo mokomi
atpazinti skirtingas SZV audinio struktiiras (klases): navikinj epitelj, stroma,
audinio nekrozés / autolizés zonas, limfoidinius folikulus / agregatus ir fona,
kuris apima stikla bei artefaktus (audinio klostes, oro burbulus ar kt.)
(2.2 pav. B, D, F).

Audinio klasifikatoriaus mokymo etapai:

1) tyréjas parenka apie 20 (1/5imties) skirtingos morfologijos ir
diferenciacijos laipsnio naviky viso pjavio vaizdus (toliau — naviky vaizdai);

2) naviky vaizduose tyréjas pazymi audinio struktiiras, atitinkancias
tikslines klases: navikinj epitelj (>400 anotacijy), stroma (>400 anotacijy),
audinio  nekrozés / autolizés  zonas (=50 anotacijy),  limfoidinius
folikulus / agregatus (>50 anotacijy), audinio ar kitus artefaktus ir stikla
(~50 anotacijy), sudaro mokymo anotacijy rinkinj (2.2 pav. A, C, E);

3) HALO™ skaitmeninés vaizdo analizés platformoje tyréjas inicijuoja
Klasifikatoriaus mokyma, taikydamas 0,5-1 um/pikseliui skiriamajg gebg ir
150-250 um? maziausio atpazjstamo objekto (~4 lasteliy grupé (pumpuras))
plota; leidZziami >100 000 mokymo ciklai; tyréjas stabdo mokyma, kai
kryzminés entropijos (angl. cross-entropy) klaidos funkcija E(w) < 0,2;

4) apmokytas klasifikatorius iSbandomas naudojant 10 mokymo anotacijy
rinkiniui zZyméty naviky vaizdy ir 10 kity, atsitiktinai i§ imties parinkty
naviky vaizdy,

5) ekspertas (gydytojas patologas, virS8kinamojo trakto patologijos
specialistas) vertina naviky vaizdy klasifikavimo tiksluma;

6) nustadius nepakankamag klasifikavimo tiksluma, mokymo anotacijy
rinkinys koreguojamas ir pildomas, Kklasifikatorius mokomas i$ naujo,
leidziant >100 000 mokymo cikly; mokymai stabdomi, kai kryzminés
entropijos klaidos funkcija E(w) < 0,2;

7) 4-6 zingsniai Kkartojami, kol Kklasifikavimo tikslumas, eksperto
vertinimu, yra pakankamas (>90 %).
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2.2 pav. Storosios Zarnos navikinio audinio struktiiry anotacijy, pazyméty klasifikatoriaus
mokymui, pavyzdziai: A, C, E — CD8 IHC dazyto audinio vaizdo fragmentai su rankiniu badu
pazymétomis skirtingy audinio struktiry anotacijomis (linijy sp. atitinka skirtingas
struktiras); B, D, F — atitinkami audinio vaizdo fragmentai, iSanalizuoti pagal anotacijas
apmokytu audinio klasifikatoriumi: i$skiriami navikinis epitelis (raudona sp.), stroma (zalia
sp.), audinio nekrozé (mélyna sp.), limfoidiniai agregatai (geltona sp.) ir stiklas (juoda sp.)

A

2.3.3. Naviko mikroaplinkos lgsteliy profiliavimas

Skaitmeninés vaizdo analizés algoritmais histologiniy preparaty vaizduose
galima nustatyti skirtingus lgsteliy tipus ir analizuoti jy pasiskirstymg audinyje.
Naviko mikroaplinkos lgsteliy populiacijy kokybinei ir kiekybinei analizei buvo
taikomas HALO™ Multiplex IHC modulis (1.2 versija). Atlickant analize,
sukurti 4 lasteliy profiliavimo algoritmai: naviky méginiy CD8 IHC preparatams
(VUL SK) ir CD8, CD20, CD68 IHC preparatams (NUH QMC). Algoritmai
sukalibruoti audinyje aptikti visas lgsteles, kuriy branduoliai buvo isrySkinti
hematoksilinu, ir 1asteles, kuriy citoplazmoje nustatyta IHC Zymens raiska.

Lasteliy profiliavimo algoritmo kalibravimo etapai:

1) Lgsteliy atpazinimo Kalibravimas. Parenkami lgsteliy branduoliy aptikimo
parametrai: nustatomos branduoliy vaizdo kontrasto, optinio tankio, branduoliy
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aptikimo jautrumo slenkstinés vertés, taip pat parenkami branduoliy dydziy
intervalai (pavyzdziui, limfocito branduolio plotas yra ~10-15 um?, navikinés
Igstelés — >25-45 um?), branduoliy apvalumo, vientisumo ir atskyrimo vienas
nuo Kkito sglygos. Panasiis parametrai kalibruojami lasteliy citoplazmai ir
membranai atpazinti. Parametry parinkimas priklauso ne tik nuo tiriamy lgsteliy
morfologijos, bet ir nuo audinio nudazymo intensyvumo.

2) Spalvy atpazinimo kalibravimas. Parenkamas tam tikros spalvos lastelés
(branduolio / citoplazmos / membranos)  vaizdo fragmentas, pagal kurj
kalibruojamas tos spalvos aptikimas — parenkami skirtingy atspalviy vaizdo
pikseliai (9-16 pikseliy), kuriy sudétiné spalva isreiSkiama RGB spalvy
maiSymo sistemos procentinémis dalimis ir uzfiksuojama algoritmo atmintyje.
Algoritmas gali bati sukalibruotas 1-4 spalvoms atpazinti.

3) Spalvy atpazinimo lgstelése kalibravimas. Parinktoms spalvoms (Zr. 2-gjj
etapg) nhustatomos intensyvumo slenkstinés vertés, pagal kurias algoritmas
atpaZjsta Sias spalvas lgstelése, tada priskiria lgsteles tam tikroms populiacijoms.
Pavyzdziui, limfocitai su CD8 koreceptoriaus THC raiska bus atskirti nuo kity
§io baltymo IHC raiSkos neturin¢iy naviko mikroaplinkos lasteliy (2.3 pav.).
Priklausomai nuo Zymens raiskos savybiy ir tyrimo tikslo, algoritmas gali biiti
sukalibruotas atpazinti spalvg lastelés branduolyje, citoplazmoje ar membranoje.

2.3 pav. Storosios Zarnos naviko mikroaplinkos lasteliy profiliavimo pavyzdziai: A, C — CD8
IHC dazyto audinio vaizdo fragmentai; B, D — atitinkami audinio vaizdo fragmentai,
iSanalizuoti lasteliy profiliavimo algoritmu: nustatomos lastelés su CD8 koreceptoriaus IHC
raiSka (pazymétos ruda sp.) ir lastelés, kurios neturi $io baltymo THC raiskos (paZymétos
melyna sp.)
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2.3.4. Naviko ir stromos saveikos zonos nustatymas

Siame darbe naudotas kartu su darbo grupés tyréjais sukurtas nauja
skaitmeninés patologijos analitikos metodika, skirta naviko ir stromos
sgveikos zonai automatizuotai isskirti, imuniniy lasteliy pasiskirstymo Sioje
zonoje profiliams analizuoti ir imunogradiento rodikliams nustatyti. Pateikta
patentiné paraiSka (Lietuvos paraiSkos Nr. LT2019 509, tarptautinés
paraiskos Nr. PCT/IB2020/053396 (Pasaulinés intelektinés nuosavybeés
organizacijos tarptautinis biuras)). Metodas pagristas skaitmeninés vaizdo
analizés duomeny variacijos naviko vaizde analize SeSiakampiy gardeliy
analitikos principais [180].

Naviko ir stromos saveikos zona naviko vaizde nustatoma analizuojant
audinio Klasifikatoriumi gautus duomenis (skirtingoms audinio klaséms
priskirty vaizdo pikseliy koordinates). Duomenys skirstomi j vienodo dydzio
SeSiakampes gardeles, t.y. gardeliy tinklelis ,padengiamas® ant naviko
vaizdo atsitiktine pozicija (minétina, kad disertacijoje imuniniy lasteliy
pasiskirstymo naviko mikroaplinkoje analizei tinkamiausias SeSiakampés
gardelés plotas buvo 43 550 vaizdo pikseliy, arba 0,011 mm?, kai Soniné
krastiné — 0,065 mm) (2.4 pav. A-C). Véliau gardelés Klasifikuojamos jose
analizuojant navikinio epitelio (toliau — naviko) ir stromos bei fono, kuriam
priskiriamos visos kitos klasifikatoriaus atpazjstamos audinio klasés, stiklas
bei artefaktai, santykinius plotus (2.4 pav., D). Saveikos zonali
automatizuotai nustatyti naudojama C++ (g++ 7.3.8) programavimo
platforma, taikant libtiff 5.2.4. versija (<https://www.libtiff.org>) ir Boost
1.67. versija (<https://www.boost.org>).

Naviko ir stromos saveikos zonos nustatymo algoritmu gardeliy
klasifikavimas vyksta dviem etapais (iSsamiau apraSyta A. Rasmussono ir
bendraautoriy [181]):

1-as etapas. Nustatomos gardelés, priskiriamos naviko krastui (NK), t. .
kiekvienai gardelei apskai¢iuojama tikimybé, ar ji yra naviko ir stromos
audiniy salycio riboje. NK nustatymo zingsniai:

1) visose gardelése (g) apskaiiuojami naviko, stromos ir fono
santykiniai plotai (toliau — plotai):

_ Ng Sg _ Fg
Mg = N +s.+F, 'Sg_N+S+F'fg_N+S+F’
g'-gt'g g'-gt'g g'-gt'g

kain,sirfe[0; 1], ng+sq+fy=1,

kur N — naviko plotas, S — stromos plotas, F — fono plotas, n — naviko santykinis
plotas, s — stromos santykinis plotas, f — fono santykinis plotas;
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2) naudojant tris iSvestines SeSiakampés gardelés geometrines asis,
apskai¢iuojami naviko ploto poky¢iai visame tinklelyje — kiekvienoje
gardeléje  Sis  pokytis apraSomas  geometrinio  gradiento  norma
(g praleidZiamas):

Vol = (@ + () + @2,

kur d — funkcijos i§vesting, n — naviko santykinis plotas, x, y, z — SeSiakampés
gardelés geometrinés asys;

3) isskiriamos gardelés, kuriose nustatomi staigiis naviko ploto poky¢iai,
t.y. kai |V,|> 0,5, taikant normalizuotg ploto gradientg V,€ [0;1]
(2.4 pav., E);

4) jvertinama, ar staigiis naviko ploto poky¢iai gardelése buvo sukelti
stromos ar fono ploty pokyCiy gretimose gardelése, t.y. naviko ploto
pokycio i§vestinés pasveriamos pagal stromos ir fono ploty poky¢ius:

an lagl . cgn 7]
st =qit —2— jrf% =dF ———
jas|+[al] jag+|a]
kai jd¥ + (d¥ = dy.
kur d — funkcijos iSvesting, n — naviko santykinis plotas, s — stromos santyKkinis
plotas, f — fono santykinis plotas, x — SeSiakampés gardelés geometriné aSis;
analogiskas svoriy priskyrimas atlickamas y ir z asyse.

5) naviko ploto poky¢iy gradientas atskiriamas j dvi dalis: j naviko ir
stromos |V3,|, kai naviko ploto pokyc€iai sukelti gretimai esancioS Stromos
ploto poky¢iy, ir naviko-fono |V£|, kai naviko ploto pokyciai sukelti
gretimai esanéio fono ploto poky¢iy. Jeigu gretimose gardelése fono ploto
pokytis yra labai mazas, laikoma, kad naviko ploto pokytis sukeltas stromos
ploto poky¢io ir gardelé priskiriama naviko ir stromos krastui, arba NK;
jeigu naviko ploto pokytis sukeltas fono ploto pokycio, gardelé priskiriama
naviko ir fono krastui (2.4 pav., F):

Vol = |V5 + V/|, kai

V31 = G2 + ()’ + ()2 (9] = (2 + () + ()’

6) papildomai prie NK pridedamos naviko ar stromos klaséms priskirtos
gardelés, kuriose naviko ir stromos plotai yra panass, t. y. kai [n—s| < 0,25,
tai invazyvioji NK dalis;
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7) kitos gardelés, kuriose staigiy naviko ploto poky¢iy nenustatoma,
pagal didziausio ploto klas¢ jose suklasifikuojamos j naviko, stromos ar fono
klases (2.4 pav., G).

2-as etapas. I§skiriama naviko ir stromos sgveikos zona, t.y. prie NK
prijungiamos tam tikru atstumu nuo jo nutolusios naviko ir stromos Klasiy
gardelés. Saveikos zonos nustatymo zingsniai:

1) atliekant atstumy transformacija (taikomas euklidinis atstumy tarp
centro tasky principas) apskaic¢iuojami visy naviko ir stromos klasiy gardeliy
trumpiausi atstumai iki NK (2.4 pav., H);

2) siekiant i$skirti stromos ir naviko sritis sgveikos zonoje, NK gardeléms
priskiriamas rangas ri = 0, t. y. atskaitos rangas, o stromos klasés gardeléms
pagal atstumg nuo NK suteikiami neigiamo Zenklo rangai (ri € [ i; 0), kur i
— atstumas nuo NK), naviko klasés gardeléms pagal atstumg nuo NK
suteikiami teigiamo zenklo rangai (ri € (0;+i], kur i — atstumas nuo NK), Zr.
rangy suteikimo gardeléms taisykle:

{jei klasé (g) = navikas, rangas = atstumas
« ) Jei klasé(g) = stroma, rangas = — atstumas
rangas(g) = jei klasé(g) = NK, rangas =0

kitu atveju, ignoruoti g
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2.4 pav. Naviko ir stromos sgveikos zonos nustatymo etapai (paveikslas i§ A. Rasmussono ir
kt. [181]): A— CD8 IHC dazyto storosios zarnos naviko Viso pjivio vaizdas; B — vaizdo
pikseliai, suklasifikuoti audinio klasifikatoriumi: navikinis epitelis (raudona sp.), stroma (zalia
sp.), audinio nekrozé (mélyna sp.), limfoidiniai agregatai (geltona sp.), stiklas (balta sp.); C —
suklasifikuoty vaizdo pikseliy duomenys skirstomi SeSiakampiy gardeliy tinkleliu; D —
santykiniy naviko (raudona sp.), stromos (zalia sp.) ir fono (mélyna sp.) ploty gradienty
visame gardeliy tinklelyje analizé; E — gardelés, kuriose pastebimi staigis naviko ploto
poky¢iai (raudona sp.); F — gardelés, priskirtos naviko ir stromos kra$tui, arba NK (zalia sp.),
taip pat naviko ir fono krastui (mélyna sp.); G — gardelés, suskirstytos j NK (geltona sp.),
naviko ir fono krasto (pilka sp.), stromos (zalia sp.), naviko (raudona sp.) ir fono (mélyna sp.)
klases; H — gardelés, iSryskintos pagal atstuma nuo NK atsitiktinai parinkta spalva; | — 9 rangy
plocio naviko ir stromos sgveikos zona (SZg) (stromos sritis (ri € [-4; —1]) pazyméta Zalia sp.,
NK{ (ri = 0) — geltona sp., naviko sritis (ri € [1; 4]) — raudona sp.)

3) pasirenkama tam tikro rangy plocio (gardeliy rangy skaiciaus) sgveikos
zona, kuri apima NK ir gretimai esan¢iy stromos ir naviko klasiy gardeliy
rangus (2.4 pav., ), t.y. SZy (SZ — saveikos zona, q — jtraukiamy rangy
skai¢ius) apims gardeliy rangy intervalg [—%; %], kur % apvalinamas iki

sveikojo skai¢iaus | mazesng puse;
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4) gali buti pasirenkamas tam tikro rangy plocio (rangy skaiciaus) NK,
t.y. NK, (NK — naviko kraStas, p — jtraukiamy rangy skaicius) apims
gardeliy rangy intervalg [- %; g], kur g apvalinamas iki sveikojo skai¢iaus j
mazesng puseg.

2.5 pav. pateiktas SZN nustatytos 9 rangy plo¢io saveikos zonos
fragmentas. Matyti, kad sgveikos zona néra fiksuoto plocio — §ios zonos plotj
skirtinguose naviko regionuose lemia erdvinés navikinio epitelio ir stromos
audinio tarpusavio pasiskirstymo ypatybés.

2.5 pav. Storosios zarnos naviko ir stromos sgveikos zonos (SZg) pavyzdys: kairéje — Viso
pjuvio naviko vaizdas, deSingje — Sio vaizdo padidintas fragmentas (stromos sritis (ri € [-4; —
1]) pazymeéta zalia sp., NK1 (ri = 0) — geltona sp., naviko sritis (ri € [1; 4]) — raudona sp.)

2.3.5. Imuniniy lasteliy pasiskirstymo profiliy sudarymas

Naviko mikroaplinkos lasteliy profiliavimo algoritmai nustato skirtingy
Iasteliy populiacijy koordinates naviko vaizde. Sie duomenys kartu su
audinio klasifikatoriaus duomenimis skirstomi tuo paciu naviko ir stromos
saveikos zonai nustatyti naudojamu SeSiakampiy gardeliy tinkleliu (2.4 pav.,
C), todél visose gardelése gali buti apskaiCiuojami tiriamy lasteliy tankiai.
Véliau sgveikos zonos ranguose, t. y. NK ir stromos bei naviko klasiy
(sriciy) gardeliy ranguose, apskaiCiuojami tiriamy lgsteliy tankiy vidurkiai ir
standartiniai nuokrypiai ar Kiti parametrai. Sie duomenys toliau naudojami
tiriamy lgsteliy pasiskirstymo sgveikos zonoje profiliams sudaryti.

Siame darbe buvo vertinamas imuniniy Igsteliy pasiskirstymas naviko ir
stromos sgveikos zonoje. 2.6 pav. pateikti keliy SZN atvejy CD8+ T Iasteliy
tankio 9 rangy plo¢io sgveikos zonoje (SZy) profiliai. Matyti, kad
skirtinguose navikuose imuniniy lasteliy tankiai saveikos zonoje gali
smarkiai skirtis: pirmajame SZN CD8+ T lasteliy tankis yra maZesnis
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stromos srityje, palyginti su jy tankiu naviko srityje, antrajame SZN CD8+
T lasteliy tankis yra maZesnis naviko srityje, o tre¢iajame SZN CD8+
T lasteliy naviko srityje beveik néra.

CD8IHC Gardeliy CD8+ T lasteliy tankio profilis
preparatas klasifikavimas SZyranguose, lqstelés/mm2
L2 9-
a {
% §I H
-3 2 -1
L2 )
D
: ||HEQ
432401 234
L o
2 1
% T
432401 234

2.6 pav. Skirtingy storosios Zarnos naviky (I-1ll atvejai) CD8+ T lasteliy tankio naviko ir
stromos saveikos zonoje (SZo) profiliai: kair¢je — CD8 IHC preparaty vaizdai; viduryje —
atitinkamy vaizdai, suklasifikavus gardeles j NK (geltona sp.), naviko (raudona sp.), stromos
(zalia sp.), fono (mélyna sp.) klases; desinéje — CD8+ T lasteliy tankio profiliai (stromos sritis
(ri € [-4; —1]), zalia sp., NKu (ri = 0) — geltona sp., naviko sritis (ri € [1; 4]) — raudona sp.

2.3.6. Imunogradiento rodikliy apskaic¢iavimas
Imuniniam atsakui naviko ir stromos saveikos zonoje vertinti apskaiciuoti
jvairiis rodikliai: 1gsteliy tankiai, gauti grupuojant skirtingus sgveikos zonos

rangus, Siy tankiy santykiai, dispersijos, gradientai ir kt. Rodikliai atrinkti
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lyginant jy statisting galig pacienty bendrajam iSgyvenamumui prognozuoti
(zr. 2.4 skyriy). Nustatyti stipriausi prognoziniai rodikliai — imuniniy lgsteliy
tankio sgveikos zonoje profilio rodikliai, isreiSkiantys lasteliy tankio pokytj
kryptimi i$ stromos j navikg — imunogradiento rodikliai:

e Masés centras (MC)

MC rodiklis atitinka fizikoje taikomg masés centro, kaip masés
pasiskirstymo erdvéje centrinio taSko, kuris lemia kiino pusiausvyra,
sampratg. Sgveikos zona infiltruojanciy imuniniy lasteliy, pavyzdziui, CD8+
T lasteliy, tankio MC rodikliui apskaic¢iuoti taikyta formulé:

2r; Ti ()
Zri q(ri) '

kur ri — sgveikos zonos rangai, kai ri € [-i; i], q(r;) — atitinkamame saveikos zonos
range apskaiCiuotas kintamasis, pavyzdziui, CD8+ T lasteliy tankio vidurkis.

MC(q) =

CD8+ T lagsteliy tankio MC rodiklis iSreiskia lgsteliy tankio kitima
(gradienta) kryptimi i§ stromos j navika, t. y. parodo, kaip stipriai Igstelés yra
linkusios skverbtis sgveikos zonos naviko srities link, arba — infiltruoti
navika.

o Imunonuokrytis (IN)

Saveikos zong infiltruojanéiy imuniniy lasteliy, pavyzdziui, CD8+
T lasteliy, tankio profiliuose, lyginant stromos ir naviko sri¢iy rangus Salia
NK, daznai pastebétas reikSmingas lgsteliy tankio sumazéjimas (,,kritimas®)
naviko srityje, todél Siam poky¢iui jvertinti buvo pasitlytas IN rodiklis:
IN — q(r—i)’
@= 4

kur g(r) ir q(r;) — atitinkamuose saveikos zonos stromos ir naviko sri¢iy ranguose
apskaiciuotas kintamasis, pavyzdziui, CD8+ T lasteliy tankio vidurkis.

MC rodiklis jvertina lasteliy pasiskirstyma Vvisoje saveikos zonoje. IN
rodiklis nepriklauso nuo saveikos zonos plocio — jis visada atitinka
siauriausig galimg sgveikos zong ir gali buti informatyvus, kai analizuojamas
nedidelis navikinio audinio méginys, pavyzdziui, biopsijos medziaga.

2.4. Statistiné analizé

Imuninio atsako rodikliai apskaiciuoti naudojant imuniniy lasteliy tankio
(Iasteliy skaicius / naviko ir stromos audiniy plotas, mm?) vidurkius ir
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standartinius nuokrypius naviko ir stromos saveikos zonos ranguose.
Prognoziskai stipriausi rodikliai atrinkti logrankiniu kriterijumi, Kokso
regresijos ir vienos dalies atidéjimo kryzminés patikros metodais (angl.
leave-one-out cross-validation) [182]. Rodikliy aprasomojoje statistikoje
pateikiami vidurkiai + standartiniai nuokrypiai (SN) ir medianos (Mdn).

Kolmogorovo—-Smirnovo kriterijumi  nustatyta kintamyjy skirstiniy
asimetrija j deSing (gl >0), todél kintamieji logaritmuoti parametrinei
statistikai. Kintamyjy variacijoms skirtingose saveikos zonos srityse bei
pagal klinikinius ir patologinius rodiklius jvertinti taikyta vienfaktoriné
dispersiné analizé (angl. one-way ANOVA), pritaikant Bonferroni kriterijy
poriniams palyginimams. Kintamyjy tarpusavio sgsajoms nustatyti taikyta
Pirsono koreliacijy matrica. Klinikiniy ir patologiniy rodikliy (kokybiniai
kintamieji) tarpusavio sasajos analizuotos porinémis dazniy lentelémis,
taikant tikslyjj Fiserio kriterijy.

Statistiniam rySiui tarp imuninio atsako rodikliy nustatyti atlikta faktoriné
analizé. Duomeny tinkamumas faktorinei analizei vertintas Kaizerio—
Mejerio—Olkino matu (tinkamas KMO > 0,8). Latentiniy faktoriy skai¢ius
parinktas pagal koreliacijos tikriniy reikSmiy (angl. eigenvalue), virsijanciy
1, skaiéiy. Pradiniam faktoriy svoriui vertinti naudotas pagrindiniy
komponen¢iy metodas, o interpretacijai tinkamiausias faktoriy svoriy
variantas parinktas taikant koordinac¢iy asiy pasukimg varimax metodu.

Pacienty iSgyvenamumo analizei naudota neparametriné Kaplano—
Mejerio funkcija. Pacienty, iSskirty j prognozines grupes, iSgyvenamumo
funkcijy skirtumy statistinis reik§mingumas vertintas logrankiniu kriterijumi.
Siekiant nustatyti nepriklausomus prognozinius veiksnius, taikyta Kokso
regresijos analizé. Daugiaveiksniai Kokso modeliai sudaryti jtraukiant visus
vienaveiksne analize nustatytus statistiSskai reikSmingus prognozinius
rodiklius, kai jy tarpusavio koreliacijos koeficientai buvo r<20,9, taip
iSvengiant rodikliy daugialypiskumo (angl. multicollinearity) ar igskirtinumo
(angl. singularity) efekty. Rodikliy vertés skirstytos | ,,auksty* ir ,,zemy*
ver¢iy Kategorijas pagal slenkstines vertes, nustatytas taikant Cutoff Finder
jrankj (2.1 versija; Charité universitetas, Berlynas, Vokietija) [183]. Kokso
modeliams validuoti naudota vienos dalies atidéjimo kryzminé patikra [182].

Visiems statistiniams kriterijams taikytas reik§mingumo lygmuo o = 0,05
ir dvipusés p reikSmés. Statistiné analizé atlikta SAS programiniu paketu
(9.4 versija; SAS Institute Inc., Keris, JAV). Iliustracijoms ruosti naudotas
SAS ir R programinis paketas (3.4.4 versija; R Development Core Team).
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3. REZULTATAI

3.1.Storosios Zarnos naviko ir stromos sgveikos zona
(I tiriamyjy pacienty imtis)

3.1.1. Naviko krasto nustatymas

Skaitmeninés SZN meéginiy CD8 IHC preparaty (n = 105) vaizdo analizés
duomenys (skirtingy audinio klasiy plotai, tiriamy imuniniy lasteliy
koordinatés) suskirstyti ir analizuoti SeSiakampiy gardeliy analitikos
principais. Naviko ir stromos saveikos zonos nustatymo metodu naviky
vaizduose isskirtos naviko krasto (NK), naviko, stromos ir fono klasiy
gardelés (3.1 pav.).

A B

3.1 pav. Naviko krasto nustatymas: A — SZN meéginio CD8 IHC preparato vaizdas; B — tas
pats vaizdas, iSanalizuotas audinio Klasifikatoriumi: isskirtos navikinio epitelio (raudona sp.),
stromos (zalia sp.), fono (balta sp.) klasés; C — to paties vaizdo (klasifikatoriaus duomeny)
suskirstymas SeSiakampiy gardeliy tinkleliu: gardelése isskirtos navikinio epitelio (raudona
sp.), stromos (zalia sp.), fono (mélyna sp.) klasés; D — $iy audinio klasiy ploty variacijos
visame tinklelyje analizé ir gardeliy suklasifikavimas: isskirtos NK (geltona sp.), naviko
(raudona sp.), stromos (zalia sp.) ir fono (mélyna sp.) klasiy gardelés

Siekiant jvertinti, kokie maziausi navikinio epitelio ir stromos audinio
plotai reikalingi reprezentatyviam NK nustatyti, atlikta visos imties naviky
vaizdy pasiskirstymo pagal gardeliy skaiciaus saveikos zonos NK (rangas 0)
ir jam gretimose naviko (rangas 1) bei stromos (rangas —1) srityse procentiliy
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analizé. Vizualiai jvertinti naviky vaizdai, kurie priklausé 5-ai ir 10-ai
procentiléms pagal gardeliy skai¢iy NK ir gretimoje naviko srityje arba NK
ir gretimoje stromos srityje. Nereprezentatyvus NK nustatytas 4 naviky
vaizduose, priskirtuose 5-ai procentilei pagal gardeliy skai¢iy NK ir
gretimoje naviko srityje (3.2 pav.).

800 0 | 800
e}
I |
I |
700 | | 700
I | °
f N
I °
600 ¢ [0 600
| | -39S
500 o | 500
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Rangas 0
Legenda:

o Atvejy pasiskirstymas pagal gardeliy skaiéiy ranguose O ir 1
o Atvejy pasiskirstymas pagal gardeliy skai¢iy ranguose 0 ir -1

5-oji ir 10-0ji procentilés, atitinkamai:

fffff Rangas 1 :247 ir 360 gardelés

——— Rangas 0:448ir 558 gardelés
- Rangas-1: 353 ir 520 gardelés

3.2 pav. Naviky vaizdy (atvejy) sklaidos diagrama pagal gardeliy skai¢iy: sgveikos zonos NK
(rangas 0; mediana 1439, intervalas 267-6939) ir gretimose saveikos zonos naviko (rangas 1;
mediana 1228, intervalas 160-7682) bei stromos (rangas —1; mediana 1098, intervalas 284—
4023) srityse. Diagramoje atidétos asys apima gardeliy skaiiaus intervala nuo 0 iki 800.
Elipse pazyméti atvejai, priskirti 5-ai procentilei pagal gardeliy skai¢iy NK ir gretimoje
naviko srityje.

3 i§ 4 atrinkty atvejy buvo mucininio tipo naviky vaizdai su 6-8,5 mm?
navikinio epitelio plotu (imties méginiy navikinio epitelio ploto aprasomoji
statistika pateikta 1 priede). Sio tipo navikuose >50 proc. audinio ploto
sudaro gleivés (mucinai), o jy supami navikinio epitelio fragmentai neturi
salycio su pagrindine naviko mase, todél néra jtraukiami iSskiriant NK, kaip
matyti 3.3 pav. (A1-3) pateiktame naviko vaizdo fragmente. Mucininio tipo
navikams turéty bati taikomas atskiras audinio klasifikatorius, galintis
atskirti gleives nuo stiklo ir nekrozinio audinio fragmenty. Taip pat tarp
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atrinkty atvejy buvo 1 infiltruojandio augimo pobudzio naviko vaizdas,
kuriame bendras navikinio epitelio plotas sieké¢ 4,2 mm? (3.3 pav., B1-3),
todél laikyta, kad NK nustatyti reikia ne mazesnio kaip 4,5 mm? bendro
navikinio epitelio ploto. Atrinktuose naviky vaizduose stromos audinio
plotas sieké 57-88 mm? (imties méginiy stromos audinio ploto mediana —
75,3 mm?, zr. 1 prieda), todél laikyta, kad jis neturéjo jtakos nustatomo NK
reprezentatyvumui. Minéti 4 atvejai buvo pasalinti i§ tolesnés saveikos zonos

analizés; galuting tiriamy SZN imtj sudaré 101 atvejis.

navikas, B — infiltruojan¢io augimo pobtdZio storosios Zarnos navikas (bendras navikinio
epitelio plotas — 4,2 mm?), kur atitinkamai Al ir B1 — CD8 IHC preparato vaizdo fragmentas,
A2 ir B2 — tas pats vaizdo fragmentas, iSanalizuotas audinio Klasifikatoriumi (isskirtos
navikinio epitelio (raudona sp.), stromos (Zalia sp.), nekrozinio audinio (mélyna sp.), fono
(juoda sp.), kuris apima stikla ir gleives, klasés; A3 ir B3 — tas pats vaizdo fragmentas,
iSanalizuotas naviko ir stromos sgveikos zonos nustatymo metodu (iSskirtos gardelés,
atitinkancios NK (geltona sp.), naviko (raudona sp.), stromos (Zalia sp.), fono (pilka sp.)
klases)

3.1.2. Naviko ir stromos sgveikos zonos nustatymas

Imuniniy lasteliy pasiskirstymo naviko mikroaplinkoje analizei galima
taikyti skirtingo plogio naviko ir stromos saveikos zonas. Sios zonos
sudaromos i§ NK ir tam tikru atstumu nuo jo nutolusiy naviko ir stromos
klasiy gardeliy, kurioms suteikti erdviniai rangai. Pasirenkant saveikos zonos
plotj, pirmiausia turi baiti jvertinami galimi didziausi naviko ir stromos klasiy
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gardeliy rangai, tada NK iSplec¢iamas pasirinktu vienodu naviko ir stromos
klasiy gardeliy rangy skai¢iumi — taip sudaromos saveikos zonos naviko ir
stromos sritys.

Sioje darbo dalyje tiriamuose SZN vaizduose isskirtos naviko klasés
gardelés nuo NK buvo nutolusios maziausiai 3-y rangy atstumu. Aukstesnio
rango naviko klasés gardeles buvo galima iSskirti maziau atvejy, pavyzdziui,
4-0 rango gardelés buvo nustatytos 96 atvejais, 5-0 rango gardelés — 76
atvejais, 6-0 rango gardelés — 69 atvejais ir t.t. Minétina, kad 5-0 ir
aukstesnio rango naviko klasés gardeliy >25 proc. atvejy nefiksuota, todél
laikyta, kad, pasirenkant saveikos zonos plotj, gardelés nuo NK gali bati
nutolusios daugiausia 4-iy rangy atstumu. 96 proc. atvejy stromos klasés
gardelés turéjo maziausiai — 15-3 ranga (Sstromos audinio plotas naviko
periferijoje dazniausiai yra didesnis), todél nebuvo reik§mingos renkantis
sgveikos zonos plotj (3.1 lentelé).

3.1 lentelé. Naviko ir stromos klasiy gardeliy rangai, nustatyti naviky vaizduose (I tiriamyjy
pacienty imtis, n = 101)

Naviko klasés Atvejuy Stromos klasés Atvejuy
gardeliy rangai skaicius gardeliy rangai skaicius

1 101 -1 101

2 101 -2 101

3 101 -3 101

4 96 -4 101

5 76 -5 101

6 69 —6 101

7 47 -7 101

8 29 -8 101

9 24 -9 101

10 13 -10 100

11 15 -11 100

12 15 -12 100

13 9 -13 100

14 6 -14 99

>15 <4 <15 <97

Jtraukiant 1-4 rangy gardeles abipus NK (rangas 0), i viso buvo galima
sudaryti 3, 5, 7 ir 9 rangy plocCio saveikos zonas — atitinkamai SZs, SZs, SZ
ir SZs. Imuninio atsako rodikliy vertés priklauso ne tik nuo sgveikos zonos
plocio, bet ir nuo jos suskirstymo, todél isbandyti keli saveikos zonos
suskirstymo variantai, t. y. saveikos zona su 1 rango plo¢io NK (NKj, Kkai
ri = 0) arba 3 rangy plo¢io NK (NKj3, kai ri € [-1;1]). I§ viso analizei
sudarytos 7 skirtingos saveikos zonos (3.4 pav.).
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3.4 pav. Naviko ir stromos saveikos zony variantai: SZs, SZs, SZ7 ir SZs atitinka 3, 5, 7 ir 9
rangy plocio sgveikos zonas; NKi1 ir NKz atitinka 1 ir 3 rangy ploc¢io NK (sgveikos zonos
stromos srities rangai pazyméti zalia sp., NK rangai — geltona sp., naviko srities rangai —
raudona sp.)

Imties SZN vaizduose, lyginant gardeliy skai¢ius 9 saveikos zonos
ranguose, nustatyta, kad, tolstant nuo NK (rangas 0), gardeliy skaiciaus
vidurkiai ir standartiniai nuokrypiai ranguose mazéjo (p < 0,05, duomenys
nepateikti). Gardeliy skaiCius didziausias buvo rangy intervale r; € [-1; 1];
gardeliy skai¢ius buvo vienodas tarp rangy -1 ir 1 (p > 0,05) (3.5 pav.).
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Navike ir stromos sgveikos zonos (SZ g) rangai

3.5 pav. Gardeliy skaicius naviko ir stromos saveikos zonos (SZg) ranguose (I tiriamyjy
pacienty imtis, n = 101) Saveikos zonos stromos srities rangai pazyméti zalia sp., NK rangas —
geltona sp., naviko srities rangai — raudona sp.
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Imties SZN vaizduose, lyginant CD8+ T Igsteliy tankius 9 saveikos zonos
ranguose, nustatyta, kad lasteliy tankio vidurkiai ir standartiniai nuokrypiai
stromos srities ranguose buvo didesni, palygnti su jy tankio vidurkiais ir
standartiniais nuokrypiais naviko srities ranguose (p < 0,05, duomenys
nepateikti). Tarp stromos srities rangy ir tarp naviko srities rangy CD8+ T
lasteliy tankis nesiskyré, taciau nustatyti reikSmingi jo skirtumai lyginant
NK (rangas 0) ir gretimus —1 ir 1 rangus (p < 0,05) (3.6 pav.).
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3.6 pav. CD8+ T lgsteliy tankis naviko ir stromos saveikos (SZo) ranguose (I tiriamyjy
pacienty imtis, n = 101). Sgveikos zonos stromos srities rangai pazymeéti zalia sp., NK rangas
— geltona sp., naviko srities rangai — raudona sp.

Visuose saveikos zonos variantuose (SZs, SZs, SZ7 ir SZy, kai NK; arba
NK3) apskai¢iuoti CD8+ T lasteliy tankio vidurkiai ir standartiniai
nuokrypiai NK, stromos ir naviko srityse bei imunogradiento rodikliai, t.y.
lasteliy tankio vidurkio ir standartinio nuokrypio masés centro (MC) ir
imunonuokryc¢io (IN) rodikliai (2 priedas). Stipriausi prognoziniai rodikliai
atrinkti Kokso regresijos analize, taikant vienos dalies atidéjimo kryzminés
patikros testg. Kokso modeliy pasikartojimo rezultatai pateikti 3.2 lenteléje:
i§ visy absoliutaus CD8+ T lasteliy tankio sgveikos zonoje rodikliy 65 kartus
pasikartojo lasteliy tankio vidurkis 3 rangy plocio saveikos zonos naviko
srityje (rangas 1); analizuojant skirtingus MC rodiklius, 65 kartus pasikartojo
CD8+ T lasteliy tankio vidurkio MC rodiklis 3 rangy plocio saveikos zonoje;
analizuojant skirtingus IN rodiklius, CD8+ T lgsteliy tankio vidurkio tarp
rangy —1 ir 1 bei tankio standartinio nuokrypio tarp rangy O ir 1 IN rodikliy
modelis pasikartojo 96 kartus. Sie rezultatai rodo, kad SZN stipriausi
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prognoziniai imuninio atsako rodikliai yra nustatomi 3 rangy plocio saveikos
zonoje.

3.2 lentelé. Kokso regresijos modeliy pasikartojimas, taikant vienos dalies atidéjimo
kryZming patikra (| tiriamyjy pacienty imtis, n = 101)

Modelio rodikliai ;
Modelio
(absoliutaus lgsteliy asikartoiimai a pvert¢ | PR 95 % Pl
tankio rodikliai) P )
SZ3, kai NK1:CD8_t_N 65 9,26 0,0024 0,35 0,18-0,69
SZs, kai NK1: CD8_t_N 21 9,11 0,0028 0,35 0,17-0,69
SZ7, kai NKs3: CD8_sn_N 15 9,73 0,0019 0,32 0,16-0,66
Modelio rodikliai Modelio ) . o
(MC rodikliai) pasikartojimai x p verté PR 95 % PI
SZ3: CD8_MC_t 65 10,22 | 0,0014 0,33 0,16-0,65
SZ7:.CD8_MC_t 36 10,24 | 0,0015 0,32 0,16-0,64
Modelio rodikliai Modelio ) . o
(IN rodikliai) pasikartojimai X p verté PR 95 % Pl
CD8_IN_t, kai r-1/r1
CD8_IN_sn, kai ro/r1 96 4,48 0,0347 3,29 1,09-9,92
CD8_IN._t, kai r-1/ro
CD8_IN_sn, Kai roff: 5 4,78 | 0,0031 | 2,18 | 1,08-4,40

SZ3, SZs, SZ7 — atitinkamai 3, 5 ar 7 rangy plo¢io naviko ir stromos saveikos zona; NKi,
NKs — atitinkamai 1 ar 3 rangy plo¢io naviko krastas; CD8_t — CD8+ T lasteliy tankio
vidurkis (Igstelés/mm?); CD8_sn— CD8+ T lasteliy tankio standartinis nuokrypis
(Istelés/mm?); N — saveikos zonos naviko sritis; MC_t — Igsteliy tankio vidurkio sgveikos
zonoje maseés centras; IN t — lgsteliy tankio vidurkio sgveikos zonoje atitinkamai tarp
rangy —1 ir 1 (r-1/r1) arba tarp rangy —1 ir O (r-1/ro) imunonuokry¢iai; IN_sn — lasteliy
tankio standartinio nuokrypio saveikos zonoje tarp rangy 0 ir 1 (ro/r1) imunonuokrytis.

Kaip minéta, daugiausia gardeliy buvo sgveikos zonos rangy intervale
ri€e[-1;1] (3.5pav.). Tai sietina su storosios zarnos liaukinio epitelio
morfologija, t. y. geros ar vidutinés diferenciacijos laipsnio SZN formuojasi
pakitusios liaukinés struktiiros, kurios viena nuo kitos atskiriamos
jsiterpian¢io  stromos audinio (89 proc. tirty naviky buvo G1/G2
diferenciacijos laipsnio). Be to, infiltruojanéio augimo pobiidzio SZN
budingas pumpuravimasis, t.y. 1-5lasteliy grupiy atitrtkimas nuo
pagrindinés naviko masés ir skverbimasis j audinj naviko periferijoje [184].
Lyginant gretimus sgveikos zonos rangus, reik§Smingi CD8+ T lasteliy tankio
skirtumai tarp rangy nustatyti jy intervale r; € [-1; 1] (3.6 pav.) Taigi 3 rangy
plogio saveikos zona (SZs) buvo informatyviausia imuniniam atsakui SZV
mikroaplinkoje vertinti (3.7 pav.).
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3.7 pav. Naviko ir stromos saveikos zona (SZs): A — saveikos zonos vizualizacija storosios
zarnos naviko CD8 IHC preparato vaizde; B — $io naviko CD8+ T lgsteliy tankio sgveikos
zonoje profilis. Saveikos zonos stromos srities rangas pazymétas zalia sp., NK rangas —
geltona sp., naviko srities rangas — raudona sp.

3.2. Imuninis atsakas storosios zarnos vézio mikroaplinkoje
(I tiriamyjy pacienty imtis)

3.2.1. Skaitmeniné storosios zarnos naviko vaizdo analizé

Imuninio atsako naviko mikroaplinkoje analizei paruosti SZN méginiy CD8
IHC preparaty vaizdai (3.8 pav., A ir D). Lasteliy profiliavimo algoritmas
sukalibruotas lasteléems su CD8 koreceptoriaus ITHC raiska naviky vaizduose
atpazinti (3.8 pav., B ir E). Audinio klasifikavimo algoritmas apmokytas
naviky vaizduose atpazinti skirtingas histomorfologines struktiiras ir
suklasifikuoti audinj, i$skiriant navikinio epitelio (naviko), stromos ir kitas
klases (3.8 pav., Cir F).
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3.8 pav. Skaitmeninés storosios zarnos naviko vaizdo analizés rezultaty pavyzdys: pateiktas
naviko viso pjuvio vaizdas ir padidintas (15X) $io vaizdo fragmentas, atitinkamai A ir D —
analizei naudotas CD8 IHC preparato vaizdas; B ir E — tas pats vaizdas, atlikus lasteliy
populiacijy profiliavima (nustatomos lgstelés su CD8 koreceptoriaus IHC raiska (pazymétos
ruda sp.) ir lastelés, kurios neturi $io baltymo IHC rai§kos (paZzymétos mélyna sp.)); C ir F —
tas pats vaizdas, atlikus audinio klasifikavima (i$skirtas navikinis epitelis (raudona sp.),
stroma (Zalia sp.), limfoidiniai agregatai (geltona sp.), stiklas (juoda sp.))

3.2.2. Imuninio atsako naviko mikroaplinkoje rodikliai

Citotoksiniy T (CD8+) lasteliy pasiskirstymo SZN mikroaplinkoje
analizei naviky vaizduose isskirta naviko ir stromos saveikos zona (SZs) ir
sudaryti lasteliy tankio Sioje zonoje profiliai. Apskai¢iuoti imuninio atsako
rodikliai:

—lgsteliy tankio vidurkiai ir standartiniai nuokrypiai sgveikos zonos
stromos (rangas —1), NK (rangas 0) ir naviko (rangas 1) srityse;

—lgsteliy tankio vidurkis ir standartinis nuokrypis visame navike, t.y.
visose naviko klasei priskirtose gardelése;

—imunogradiento rodikliai: masés centro (MC) rodiklis, iSreiskiantis
lasteliy tankio gradientg link naviko srities sgveikos zonoje; imunonuokry¢io
(IN) rodiklis, iSreiSkiantis lasteliy tankio pokytj, palyginus saveikos zonos
stromos ir naviko sritis abipus NK.

Imties SZN apskai&iuoty imuninio atsako rodikliy aprasomoji statistika
pateikta 3.3 lenteléje.
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3.3 lentelé. Imuninio atsako naviko ir stromos saveikos zonoje rodikliy aprasomoji statistika
(I tiriamyjy pacienty imtis, n = 101)

Imuninio atsako rodikliai Vidurkis Mdn SN
CD8 t S 251,45 210,81 216,44
CD8 sn S 313,07 283,19 174,77
CD8 t NK 177,94 121,05 194,68
CD8 _sn_NK 245,00 213,62 166,56
CD8 t N 93,88 49,11 137,10
CD8_sn_N 122,91 106,47 91,00
CD8 t VN 90,62 49,64 138,11
CD8 sn VN 119,51 98,65 92,01
CD8_MC _t -0,38 -0,37 0,15
CD8_MC sn -0,30 -0,29 0,12
CD8_IN_t 4,93 3,61 3,69
CD8_IN_sn 3,12 2,67 1,53
CD8_IN* t 2,70 2,39 1,33
CD8_IN* sn 2,21 2,04 0,86

CD8_t — CD8+ T lgsteliy tankio vidurkis (lastelés/mm?); CD8_sn — CD8+ T lgsteliy tankio
standartinis nuokrypis (lastelés/mm?); NK — naviko krastas; S — sgveikos zonos stromos sritis;
N — sgveikos zonos naviko sritis; VN — visas navikas; MC_t ar MC_sn — atitinkamai 1gsteliy
tankio vidurkio ar standartinio nuokrypio saveikos zonoje masés centras; IN_t ar IN_sn —
atitinkamai lasteliy tankio vidurkio ar standartinio nuokrypio tarp saveikos zonos rangy -1 ir
1 imunonuokrytis; IN*_t ar IN*_sn — atitinkamai Iasteliy tankio vidurkio ar standartinio
nuokrypio tarp sgveikos zonos rangy 0 ir 1 imunonuokrytis.

Imties SZN bendrasis CD8+ T Igsteliy tankio saveikos zonoje profilis
pateiktas 3.9 pav.: CD8+ T lasteliy daugiausia Stromos srityje, maZiau jy
NK, maziausia — naviko srityje. CD8+ T lasteliy tankiai sgveikos zonos
naviko srityje ir visame navike buvo panaSts (p > 0,05, duomenys

nepateikti).
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Naviko ir stromos sgveikos zonos (SZ4) rangai

3.9 pav. CD8+ T lasteliy tankio profilis naviko ir stromos saveikos zonoje (SZs) (I tiriamyjy
pacienty imtis, n = 101). Saveikos zonos stromos srities rangas pazymétas zalia sp., NK

rangas — geltona sp., naviko srities rangas — raudona sp.
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3.2.3. Imuninio atsako rodikliy ir patologiniy poky¢iy sgsajos

Imuninio atsako rodikliy ir patologiniy poky€iy sasajy analize nustatyta
(3.4 lentelé): CD8+ T lasteliy tankis sgveikos zonos stromos, NK ir naviko
srityse bei visame navike buvo reik§mingai didesnis, kai pirminio naviko
i$plitimo kategorija buvo Zemesné (pT1-2) ir nebuvo metastaziy sritiniuose
limfmazgiuose (pNO). pT1-2 kategorijos navikuose nustatytas reik§mingai
didesnis CD8+ T lgsteliy tankio gradientas naviko link, isreikstas
aukstesnémis MC ir Zemesnémis IN rodikliy vertémis. Statistiskai
reikSmingy sasajy tarp imuninio atsako rodikliy ir naviko diferenciacijos
laipsnio (3.4 lentelé), pacienty lyties ir amziaus (duomenys nepateikti)
nenustatyta.

3.4 lentelé. Imuninio atsako rodikliy ir patologiniy poky¢iy sasajos (I tiriamyjy pacienty
imtis, n = 101) (*p verté <0,05)

Imuninio atsako Patologiniy poky¢iu kriterijai
rodikliai pT1-2 pT3-4 pNO pN1-2 G1-2 G3

CDS t S 3773 | 2122 | 2975 1918 | 2476 | 2829

—= p = 0,0018* p = 0,0215* p = 0,8632
CD8 sn S 4052 | 2844 348,0 2679 | 311,1 [ 3290

- p = 0,0069* p = 0,0471* p = 0,8597
2848 | 1446 219,2 1245 | 1743 | 2073

CD8_LNK p = 0,0022* D = 0,0145* b = 0,8501
33,9 | 2179 282,2 196,8 | 2447 | 2472

CD8_sn_NK p = 0,0050* p =0,0277* p =0,9188
1685 [ 70,6 1203 59,7 89,4 [ 1309

CD8_LN p = 0,0008* p = 0,0133* p=0,7523
cD8 sn N 1729 [ 1073 141,6 98,7 121,2 | 136,7

—- p = 0,0013* p = 0,0217* p =0,7942
1622 [ 683 115,5 58,4 86,1 | 1279

CD8_LVN D= o,?ms* D = 0,0151* D= o,r54o
167,1 104,7 137,0 96,8 117,8 | 1334

CD8_sn_VN p = 0,0025* p = 0,0305* p =0,8158
032 | -040 -0,36 041 [ -038 [ 036

ChB_MCL p = 0,0338* p = 0,0847 p = 0,6820
—0,26 0,31 029 | 032 [ -030 [-029

CD8_MC_sn p = 0,0809 p = 0,2450 p = 0,8185
346 | 5,39 449 [ 550 492 | 495

CDB_IN_t D = 0,0210* 0 = 0,0819 0 =0,7231
2,75 3,23 297 [ 330 311 | 313

CD8_IN_sn p = 0,0849 p = 0,2325 p = 0,8491
2,14 2,87 255 [ 289 272 | 2,56

* , : , , : ,

CD8_IN*_t D = 0,0145* D = 0,1363 0 = 0,6633
207 | 225 217 | 2,26 221 [ 2,13

*
CD8_IN*_sn 0 = 0,3048 0 = 0,6620 0 = 0,7667

CD8_t — CD8+ T lgsteliy tankio vidurkis (lgstelés/mm?); CD8_sn — CD8+ T Igsteliy
tankio standartinis nuokrypis (lastelés/mm?); NK — naviko krastas; S — sgveikos zonos
stromos sritis; N — sgveikos zonos naviko sritis; VN — visas navikas; MC_t ar MC_sn —
atitinkamai lasteliy tankio vidurkio ar standartinio nuokrypio saveikos zonoje masés
centras; IN_t ar IN_sn — atitinkamai lasteliy tankio vidurkio ar standartinio nuokrypio
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tarp saveikos zonos rangy —1 ir 1 imunonuokrytis; IN*_t ar IN*_sn — atitinkamai lasteliy
tankio vidurkio ar standartinio nuokrypio tarp saveikos zonos rangy 0 ir 1
imunonuokrytis.

Taigi CD8+ T lgstelés labiau infiltravo nei$plitusius (pT1-2, pNO
kategorijy) navikus. Tai atitinka stebéjimus, rodancius, kad ligai
progresuojant ir plintant atsirandantys navikiniy lgsteliy rezistentiSkumo ir
imunosupresiniai  naviko mikroaplinkos mechanizmai slopina NIL
infiltravima ir citotoksinj atsakg [185].

3.2.4. Imuninio atsako rodikliy tarpusavio sasajos

Imuninio atsako rodikliy koreliacijy matrica (4 priedas) parodé, kad tarp
CD8+ T lasteliy tankio vidurkiy ir standartiniy nuokrypiy tiek saveikos
zonos srityse, tiek visame navike buvo stiprus teigiamas rySys (r>0,9,
p <0,0001). Stiprus teigiamas rySys nustatytas tarp CD8+ T lgsteliy tankio
vidurkiy sgveikos zonos stromos srityje ir NK bei naviko srityje ir NK, taip
pat tarp CD8+ T lasteliy tankio vidurkiy sgveikos zonos naviko srityje ir
visame navike (r > 0,9, p < 0,0001). CD8+ T lasteliy tankio IN rodikliai,
apskaiCiuoti jtraukiant lasteliy tankio vidurkio ir standartinio nuokrypio
vertes saveikos zonos ranguose —1 ir 1 arba O ir 1, taip pat stipriai koreliavo
tarpusavyje (r > 0,9, p < 0,0001); tarp CD8+ T lasteliy tankio MC ir IN
rodikliy buvo stiprus neigiamas rySys (r > -0,9, p < 0,0001). Remiantis Siais
rezultatais, Kokso regresijos modeliams sudaryti atrinkti rodikliai, kurie
neturéjo tiesinés priklausomybés (r < 0,9), 0 CD8+ T lasteliy tankio MC ir
IN rodikliai analizuoti atskirai (zr. 3.2.5 skyriy).

3.2.5. Imuninio atsako rodikliy prognoziné verté

Pacienty bendrojo isgyvenamumo pagal klinikinius, patologinius kriterijus ir
imuninio atsako rodiklius analizés duomenys pateikti 3.5 lenteléje. Nustatyti
reikSmingai su pacienty bendruoju isgyvenamumu susij¢ rodikliai: pacienty
amzius, pirminio naviko i$plitimo ir metastaziy sritiniuose limfmazgiuose
kategorijos bei TNM stadijos (p < 0,05); visi atrinkti imuninio atsako
rodikliai buvo stipriis prognoziniai veiksniai (p < 0,01). Imuninio atsako
rodikliy vertés suskirstytos | dideliy (auk$ty) ir mazy (zemy) verciy
kategorijas pagal nustatytas slenkstines vertes (3.5 lentel¢). Rodikliy
nepriklausoma verté nustatyta daugiaveiksne Kokso regresijos analize
(3.6 lentelé).

71



3.5 lentelé. Vienaveiksnés pacienty bendrojo i§gyvenamumo analizés pagal klinikinius,
patologinius ir imuninio atsako rodiklius (I tiriamyjy pacienty imtis, n = 101) (sv — rodiklio
slenkstiné verté, nustatyta taikant logrankinj kriterijy (Cutoff Finder [183]) (p verté* <0,05)

Rodikliai Kategorija p verté PR 95 % PI

Lytis vyras 0,1974 1,56 0,79-3,05
Amzius >70 m. 0,0441" 2,06 1,02-4,17
G G3 (pries G1-2) 0,3379 1,59 0,62-4,12
pT pT3-4 (pries pT1-2) 0,0106" 6,47 1,55-27,1
pN pN1-3 (pries pNO) 0,0214" 2,23 1,13-4,42
TNM stadija 11 (pries I1-11) 0,0214" 2,23 1,13-4,42
CD8 t S aukstas, kai sv = 5,85 0,0080" 0,11 0,02-0,80
CD8_t N aukstas, kai sv = 3,36 0,0014" 0,35 0,18-0,69
CD8_t VN aukstas, kai sv = 4,23 0,0011" 0,23 0,09-0,61
CD8_MC_t aukstas, kai sv =-0,52 0,0008" 0,33 0,17-0,65
CD8_MC_sn aukstas, kai sv =-0,31 0,0054" 0,39 0,19-0,77
CD8_IN_t aukstas, kai sv = 2,03 0,0005" 3,20 1,60-6,41
CD8_IN" sn aukstas, kai sv = 1,04 0,0028" 2,69 1,37-5,28

CD8_t — CD8+ T lasteliy tankio vidurkis (Igstelés/mm?); NK — naviko krastas; S —
saveikos zonos stromos sritis; N — sgveikos zonos naviko sritis; VN — visas navikas; MC_t
ar MC_sn — atitinkamai lasteliy tankio vidurkio ar standartinio nuokrypio saveikos zonoje
masés centras; IN_t — lasteliy tankio vidurkio tarp sgveikos zonos rangy -1 ir 1
imunonuokrytis; IN*_sn — lasteliy tankio standartinio nuokrypio tarp saveikos zonos
rangy 0 ir 1 imunonuokrytis.

Daugiaveiksnei Kokso regresijos analizei naudoti keli rodikliy rinkiniai:
1) paciento amzius, pirminio naviko isplitimo ir metastaziy sritiniuose
limfmazgiuose kategorijos, CD8+ T lasteliy tankiai sagveikos zonos Stromos
ir naviko srityse (arba visame navike), CD8+ T lgsteliy tankio ir standartinio
nuokrypio MC rodikliai; 2) paciento amzius, pirminio naviko i$plitimo ir
metastaziy sritiniuose limfmazgiuose kategorijos, CD8+ T lasteliy tankiai
sgveikos zonos stromos ir naviko srityse (arba visame navike), CD8+
T lasteliy tankio ir standartinio nuokrypio IN rodikliai.

Sudarytais Kokso regresijos modeliais (TS: 22,54 ir 21,56, p < 0,0001)
nustatyti keturi nepriklausomi bendrojo iSgyvenamumo prognoziniai
veiksniai (3.6 lentelé): pacienty amzius daugiau kaip 70 m. (p <0,0453) ir
aukstesné pirminio naviko isplitimo kategorija (pT3-4; p <0,0177) buvo
trumpesnio pacienty iSgyvenamumo Veiksniai; aukStas CD8+ T lasteliy
tankio MC rodiklis buvo stiprus ilgesnio pacienty iSgyvenamumo Vveiksnys
(p = 0,0071, 1 modelis). Minétina, kad aukstas CD8+ T lasteliy tankio IN
rodiklis, priesingai, sietas su trumpesniu pacienty iSgyvenamumu (p =
0,0126, 2 modelis). Sie modeliai parodé, kad CD8+ T Igsteliy tankio
sgveikos zonoje MC ir IN rodikliai buvo stipresni prognoziniai veiksniai
negu absoliutaus CD8+ T lgsteliy tankio sgveikos zonoje rodikliai. Palyginti
su CD8+ T lasteliy tankio IN rodikliu (x? = 6,22, 2 modelis), CD8+ T Iasteliy
tankio MC rodiklis (toliau — CD8 imunogradientas) (y* = 7,25, 1 modelis)
buvo statistiskai stipresnis prognozinis veiksnys.
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3.6 lentelé. Daugiaveiksniai Kokso regresijos modeliai pacienty bendrajam i$gyvenamumui
prognozuoti (I tiriamyjy pacienty imtis, n = 101) (vienos dalies atidéjimo kryzminés patikros
rezultatai pateikti 3 priede)

#S?Ozdze,gi, p < 0,0001 3 pverté PR 95 %Pl

Amzius (>70 m.) 4,01 0,0453 2,04 1,02-4,09
pT kategorija (pT3-4) 6,19 0,0128 6,22 1,48-26,21
CD8 MC _t (aukstas) 7,25 0,0071 0,39 0,20-0,77
ig?ozdle"s'g’ b <0,0001 7 p verté PR 95 % PI

Amzius (>70 m.) 4,13 0,0432 2,06 1,03-4,13
pT kategorija (pT3-4) 5,62 0,0177 5,78 1,36-24,63
CD8_IN_t (aukstas) 6,22 0,0126 2,44 1,21-4,92

Kaplano—Mejerio  bendrojo iSgyvenamumo kreivés pagal nustatytus
nepriklausomus veiksnius pateiktos 3.10 pav.: pacienty iki 70 m. amziaus 5 m.
iSgyvenamumo tikimybé sieké 80 proc., vyresniy pacienty — 63 proc.; esant
Zemesnei pirminio naviko iSplitimo kategorijai, pacientams prognozuota
92 proc., esant aukstesnei kategorijai — 65 proc. 5 m. iSgyvenamumo tikimybé.
CD8 imunogradientas suskirsté pacientus j prognozines grupes pagal 77 proc. ir
52 proc. 5 m. i$gyvenamumo tikimybes, CD8+ T lgsteliy tankio IN rodiklis —
pagal 76 proc. ir 50 proc. 5 m. i§gyvenamumo tikimybes.
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< 0.751 0.75
g
5 0.501 0.50 1
S
& 0.254 PR =206(1,02-4,17), p = 0,0441 0.25-4 PR =847 (1,55-27,1), p = 0,0106
| Tammssany et HABRC
- m. S > m., n= —+ ategorja=o9-4,n=
>g 0-00 1 T leu T T T OOO L T ’ T o T T T
- 0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Laikas, meénesiai Laikas, ménesiai
o C D
£ 1.004 1.00
E
= 0.75 0.75
g
S 0.504 0.50 1
&
& 0.25- PR=0,33(0,16-0,85), p = 0,0008 0.254 PR =3,20(1,60-6,41), p = 0,0005
R e = B S
—_ >-0, ,n= —_ >2, ,n=
>% 0-00 1 T T _ T T L] O-OO L T T _ T T T
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Laikas, ménesiai Laikas, ménesiai

3.10 pav. Pacienty bendrojo iSgyvenamumo Kaplano—Mejerio kreivés pagal nepriklausomus
klinikinius, patologinius ir imunogradiento rodiklius: A — paciento amzius; B — pirminio
naviko iSplitimo kategorija (pT); C — CD8 imunogradientas (CD8_MC_t); D— CD8+
T lIgsteliy tankio IN rodiklis (CD8_IN_t)
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Rezultatai rodo, kad CD8+ T lasteliy tankio saveikos zonoje
imunogradiento rodikliai savo statistine galia buvo stipriausi prognoziniai
veiksniai. Pabréztina, kad jie pranoko absoliutaus CD8+ T lasteliy tankio
sgveikos zonoje ir visame navike rodiklius.

3.2.6. Imuninio atsako rodikliy faktoriné analizé

Imuninio atsako rodikliy (3.3 lentel¢) faktorine analize nustatyti du
nepriklausomi veiksniai, kurie kartu paaiSkino 95,6 proc. bendrosios
duomeny dispersijos (3.11 pav.): 1-3 faktoriy aprasé CD8+ T lasteliy tankio
vidurkio ir standartinio nuokrypio visose saveikos zonos srityse rodikliai,
iSreiskiantys absoliuty CD8+ T lasteliy tankj sgveikos zonoje (3.11 pav., B);
2-3 faktoriy aprasé CD8+ T Iasteliy tankio ir standartinio nuokrypio MC ir
IN rodikliai (imunogradiento rodikliai), iSreiskiantys CD8+ T lasteliy tankio
gradientg sgveikos zonoje (3.11 pav., C), t.y. lasteliy tankio pokytj kryptimi
i§ stromos srities | naviko sritj (aukStesnés faktoriaus vertés atitinka didesnj
CD8+ T lasteliy polinkj judéti saveikos zonos naviko srities link). Sie
rezultatai rodo, kad CD8+ T lgsteliy pasiskirstymo sgveikos zonoje
kiekybinés ir erdvinés (gradientinés) charakteristikos yra linijiniu btdu
nepriklausomos. Siekiant integruoti abiejy faktoriy prognozing galia, jy
vertés buvo sudétos, apskaiCiuotas agreguotas CD8+ T lgsteliy atsako
sgveikos zonoje faktorius.

A B Absoliutus CD8+ T Iasteliy tankis
sgveikos zonoje (1-as faktorius)
1.0 CD8_CM_t Y °®
o © ® * L ®
08 CD8_CM _sn -0 ©®
_ CD8_sn_N ® o %0 o ® P
X o6 cCD8 t N® ® L4 ®
© -t ® o ®0, L e
< 04 CD8 t_NK o . PO o
< L J [ ] o ° L]
= 02 CD8_sn_NK e T o o
@ coe_t s ®
5 0.0 o o CD8+ T Igsteliy tankio gradientas
% 02 CD8_sn_S sgveikos zonoje (2-as faktorius)
® d See N
0 04 S co 0,
T T e %% A
N 06 R * LY .: .. o, Y
08 cDs N t EDS_lN_Sn 0 * .. * o .. cgels .
- U %0 G s0e® 0 » | L
1.0 A Y °*
® 9 ® S
10 08 06 -04 -02 00 02 04 06 08 1.0 [ ] .. Lo
1-as faktorius (55.12 %) .

3.11 pav. Imuninio atsako rodikliy faktoriné analizé: A — 1-as faktorius, t.y. absoliutaus
CD8+ T lasteliy tankio saveikos zonoje faktorius (B); 2-as faktorius, t. y. CD8+ T lasteliy
tankio gradiento sgveikos zonoje faktorius (C). Rudos sp. apskritimais vaizduojamos CD8+ T
lastelés.
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Daugiaveiksnei Kokso regresijos analizei naudoti keli rodikliy rinkiniai:
1) paciento amzius, pirminio naviko iSplitimo ir metastaziy sritiniuose
limfmazgiuose kategorijos, absoliutaus CD8+ T lasteliy tankio sgveikos
zonoje faktorius (1-as faktorius) ir CD8+ T lasteliy tankio gradiento sgveikos
zonoje faktorius (2-as faktorius); 2) paciento amzius, pirminio naviko
i$plitimo ir metastaziy sritiniuose limfmazgiuose kategorijos bei CD8+
T lasteliy atsako sgveikos zonoje faktorius (agreguotas faktorius). Imuninio
atsako faktoriy vertés suskirstytos j auksty ir Zemy verciy kategorijas pagal
nustatytas slenkstines vertes (2 priedas).

Sudaryti Kokso regresijos modeliai buvo panasios statistinés galios (TS:
21,8, p < 0,0001) ir i8skyré keturis nepriklausomus bendrojo iSgyvenamumo
prognozinius veiksnius (3.7 lentelé¢): pacienty amzius daugiau kaip 70 m.
(p <0,0375) ir aukStesné pirminio naviko i$plitimo kategorija (pT3—4;
p <0,0260) buvo trumpesnio pacienty iSgyvenamumo Veiksniai; CD8+
T lasteliy tankio gradiento sgveikos zonoje faktorius (p = 0,0112, 3 modelis)
ir agreguoto CD8+ T Iasteliy atsako sgveikos zonoje faktorius (p = 0,0196,
4 modelis) buvo stipris ilgesnio pacienty iSgyvenamumo veiksniai.

3.7 lentelé. Daugiaveiksniai Kokso regresijos modeliai pacienty bendrajam i$gyvenamumui
prognozuoti (I tiriamyjy pacienty imtis, n = 101) (vienos dalies atidé¢jimo kryzminés patikros
rezultatai pateikti 3 priede)

%g?ozdl‘fg; b < 0,0001 7 p verté PR 95 % PI

Amzius (>70 m.) 4,33 0,0375 2,09 1,04-4,20
pT kategorija (pT3-4) 6,23 0,0126 6,25 1,48-26,38
2-as faktorius:

CD8+ T lasteliy tankio 6,43 0,0112 0,41 0,21-0,82
gradientas saveikos zonoje (aukstas)

ig?‘ﬁ‘fg; b < 0,0001 7 p verté PR 95 % PI

Amzius (>70 m.) 5,13 0,0235 2,24 1,12-4,50
pT kategorija (pT3-4) 4,96 0,0260 5,25 1,22-22,61
Agreguotas faktorius:

CD8+ T lasteliy atsakas sgveikos 5,45 0,0196 0,41 0,19-0,87
zonoje (aukstas)

Kaplano—Mejerio bendrojo iSgyvenamumo kreivés pagal nustatytus
nepriklausomus faktorius pateiktos 3.12 pav.: CD8+ T lasteliy tankio
gradiento sgveikos zonoje faktorius suskirsté pacientus j grupes pagal
77 proc. ir 54 proc. 5m. isgyvenamumo tikimybes; agreguotas CD8+
T lasteliy atsako saveikos zonoje faktorius dichotomizavo pacienty imtj |
grupes pagal 84 proc. ir 58 proc. 5 m. i§gyvenamumo tikimybes.
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3.12 pav. Pacienty bendrojo i§gyvenamumo Kaplano—Mejerio kreivés pagal nepriklausomus
faktorius: A — 2-as faktorius, t.y. CD8+ T lasteliy tankio gradiento saveikos zonoje
faktorius; B — agreguotas faktorius, t. y. CD8+ T lasteliy atsako sgveikos zonoje faktorius

Rezultatai patvirtina, kad CD8+ T lasteliy tankio sgveikos zonoje
imunogradiento rodikliai yra statistiSkai stipresni prognoziniai veiksniai
lyginant su absoliutaus CD8+ T lgsteliy tankio sgveikos zonoje rodikliais.

3.3. Imuninis atsakas storosios zarnos vézio mikroaplinkoje
(Il tiriamyjy pacienty imtis)

3.3.1. Skaitmeniné storosios Zarnos naviko vaizdo analizé

Imuninio atsako naviko mikroaplinkoje analizei naudoti SZN méginiy CDS,
CD20 ir CD68 IHC preparaty vaizdai (3.13 pav., A, D, G). Lasteliy
profiliavimo algoritmas sukalibruotas lasteléms su CD8, CD20 arba CD68
antigeno IHC raiska naviky vaizduose atpazinti (3.13 pav., B, E, H). Audinio
Klasifikavimo algoritmas apmokytas naviky vaizduose atpazinti skirtingas
histomorfologines struktiiras ir suklasifikuoti audinj, i$skiriant navikinio
epitelio (naviko), stromos ir kitas klases (3.13 pav., C, F, I).
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IHC Lasteliy Audinio
preparatas profiliavimas klasifikavimas

CD8

CD68 CD20
(15x vaizdo fragmentas) (15x vaizdo fragmentas) (15x vaizdo fragmentas)

3.13 pav. Skaitmeninés storosios zarnos naviko vaizdo analizés rezultaty pavyzdZziai—
pateikti padidinti (15x) naviky viso pjavio vaizdy fragmentai: A, D, G — analizei naudoti
atitinkamai CD8, CD20, CD68 IHC preparaty vaizdai; B, E, H — tie patys vaizdai, atlikus
lasteliy populiacijy profiliavima (nustatomos atitinkamai lastelés su CD8, CD20 ir CD68
antigeny THC raiska (pazymeétos ruda sp.)); C, F, | — tie patys vaizdai, atlikus audinio
klasifikavima (i$skirtas navikinis epitelis (raudona sp.), stroma (zalia sp.), stiklas (juoda sp.))

3.3.2. Imuninio atsako naviko mikroaplinkoje rodikliai

Citotoksiniy T (CD8+) lasteliy, B (CD20+) lasteliy ir (CD68+) makrofagy
pasiskirstymo SZN mikroaplinkoje analizei naviky vaizduose i$skirta naviko
ir stromos saveikos zona (SZ3) ir sudaryti lgsteliy tankio S$ioje zonoje
profiliai. Apskaiciuoti imuninio atsako rodikliai:

—lgsteliy tankio vidurkiai sgveikos zonos stromos (rangas -1), NK
(rangas 0) ir naviko (rangas 1) srityse;

—lgsteliy tankio vidurkis visame navike, t.y. visose naviko klasei
priskirtose gardelése;
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— imunogradiento rodikliai: masés centro (MC) rodikliai, iSreiSkiantys
lasteliy tankio gradienta link naviko srities sgveikos zonoje.

Imties SZN apskaigiuoty imuninio atsako rodikliy aprasomoji statistika
pateikta 3.8 lenteléje.

3.8 lentelé. Imuninio atsako naviko ir stromos saveikos zonoje rodikliy aprasomoji statistika
(I tiriamyjy pacienty imtis (n = 87), suskirstyta j MSS naviky (n = 48) ir MSI naviky (n = 39)
pogrupius) (p verté* < 0,05)

Imuninio atsako MSS navikai, n = 48 MSI navikai, n =39 -
rodikliai Vidurkis | Mdn SN Vidurkis Mdn SN pverte

CD8 t_S 193,8 147,1 1477 370,8 2949 404,6 0,0024"
CD8 t NK 141,8 90,0 128,4 339,9 208,2 400,5 0,0004"
CD8 t N 76,5 49,2 92,4 262,4 140,2 342,6 0,0001"
CD8 t VN 65,4 37,5 81,9 238,9 133,4 311,2 <0,0001"
CD8 MC t -0,35 -0,35 0,17 -0,20 -0,18 0,21 0,0006"

CD20 t S 54,3 32,8 68,4 71,3 36,7 83,3 0,3650
CD20_t NK 31,6 14,0 59,3 30,5 18,9 33,4 0,7857
CD20 t N 12,2 4,6 30,6 5,4 3,8 6,1 0,0899
CD20_t VN 13,8 4.1 31,2 9,7 5,8 12,9 0,6003
CD20 MC t -0,49 -0,54 0,23 -0,59 -0,63 0,14 0,0141"
CD68 t S 173,9 158,1 118,2 182,4 173,8 104,3 0,5616
CD68_t_NK 145,1 120,2 99,7 190,1 175,1 106,0 0,0281"
CD68_t N 72,4 55,2 73,4 126,5 100,3 82,4 <0,0001"
CD68 t VN 60,1 48,9 55,8 112,1 95,3 71,4 <0,0001"
CD68 _MC_t -0,20 -0,28 0,14 -0,11 -0,08 0,14 <0,0001"

CD8_t — CD8+ T lgsteliy tankio vidurkis (Igstelés/mm?); CD20_t — CD20+ B Igsteliy tankio
vidurkis (Igstelés/mm?); CD68_t — CD68+ makrofagy tankio vidurkis (Igstelés/mm?); NK —
naviko krastas; S — sgveikos zonos stromos sritis; N — saveikos zonos naviko sritis; VN —
visas navikas; MC_t — Iasteliy tankio vidurkio saveikos zonoje masés centras.

Palyginus imuniniy lasteliy tankius MSS ir MSI navikuose, matyti, kad
CD8+ T lasteliy ir CD68+ makrofagy tankiai sgveikos zonoje ir visame
navike yra didesni MSI navikuose (p < 0,05), o CD20+ B lasteliy tankiai
saveikos zonoje ir visame navike gana panaSts. Palyginus MC rodiklius,
nustatyta, kad auk$tesni CD8+ T lasteliy ir CD68+ makrofagy tankio
gradientai link naviko srities sgveikos zonoje yra MSI navikuose (p < 0,05),
0 CD20+ B lasteliy tankio gradientas link naviko srities sgveikos zonoje MSI
navikuose yra zemesnis negu MSS navikuose (p < 0,05). Tai galima sieti su
MSI navikams biidingu didesniu B Igsteliy infiltratu naviko periferijoje.

CD8+ T lasteliy tankiai tiek sgveikos zonoje, tiek visame navike buvo
didesni negu CD68+ makrofagy tankiai atitinkamuose MSI naviky
regionuose (p < 0,05), ta¢iau Siy lasteliy tankiai MSS navikuose nesiskyré;
CD20+ B lasteliy tankiai buvo maziausi tiek MSI, tiek MSS navikuose
(p < 0,05) (duomenys nepateikti).

Palyginus imuniniy lasteliy pasiskirstyma skirtingose saveikos zonos
srityse, matyti, kad maziausi CD8+ T ir CD20+ B lasteliy, taip pat CD68+
makrofagy tankiai buvo naviko srityje, daugiau jy buvo NK (p < 0,05) tiek
MSS, tiek MSI navikuose; CD8+ T lasteliy ir CD68+ makrofagy tankiai
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stromos ir NK srityse buvo panasts, 0 CD20+ B lasteliy stromos srityje
buvo daugiau negu NK (p <0,05) MSS ir MSI navikuose (duomenys
nepateikti). Tarp CD8+, CD20+ ir CD68+ lasteliy tankiy sgveikos zonos
naviko srityje ir visame navike statistiskai reikSmingy skirtumy nenustatyta
(duomenys nepateikti).

3.3.3. Imuninio atsako rodikliy ir patologiniy poky¢iy sasajos

Patologiniy poky¢iy sasajos su naviky MSI pozymiais jvertintos poriniy
dazniy lenteliy metodu, taikant tikslyji FiSerio kriterijy (zr. 2.1 skyrius,
2.2 lentele¢). MSI navikai dazniau nustatyti vyreshniems pacientams
(p =0,0026) — tai sutampa su kity tyréjy stebéjimy rezultatais ir iSvada, kad
sporadiniai  MSI navikai, kuriems budingas metilintas MLH1 geno
promotorius, atsiranda dél genomo metilinimo poky¢iy, siejamy su vyresniu
amziumi [52, 186]. Kaip matyti ir i§ atlikty ankstesniy tyrimy [187, 188],
Siame tyrime MSI navikai dazniau buvo blogos diferenciacijos (p < 0,0001)
ir desiniosios lokalizacijos (p <0,0001), siems navikams buvo badingos
mutacijos BRAF gene (53,8 % atvejy). Minétina, kad MSS navikuose
fiksuotas didesnis KRAS geno mutacijy daznis (47,9 % atvejy). Statistiskai
reikSmingy sgsajy tarp naviky MSI pozymiy ir pacienty lyties, TNM
kriterijy, limfovaskulinés ir perineurinés invazijos, naviko augimo pobitidzio,
pumpuravimosi bei perinavikinés limfocitinés infiltracijos nenustatyta.

Imuninio atsako rodikliy ir patologiniy poky¢iy sasajy analize nustatyta
(3.9 lentelé):

—MSI navikuose: CD8+ T lasteliy tankis nepriklausé nuo pirminio
naviko isplitimo, limfmazgiy buklés, diferenciacijos laipsnio bei
limfovaskulinés invazijos, taciau navikuose, kuriems biidinga perineuriné
invazija (Pnel), nustatytas zemesnis CD8+ T lasteliy tankio gradientas
naviko link ir maZesnis tankis sgveikos zonos naviko srityje bei visame
navike; mazesni CD20+ B lasteliy tankiai saveikos zonoje ar visame navike
nustatyti navikuose, kuriems biaidinga auks$tesné naviko iSplitimo kategorija
(pT4) ar perineuriné invazija; zemesnis CD20+ B lasteliy tankio gradientas
buvo navikuose, kuriems budingos metastazés sritiniuose limfmazgiuose
(pN1-2) ar limfovaskuliné invazija (duomenys nepateikti); mazesnis CD20+
B lasteliy tankis saveikos zonos stromos srityje buvo susijgs Su naviky
pumpuravimusi (duomenys nepateikti); CD68+ makrofagy tankis sgveikos
zonos naviko ir NK srityse bei visame navike buvo mazesnis navikuose,
kuriems budinga aukStesné naviko iSplitimo kategorija ar perineuring
invazija;
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— MSS navikuose: CD8+ T lgsteliy tankiai sgveikos zonos NK, naviko
srityse ir visame navike, taip pat CD20+ B lasteliy tankis sgveikos zonos
stromos srityje buvo mazesnis vidutinés diferenciacijos (G2) navikuose;
zemesnis CD8+ T lasteliy tankio gradientas naviko link ir mazesnis CD20+
B lasteliy tankis saveikos zonos stromos srityje buvo susieti su
infiltruojan¢iu augimo frontu (duomenys nepateikti); CD68+ makrofagy
tankis visame navike buvo didesnis navikuose, kuriems biidingas isplitimas j
sritinius limfmazgius, tankio gradientas naviko link buvo didesnis
navikuose, kuriy iSplitimo kategorija yra aukstesné, ir navikuose, kuriems
budingas i$plitimas j sritinius limfmazgius ar bloga diferenciacija (G3).

3.9 lentelé. Imuninio atsako naviko ir stromos saveikos zonoje rodikliy ir patologiniy poky¢iy
sasajos (Il tiriamyjy pacienty imtis (n = 87), suskirstyta | MSI naviky (n = 39) ir MSS naviky
(n = 48) pogrupius) (*p verté < 0,05)

Imuninio M§I.navikaiv,'n = ?fQ _
atsako Patologiniy pokyciy kriterijai
rodikliai pT2-3 pT4 pNO pN1-2 G2 G3 Pne0 Pnel
CD8 t S 4096 | 271,8 | 3747 | 363,8 | 2822 | 463,9 | 3966 | 2523
—= p = 0,4229 p =0,4871 p =0,2293 p = 0,3647
D8 t NK 381,6 | 2338 | 3584 | 3069 | 2496 | 4350 | 3795 | 1592
—= p =0,1740 p =0,8463 p = 0,2347 p = 0,855
cD8 t N 297,0 [ 1743 | 2813 [ 2285 | 1835 | 3454 | 301,4 | 841
—= p =0,1381 p =0,9159 p =0,1943 p = 0,0332*
2716 | 1558 | 2579 | 2050 | 163,7 | 3181 | 2742 | 774
CD8_LVN p =0,1210 p =0,8971 p =0,2014 p = 0,0257*
0,17 | 029 | -0,18 | 0,24 | —0,23 | 0,17 | -0,16 | —0,39
CDB_MCL p=0,1083 p =0,4223 p =0,4103 p = 0,0079*
CD20 t S 880 | 291 | 683 | 768 | 650 | 781 | 81,6 | 248
- p = 0,0014* p = 0,8034 p =0,9871 p = 0,0684
373 | 135 | 315 | 289 | 284 [ 328 | 349 | 105
CD20_L NK p = 0,0011* p =0,3335 p = 0,6662 p = 0,0661
63 | 32 6,1 4,1 4,6 6,3 6,2 18
CD20_t N p = 0,0098* p =0,0676 p =0,3514 p = 0,0499*
11,0 6,4 97 | 96 8,7 108 | 111 | 35
CD20_t VN p = 0,2297 p =0,1487 p =0,7195 p = 0,0148*
—0,60 [ 059 | -056 | —066 | 057 | 0,62 | 059 | —0,62
Ch20_MC._t p = 0,8050 p = 0,0399* p = 0,2206 p =0,5616
CD68 t S 196,3 | 1471 | 1841 | 1794 | 1586 | 207,6 | 191,1 | 1432
—= p = 0,0794 p =0,2799 p =0,2043 p =0,1765
210,0 | 139,3 | 2058 | 162,0 | 166,8 | 2145 | 202,6 | 133,0
CDEB_LNK p = 0,0160* p = 0,3269 p = 0,4060 p = 0,0491*
CD68 t N 140,9 | 90,0 | 140,7 | 101,3 | 1045 | 149,7 | 1368 [ 795
- p = 0,0350* p =0,8153 p =0,3712 p = 0,0240*
1249 | 796 | 1232 | 923 | 93,0 | 1323 | 1207 | 726
cDes_t VN p = 0,0358* p= 0‘,3836 p =0,1817 p= O,Fsos*
0,10 | 0,12 [ —0,09 | 0,14 | 0,12 | 0,20 | -0,10 | 0,16
CD68_MC_t 7 7494 0 = 0,4223 0 = 0,4103 0 = 0,3207
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Imuninio MSS navikai, n =48
atsako Patologiniy pokyc¢iy Kkriterijai
rodikliai pT2-3 pT4 pNO [ pN1-2 [ G2 G3 Pned Pnel
DS t S 181,4 | 2354 | 2031 1752 1787 | 3594 | 1927 | 2013
—= p=0,2741 p =0,5618 p = 0,0637 p = 0,5023
cDS t NK 122,8 | 2058 |141,2 | 1431 | 1225 | 3548 | 1395 | 1579
—= p = 0,2020 p = 0,5595 p = 0,0283* p = 0,3889
cD8 t N 612 | 1278 | 71,1 | 873 | 61,0 [ 2470 | 769 | 732
—= p =0,3382 p = 0,5694 p = 0,0423* p = 0,4930
522 | 1097 | 602 | 758 | 51,6 | 2167 | 659 [ 613
CD8_LVN p = 0,3259 p =0,6517 p = 0,0339* p =0,5413
036 [ 031 | 035 035 | 036 | 021 | 035 | 0,32
CD8_MC_t p = 0,4924 p = 0,9653 p = 0,0963 p =0,6916
CD20 t S 479 | 758 | 452 [ 724 | 448 | 1581 | 56,3 | 402
- p = 0,6270 p=0,1516 p = 0,0326* p =0,9308
253 | 529 | 240 | 468 | 243 [ 1119 | 331 [ 217
CD20_t NK p = 0,9606 p = 0,3255 p =0,1052 p = 0,8656
9,1 22,7 7,9 20,8 8,5 529 | 130 | 64
CD20_t N 0 =0,7323 b =0,2143 0= 0,5217 b = 0,5665
13 [ 219 9,0 231 | 104 | 506 | 150 [ 49
CD20_LVN = 7~ 8636 b = 0,053 0 =0,4335 b = 0,5591
0,49 | 050 | 049 | 050 | 048 | 061 | —0,49 | —047
Ch20_MC_t p = 0,8995 p =0,8573 p = 0,2950 p =0,8239
CDS8 t S 1734 | 1758 | 1710 | 1798 | 164,7 | 2755 | 172,8 | 182,1
—= p = 0,0627 p =0,0710 p =0,0777 p = 0,7864
136,4 | 1744 | 1352 | 1650 | 1335 | 2734 | 1455 | 1423
CDB8_ L NK = 5694 p = 0,5550 D = 0,2648 b = 0,6483
CD6S t N 594 | 1166 | 575 | 1025 | 608 | 201,0 | 751 [ 541
—= p=0,7381 p=0,7918 p =0,7335 p = 0,6344
503 | 929 | 483 | 834 | 514 | 1555 | 61,8 [ 471
CD68_t VN p = 0,0553 p = 0,0478* p = 0,0801 p = 0,6656
-0,29 | 013 | 0,30 | 0,47 | -027 | —0,11 | —0,25 | 0,30
CDes_MC.t p = 0,0006* p = 0,0017* p = 0,0310* p = 0,3600

CD8_t — CD8+ T lgsteliy tankio vidurkis (Igstelés/mm?); CD20 t — CD20+ B lgsteliy

tankio vidurkis

(Iastelés/mm?);

CD68_t —

CD68+ makrofagy

tankio vidurkis

(Iastelés/mm?); NK — naviko krastas; S — saveikos zonos stromos sritis; N — sgveikos zonos
naviko sritis; VN — visas navikas; MC_t — lasteliy tankio vidurkio sgveikos zonoje masés

centras.

Apibendrinant galima teigti, kad MSI naviky pogrupyje maZesnis
imuniniy lasteliy tankis ir (ar) infiltravimas buvo progresuojanciuose
navikuose, t.y. esant aukStesnei pirminio naviko iSplitimo kategorijai,

metastazéms limfmazgiuose ar perineurinei,

limfovaskulinei

invazijai,

pumpuravimuisi. MSS naviky pogrupyje imuniniy lgsteliy buvo maziau

vidutinés

diferenciacijos navikuose ar

navikuose,

kuriems budingas

infiltruojantis augimo frontas. Vis délto, skirtingai negu MSI naviky atveju,
MSS navikuose CD68+ makrofagai labiau infiltravo aukStesnés pirminio
naviko i$plitimo kategorijos ir j limfmazgius metastazavusius navikus. Tai i$
dalies paaiSkinama M1 tipo (uzdegimg skatinan¢iy) makrofagy proporcijy
MSI ir MSS navikuose skirtumais [189]. StatistiSkai reikSmingy sgsajy tarp
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imuninio atsako rodikliy ir pacienty lyties, amziaus, naviko lokalizacijos ir
molekuliniy Zymeny nenustatyta (duomenys nepateikti).

3.3.4. Imuninio atsako rodikliy tarpusavio sgsajos

Imuninio atsako rodikliy koreliacijy matrica (5 priedas) parodé, kad tarp
CD8+ T lgsteliy tankiy sgveikos zonos NK ir stromos srityse, taip pat NK ir
naviko srityse ar visame navike buvo stiprus teigiamas rySys (r>0,9,
p < 0,0001); stiprus teigiamas rySys nustatytas tarp CD68+ makrofagy tankiy
saveikos zonos NK ir stromos srityse bei NK ir naviko srityse (r>0,9,
p <0,0001). CD8+ T lgsteliy tankio rodikliai su CD20+ B lasteliy ar CD68+
makrofagy tankio rodikliais, taip pat CD20+ B lasteliy tankio rodikliai su
CD68+ makrofagy tankio rodikliais nekoreliavo ar koreliavo silpnai
(vidutiniskai) (r < 0,6, p < 0,05).

3.3.5. Imuninio atsako rodikliy prognoziné verté

Pacienty bendrojo iSgyvenamumo pagal klinikinius ir patologinius Kriterijus
bei imuninio atsako rodiklius analizés duomenys pateikti 3.10 lenteléje.
Nustatyti reikSmingai su pacienty bendruoju isgyvenamumu susije rodikliai:
histologinis naviko augimo pobudzio kriterijus (vizualiu patologo
vertinimu), CD8+ T ir CD20+ B lasteliy tankiy MC rodikliai, CD20+
B lasteliy tankis saveikos zonos stromos ir naviko srityse bei visame navike
(p <0,05). CD68+ makrofagy atsako rodikliy ir pacienty iSgyvenamumo
sgsajos nebuvo statistiSkai reik§mingos, todél toliau neanalizuotos. Atrinkty
veiksniy  nepriklausoma  verté, prognozuojant pacienty bendrajj
iSgyvenamuma, jvertinta daugiaveiksne Kokso regresijos analize. Imuninio
atsako rodikliy vertés suskirstytos j dideliy (auksty) ir mazy (zemy) verciy
kategorijas pagal nustatytas slenkstines vertes (3.10 lentelé).

3.10 lentelé. Vienaveiksnés pacienty bendrojo iSgyvenamumo analizés pagal Klinikinius,
patologinius Kriterijus ir imuninio atsako rodiklius (Il tiriamyjy pacienty imtis, n = 87; sv —
rodiklio slenkstiné verté, nustatyta taikant logrankinj kriterijy (Cutoff Finder [183])) (p verté*
< 0,05)

Rodikliai Kategorija p verté PR 95 % PI

Lytis Vyras 0,6481 0,84 0,40-1,77
Amzius >70 m. 0,4480 1,33 0,64-2,77
G G3 (pries G2) 0,2312 1,60 0,74-3,46
pT pT4 (prie§ pT2-3) 0,9151 1,05 0,45-2,46
pN pN1-2 (pries pNO) 0,9683 0,98 0,45-2,18
M M1 (pries MO) 0,0978 3,41 0,80-14,60
TNM stadija =1V (pries 1-11) 0,8825 1,06 0,49-2,30
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Limfovaskuline LVII (pries LVI0) 0,6737 1,77 0,56-2,43
invazija
Perineuriné Pnel (pries Pne0) 0,2648 1,67 0,68-4,12
invazija
Naviko augimo
pobadis (augimo Infiltruojantis 0,0075* 2,81 1,32-5,98
frontas)
Naviko
pumpuravimosi Gausis 0,0556 2,05 0,98-4,29
zidiniai
Perinavikiné
limfociting Gausi 0,5234 1,28 0,61-2,69
infiltracija

L . DeSinioji zarnos pusé,
Pirminio naviko skersind Zama arba 01128 | 2,00 | 0,85-4,68
lokalizacija P

daugybiniai zidiniai

MSI pozymiai MSI 0,0614 2,07 0,97-4,43
BRAF genas Mutaves 0,9501 0,98 0,44-2,18
KRAS genas Mutaves 0,5369 0,78 0,36-1,72
PIK3CA genas Mutaves 0,3264 0,59 0,21-1,70
CD8_t_S aukstas, kai sv = 5,914 0,3600 1,46 0,64-3,31
CD8_t NK aukstas, kai sv = 4,963 0,2400 0,64 0,31-1,35
CD8_t_N aukstas, kai sv = 4,059 0,0850 0,53 0,25-1,10
CD8_t_VN aukstas, kai sv = 5,615 0,0670 2,13 0,93-4,88
CD8_MC_t aukstas, kai sv=-0,354 0,0013" 0,31 0,15-0,66
CD20_t S aukstas, kai sv = 2,358 0,0061" 0,30 0,12-0,75
CD20_t NK aukstas, kai sv = 3,684 0,0530 0,33 0,10-1,08
CD20_t N aukstas, kai sv= 1,219 0,0210" 0,43 0,20-0,90
CD20_t VN aukstas, kai sv=1,791 0,0230" 0,41 0,18-0,90
CD20_MC_t aukstas, kai sv =-0,552 0,0230" 0,39 0,16-0,91
CD68_t_S aukstas, kai sv = 5,137 0,1500 0,59 0,28-1,23
CD68_t NK aukstas, kai sv = 4,524 0,2800 0,65 0,30-1,43
CD68_t N aukstas, kai sv = 4,018 0,1600 1,82 0,77-4,26
CD68_t_VN aukstas, kai sv =4,015 0,1700 1,73 0,79-3,81
CD68_MC_t aukstas, kai sv=-0,173 0,1300 1,77 0,84-3,74

CD8_t — CD8+ T Iasteliy tankio vidurkis (Igstelés/mm?); CD20_t — CD20+ B lgsteliy
tankio vidurkis (lgstelés/mm?); CD68 t — CD68+ makrofagy tankio vidurkis
(Istelés/mm?); NK — naviko kradtas; S — sgveikos zonos stromos sritis; N — sgveikos
zonos naviko sritis; VN — visas navikas; MC_t — Igsteliy tankio vidurkio sgveikos zonoje
masés centras.

Sudarytas Kokso regresijos modelis nustaté tris nepriklausomus bendrojo
iSgyvenamumo prognozinius veiksnius (3.11 lentel¢): aukstos CD8+
T lasteliy tankio MC rodiklio (toliau — CD8 imunogradientas) (p = 0,0029) ir
CD20+ B lasteliy tankio MC rodiklio (toliau — CD20 imunogradientas)
(p = 0,0113) vertés prognozavo 3-3,2 karto ilgesnj pacienty i$gyvenamuma,
o infiltruojantis naviko augimo frontas susietas su beveik 3 kartus didesne
mirties rizika (5 modelis, TS: 23,03, p <0,0001). Papildomai sudarytas
Kokso regresijos modelis tik su CD8 ir CD20 imunogradientais (6 modelis,
TS: 15,50, p < 0,0001).
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3.11 lentelé. Daugiaveiksniai Kokso regresijos modeliai pacienty bendrajam i$gyvenamumui
prognozuoti (Il tiriamyjy pacienty imtis, n = 87) (vienos dalies atidéjimo kryZminés patikros
rezultatai pateikti 3 priede)

5 modelis 2 . 0

TS: 23,03, p < 0,0001 x p verté PR 95 % PI
CD8 MC t (aukstas) 8,87 0,0029 0,31 0,14-0,67
CD20 _MC t (aukstas) 6,42 0,0113 0,33 0,14-0,78
Naviko augimo pobudis

(infiltruojantis frontas) .24 0,0071 2,90 1,34-6,29
6 modelis 2 . 0

TS: 15,50, p = 0,0004 s pverté PR 9% %Pl
CD8 MC t (aukstas) 9,61 0,0019 0,30 0,14-0,64
CD20_MC t (aukstas) 5,18 0,0228 0,37 0,16-0,87

3.14 pav. pateiktas naviko ir stromos sgveikos zonos nustatymo rezultaty

pavyzdys

ir nustatyty nepriklausomy imuninio atsako ir histologinio naviko

augimo pobiidzio veikshiy vertés individualiu atveju.

A CD8+ T Iasteliy tankio E

profilis SZ,, lasteles/mm?

[=]
S A
o

-—

5(IJO

CD8_MC (sv =-0,35)

min max

CD20_MC (sv =-0,55)

Infiltruojantis Ekspansyvus
frontas frontas

3.14 pav. Storosios Zzarnos naviko méginio pavyzdys su nustatyta naviko ir stromos sgveikos
zona, nepriklausomy imuninio atsako rodikliy vertémis ir naviko augimo pobtdzio Kriterijumi
(adaptuota pagal A. Nestarenkaite ir kt. [190]): A — CD8+ T lasteliy tankio sgveikos zonoje
profilis, kurio spalvos atitinka E paveiksle vaizduojamy gardeliy spalvas; B ir C — atitinkamai
CD8 imunogradientas (CD8_MC) ir CD20 imunogradientas (CD20_MC); rodikliy vertés
atidétos skalése (nuo maziausios (min) iki didziausios (max) vertés) ir pazymétos rombu, sv —
rodiklio slenkstiné verté, pazyméta vertikalia linija skaléje; D — naviko augimo pobudis,
pazymétas rombu dviejy kategorijy (infiltruojantis ir ekspansyvus frontai) skaléje; E — iSskirta
sgveikos zona (SZs), vizualizuota ,padengiant“ ant naviko méginio CD8 IHC preparato
vaizdo (sgveikos zonos stromos srities rangas pazymétas zalia sp., NK rangas — geltona sp.,
naviko srities rangas — raudona sp.)
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3.15 pav. pateikiamos nustatyty nepriklausomy veiksniy Kaplano—
Mejerio bendrojo iSgyvenamumo kreivés visoje tiriamyjy pacienty imtyje
bei pacienty, kuriems nustatyti MSS ir MSI navikai, pogrupiuose.
CD8 imunogradientas  visos tiriamyjy imties pacientus suskirsté
prognozines grupes pagal 75 proc. ir 43 proc., MSS naviky pogrupyje —
pagal 94 proc. ir 43 proc., MSI naviky pogrupyje — pagal 65 proc. ir 31 proc.
5 m. i§gyvenamumo tikimybes (3.15 pav., A, B, C).

CD20 imunogradientas visos tiriamyjy imties pacientus iSskyré |
prognozines grupes pagal 76 proc. ir 56 proc., MSI naviky pogrupyje — pagal
80 proc. ir 40 proc. 5m. iSgyvenamumo tikimybes (3.16 pav., A ir C).
Minétina, kad naviky, kuriems budingas MSS, atveju aukstas CD20
imunogradientas buvo susietas su blogesne prognoze, taciau gautas
rezultatas statistiskai nepatikimas (3.16 pav., B).

Pagal naviko augimo pobudj iSskirti ekspansyvaus arba infiltruojancio
augimo fronto navikai, kurie visoje tiriamyjy pacienty imtyje susieti su
73 proc. ir 47 proc., 0 MSS naviky pogrupyje — su 89 proc. ir 50 proc. 5 m.
bendrojo i§gyvenamumo tikimybémis (3.17 pav., A ir B). Naviky, kuriems
budingas MSI, atveju pacienty stratifikavimo pagal naviko augimo fronta
tendencija buvo panasi, taciau statisti$skai nereik§minga (3.17 pav., C).

CD8 imunogradientas

¢ A Visi navikai
> 1.00-
£
=
= 0.751
(o]
g
0.50
€
2
o 0.259 PR=0,31(0,15-0,66), p=0,0013
> —— CD8_MG_t <-0,3548, n=35
E’ 0004 — CD8IMCZt>-0,3548, n=52
0 20 40 60 80 100 120
Laikas, ménesiai
Q B MSS navikai ] MSI navikai
> 1.004 1.00 4
E
>
=075 0.75 1
o
g 0.50 0.50
2 o .
e
o 0264  PR=0,07 (0,01-0,53), p=0,0007 0.2541 PR =0,39(0,16-1,00), p = 0,0411
>, — CD8_MC_t <-0,3548, n=23 — D8 MG t <-0,3117, n=13
E aood — CD8MCTt>-03548 n=25 0004 — CDBMCTt>-03117, n=26
8] 20 40 60 80 100 120 0 200 40 80 80 100 120
Laikas, ménesiai Laikas, ménesiai

3.15pav. Pacienty bendrojo iSgyvenamumo Kaplano-Mejerio kreivés pagal CD8
imunogradienta (CD8_MC t) visoje tiriamyjy imtyje (A), MSS naviky (B) ir MSI naviky (C)
pogrupiuose.
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CD20 imunogradientas

o A Visi navikai

<, 1.00

E

=~

T 0.75

[o]

g 0.50

2 o

2

¢ 0251 PR=0,39 (0,16-0,91), p=0,0230

2, — CD20_MC_t <-0,5522. n=51

o — CD20"MC Tt >-0,5522, n=38

@ 0.00 T T T r T T

0 20 40 60 80 100 120
Laikas, ménesiai

@ B MSS navikai C MSI navikai
> 1.004 1.00 A
E ﬁ
=
+ 0754 0.75 1
o
S
g 0501 0.50 4
g
@ 0.254 PR=241(0,69-8,35), p=0,1512 0.254 PR=0,30 (0,09-1,03), p=0,0420
2 — CD20_MC_t <-0,3403, n=38 — CD20_MC_t <-0,5969, n=24
> — CD20_MC_t >-0,3403, n=10 — CD20_MC_t>-0.5969, n=15
#H  0.00 A 0.00 4 - -

0 20 40 60 80
Laikas, meénesiai

100

0 20 40 60 80 100 120
Laikas, ménesiai

3.16 pav. Pacienty bendrojo iSgyvenamumo Kaplano-Mejerio kreivés pagal CD20
imunogradienta (CD20_MC t) visoje tiriamyjy imtyje (A), MSS naviky (B) ir MSI naviky

(C) pogrupiuose.

Naviko augimo pobudis

o A Visinavikai

O 4

2 1.00

=

.é 0.751

£

5 0.504

1S

g 0.251 PR=2,81 (1,32-5,98), p=0,0075

8 — Ekspansyvus frontas, n=49

> — Infiltruojantis frontas, n=38

3 ot

- 0 20 40 60 80 100 120

Laikas, ménesiai

o B MSS navikai C MSI navikai
-g 1.00 1 1.00 4
=
= 0751 0.75
o]
E i [ —
5 0.50 0.50 1
5
G 0251 PRe13.06(1,66-102.7), p=0,0146 025d  PR=2,07 (0,81-5,29), p=0,1284
z —— Ekspansywus frontas, n=23 — Ekspansyvus frontas, n=26
3 0.00 - —+ Infilruojantis frontas, n=25 0.00 — Infil ruojaynﬁs frontas, n=13
B2 ) T T T T T . T

0 20 40 60 80
Laikas, ménesiai

100

0 20 40 60 80 100 120
Laikas, ménesiai

3.17pav. Pacienty bendrojo iSgyvenamumo Kaplano-Mejerio kreivés pagal naviko augimo
pobid;j (ekspansyvus / infiltruojantis frontas) visoje tiriamyjy imtyje (A), MSS naviky (B) ir

MSI naviky (C) pogrupiuose.
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3.3.6. Kombinuoti prognoziniai modeliai

Nustatyty nepriklausomy veiksniy prognoziné galia buvo kombinuojama.
Sudaryti du jverciai:

1) CD8-CD20 imunogradiento jvertis, derinantis IHC Zymenimis
pagrijstus CD8 ir CD20 imunogradientus;

2) imuninés saveikos jvertis, derinantis IHC zymenimis pagristus CD8 ir
CD20 imunogradientus bei histologinj naviko augimo pobitdzio kriterijy.

Sie jver¢iai sudaryti sudedant rodikliy verdiy kategorijoms suteiktus
taSkus: auk$ty CD8 ir CD20 imunogradienty verciy kategorijoms suteiktas
1 taskas, zemy Siy rodikliy veréiy kategorijoms — 0 tasky; naviky, kuriems
buidingas ekspansyvus augimo frontas, kategorijai suteiktas 1 taskas, naviky,
kuriems budingas infiltruojantis augimo frontas, kategorijai — 0 tasky.

CD8-CD20 imunogradiento jvertis stratifikavo pacientus j 3 grupes: 2 tasky
jverCiu nustatyta 87 proc., 1 tasko jverciu — 64 proc., 0 tasky jverciu — 33 proc.
5 m. bendrojo iSgyvenamumo tikimybé (3.18 A). Ivertis stratifikavo pacientus
nepriklausomai nuo naviky MSI pozymiy: MSS naviky pogrupyje isskirtos
prognozinés grupés pagal 86 proc., 78 proc. ir ~50 proc., MSI naviky pogrupyje
— pagal 89 proc., 51 proc. ir 30 proc. 5 m. bendrojo i$gyvenamumo tikimybes
(3.18CirE).

Imuninés saveikos jvertis stratifikavo pacientus j 4 prognozines grupes: 3
tasky jverCiu nustatyta 94 proc., 2 tasky jverciu — 73 proc., 1 tasko jverciu —
53 proc., 0 tasky jverciu — 19 proc. 5 m. bendrojo iSgyvenamumo tikimybé (3
18 B). Sis jvertis isskyré pacienty grupe pagal 0-30proc. 3 m. bendrojo
iSgyvenamumo tikimybes MSS ir MSI naviky pogrupiuose (3.18 D ir F). Tai
rodo, kad histologinis naviko augimo pobudzio kriterijaus jtraukimas j
kombinuotg prognozinj jvertj, nepriklausomai nuo naviky MSI pozymiy, padeda
identifikuoti pacientus, kuriems kyla didziausia mirties rizika.
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CD8-CD20 Imuninés

imunogradiento jvertis saveikos jvertis

o A Visi navikai B Visi navikai

Q - -

o 1.00 1.00

E

= 0.751 0.75

£

5 0.501 0.50

§

€ 0.251 —~ 0 n=22 025 -~ 0n=12

2 ~lnsdz B

2 0001 p =0,0002 —2,n=23 .91 p<0,0001 —3n=78

- 0 20 40 80 80 100 120 0 20 40 60 80 100 12
Laikas, ménesiai Laikas, ménesiai

o © MSS navikai D MSS navikai

O 1.001 1.00 -

)

E

< 0751 0.75

£

5 0.501 0.50

% 0 8

-— 0,n=

5 927 +~0,n=12 927 ~1n=15

Z -+ 1, n=22 -+ 2,n=17

§ 0.004 P=0.0036 + 2. n=14 god P <0.0001 — 3,n= 8

- 0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Laikas, ménesiai Laikas, ménesiai

o E MSInavikai F  MSI navikai

£ 1.001 1.00 -

£

= 0751 0.75 4

0

§ 0.50 1 0.50

&

c 25 4 25 -~ 0,n

g o ~0,n=10 0% ~ =14

-+~ 1,n=20 -+ n

> = ’ -

Foool P2 20°¢ oo pT0RM - Ao d

- 0 20 40 80 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Laikas, ménesiai Laikas, ménesiai

3.18 pav. Pacienty bendrojo i§gyvenamumo Kaplano-Mejerio kreivés pagal kombinuotus
jveréius visoje tiriamyjy imtyje, MSS ir MSI naviky pogrupiuose, atitinkamai: A, C, E —
CDB8-CD20 imunogradiento jvertis; B, D, F — imuninés sgveikos jvertis.
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4. REZULTATU APTARIMAS

4.1. Storosios zarnos naviko ir stromos saveikos zona
(I tiriamyjy pacienty imtis)

4.1.1. Naviko ir stromos sgveikos zonos nustatymo metodas

Siame darbe, analizuojant skaitmeninj naviko viso pjiivio vaizda, imuniniam
atsakui SZV mikroaplinkoje vertinti pritaikyta naviko ir stromos saveikos
zonos samprata. Kaip ir naviko invazijos krastas (1K), naviko ir stromos
sgveikos zona apima navikiniy lgsteliy saly¢io su aplinkine stroma regionus,
taciau jtraukia ne tik naviko periferijoje, bet ir jo Serdyje esancius navikiniy
lasteliy ir stromos audinio saveikos regionus. Naviko pjiivis yra méginio
(trima¢io objekto) projekcija dvimatéje erdvéje, todél tikétina, kad,
matuojant NIL naviko ir stromos saveikos zonoje, galima iSsamiau
apibudinti limfocity infiltravimo j naviko mikroaplinka masta ir antinavikinj
potencialg. Palyginti su atskirais audinio komponentais ar regionais, naviko
ir stromos saveikos zona pagristi imuninio atsako rodikliai gali buti
prognoziskai informatyvesni.

Imuninio infiltrato vertinimas naviko 1K negali bati atliekamas, kai
naviko pjavyje perinavikinio audinio nepakanka reprezentatyviam IK i$skirti
[191, 192]. Dar vienas analize naviko IK ribojantis veiksnys yra rankinis,
subjektyviu vizualiu vertinimu grindZiamas §io regiono nustatymas. Dél
navikinio audinio strukttiry morfologijos jvairovés daugelis kompiuteriniy
IK nustatymo jrankiy dar néra iki galo automatizuoti, pavyzdZziui,
naudodamasis skaitmeninés vaizdo analizés platformy HALO™ ir QuPath
sitilomais jrankiais, tyréjas i§ pradziy ranka nubréZzia, jo vertinimu, naviko
IK atitinkancig linijg, tik tada aplink $ig linija automatiskai iSskiriama tam
tikro plocio juosta [167, 168]. Minétu biidu nustatomas IK gali skirtis net ir
tame paciame naviko vaizde, priklausomai nuo tyréjo interpretavimo ir laiko,
skiriamo $iai uzduociai atlikti. Rankinio IK Zzyméjimo variacijos ypac
pastebimos infiltruojanc¢io augimo pobudzio naviky atvejais, pavyzdziui, kai
naviko vaizde matyti atskiri navikinio epitelio Zidiniai toliau nuo pagrindinés
naviko masés arba gausus pumpuravimasis naviko periferijoje [184, 193].
Vadinasi, rankiniam naviko IK zyméjimui triksta atkartojamumo, o tai gali
turéti jtakos prognoziniy modeliy tikslumui. Vis délto didelé dalis iki Siol
atlikty imuninio atsako naviko mikroaplinkoje profiliavimo tyrimy naudojo
rankin] arba tik i§ dalies automatizuotg naviko IK ir Serdies regiony
atskyrima [194-196]. Naujai kuriami automatiniai, nuo tyréjo vizualaus
vertinimo nepriklausomi, naviko IK nustatymo metodai dazniausiai pagristi
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sudétingais bioinformaciniais jrankiais ir (ar) reikalauja tam tikro audinio
dazymo (pavyzdziui, pancitokeratino imunofluorescencinio dazymo [169]),
todél yra salygiskai brangiis, sunkiai pritaikomi daugelyje diagnostikos
laboratorijy. Be to, net ir automatiskai i$skiriamas naviko IK lieka tam tikro
fiksuoto plocio juosta, 0 disertacijoje naudojama automatiskai nustatoma
naviko ir stromos saveikos zona yra kintancio ploc¢io parametras, kuris labiau
atitinka naviko erdving jvairove.

Pastaraisiais metais kelios tyréjy grupés besiribojantiems navikinio
epitelio ir stromos audiniams automatiSkai atskirti pritaiké skaitmeninés
vaizdo analizés jrankius, pagristus morfologinémis operacijomis. N. Harder
ir bendraautoriai [172] vertino imuninio infiltrato naviko ir stromos saveikos
regione sgsajas su prostatos vézio progresavimu. Naudotas masininio
mokymo algoritmas atliko skirtingy audinio struktiiry morfologijos analizg ir
i§skyré navikinio epitelio ir aplinkinés stromos saly¢io ribg bei 112,5 um
ploCio regionus Salia jos, taip pat kelias papildomas ,,naviko ir stromos
peréjimo* zonas. Skirtingy NIL populiacijy tankiy santykiai, pavyzdziui,
CD8+ ir CD34+ lgsteliy santykis, Siose zonose buvo reik§mingai susij¢ su
pacienty iSgyvenamumu ligai neprogresuojant. Vis délto imuniniy lgsteliy
infiltravimo j navika analizei audinio regionai turi biiti analizuojami islaikant
erdvinj naviko ir stromos komponenty kaitos kontekstg. X. Li ir kt. [197]
detaliau istyré CD8+ T lasteliy infiltravimo aspektus trigubai neigiamo
(pagal estrogeny, progesterony ir 2-0jo zZmogaus epidermio augimo veiksnio
receptorius (HER2)) kriities vézio mikroaplinkoje. Tyr¢jai analizavo CD8+
T lasteliy atstumus nuo naviko IK (nustatytas rankiniu biidu) ir naviko
salyCio su stroma ribos (atskirta epitelio lgsteliy pancitokeratino dazymu) ir
sudaré jy tankio profilius. Juos modeliuojant matematiSkai, nustatyta, kad
CD8+ T lasteléms migruoti naviko mikroaplinkoje ir skverbtis j navikiniy
lasteliy Klasterius daugiau jtakos turi biocheminiai slopikliai, o ne
tarplastelinio kolageno formuojamas fizinis barjeras. Minétos tyréjy grupés
akcentavo imuninio atsako tyrimus visuose navikinio epitelio ir aplinkinés
stromos sgveikos pavirSiuose ir tam taiké automatizuotus skaitmeninés
vaizdo analizés algoritmus. Disertacijoje, siekiant iSsamiai ir tiksliai jvertinti
imuninj atsaka vézio mikroaplinkoje, tiriamuoju regionu pasirinkta naviko ir
stromos saveikos zona ir NIL profiliy joje analizé.

Naviko ir stromos saveikos zonai nustatyti ir imuniniam atsakui
profiliuoti naudotas skaitmeninés vaizdo analizés duomeny (skirtingy
audinio klasiy ploty, tiriamy imuniniy lgsteliy koordinaciy) variacijos naviko
vaizde tyrimas erdvinés SeSiakampiy gardeliy analitikos principais [180].
Gardeliy analitikos metodai imuniniam infiltratui naviko mikroaplinkoje
matuoti taikyti ir anks¢iau [198-200]. Imuniniam atsakui SZN vertinti
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validuota Immunoscore® metodika taip pat pagrista NIL kiekybine analize
gardelémis suskirstytuose naviko IK ir Serdies regionuose [201]. Vis délto
automatizuotai erdvinei NIL pasiskirstymo naviko ir stromos saveikos
zonoje analizei gardeliy analitika nebuvo taikyta.

Disertacijoje pristatoma naviko ir stromos saveikos zonos nustatymo
algoritmg sudaro du etapai: pirmiausia gretimy SeSiakampiy gardeliy
analizés principais jvertinami skirtingy audinio klasiy (naviko, stromos ir
fono) ploty pokyciai visame tinklelyje ir iSskiriamos gardelés, kuriose
nustatomi didziausi naviko ploto pokyciai — jei Siuos pokycCius salygoja
stromos komponentas, gardelés priskiriamos naviko krastui (NK) (zr. 2.3.4
skyrius, 1-as etapas); véliau pagal atstuma nuo NK naviko ir stromos klasiy
gardeléms suteikiami erdviniai rangai, todél NK galima i$plésti j abi puses
pasirinktu rangy skai¢iumi (zr. 2.3.4 skyrius, 2-as etapas). Sistemingas
saveikos zonos suskirstymas erdviniais rangais leidzia iSskirti platesnes ar
siauresnes naviko, NK, stromos sritis ir apskai¢iuoti jose imuniniy lasteliy
tankio vidurkj, standartinj nuokrypi ir sudaryti lgsteliy pasiskirstymo
kryptimi i§ stromos j navika profilius. Sgveikos zonos nustatymo algoritmas
remiasi skaitmeninés vaizdo analizés duomenimis ir vienareik§miskai
apibrézty matematiniy taisykliy seka, todél nepriklauso nuo tyréjo vizualaus
vertinimo ir i$skiria $ig zong vienodai tiksliai tiek ekspansyvaus, tiek
infiltruojan¢io augimo pobudZio navikuose. Vienas pagrindiniy veiksniy,
galin¢iy turéti jtakos saveikos zonai nustatyti yra audinio klasifikavimo
klaidos, tac¢iau nuolat tobulinamais dirbtinio intelekto algoritmais pasiekiama
tikslesniy audinio Klasifikavimo rezultaty, be to, jie maziau priklauso nuo
IHC dazymo variacijy [202]. Kita vertus, disertacijoje aptariamu metodu NK
yra nustatomas pagal naviko ploto pokycius gretimy SeSiakampiy gardeliy
kontekste, todél tikslus naviko ar stromos strukttiry atpazinimas, skirtingai
negu morfologinémis operacijomis pagrjsty metody atveju, néra butinas.

4.1.2. Storosios Zarnos haviko ir stromos saveikos zonos nustatymas

Prognoziskai reik§mingi imuninio atsako rodikliai gaunami tiriant skirtingo
plo¢io naviko IK regionus. Tarptautiné imunoonkologijos biozymeny darbo
grupé solidiniams navikams pasitlé bendrajj naviko IK apibrézima.
Nurodyta, kad Sis regionas turi apimti 1 mm plocio juosta, t.y. 500 pum
plo¢io navikinio ir tokio paties plocio aplinkinio nenavikinio (sveiko)
audinio regionus ties jy salyio riba (3iuos parametrus, tirdami SZN,
apibrézé B. Mlecnikas ir kt. [23, 203]). Kiti tyréjai NIL tankj vertino
siauresniuose naviko IK regionuose, pavyzdziui, N. Bordry ir bendraautoriai
[204] melanomos navikuose limfagysliy ir infiltruojanc¢iy CTL tankj vertino
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400 pm plogio IK; J. Galonas ir bendraautoriai [35,191] SZN isskyré ir
Immunoscore® metodikai pritaiké 720 um ploc¢io IK; A. Lechneris ir kt.
[193] imuninio infiltrato galvos ir kaklo plokscialastelinése karcinomose
analizei naudojo IK, kuris apémé 50 um ploé¢io navikinio ir 300 um ploc¢io
perinavikinio audinio regionus. Kita vertus, lasteliy tarpusavio erdviniy
sagveiky naviko mikroaplinkoje tyrimai rodo, kad antinavikinio imuninio
atsako efektyvumui jtakos turi NIL, kurie yra arti navikiniy lasteliy ir
tiesiogiai dalyvauja citotoksiniame atsake. A. Berthel ir kt. [205] nustaté,
kad dideli CD8+ T lasteliy tankiai 0—10 pm atstumu aplink SZV metastazes
kepenyse yra susij¢ su daug ilgesniu pacienty bendruoju isgyvenamumu.
T. N. Gide ir bendraautoriai lygino imuniniy lasteliy pasiskirstyma tam
tikrais atstumo nuo navikiniy lgsteliy intervalais anti-PD-1 terapijai
jautriuose ir nejautriuose melanomos navikuose ir nustaté, kad dideli CD8+
ir PD-L1+ Igsteliy, esanciy 0-20 pum spinduliu aplink navikines lgsteles ir
infiltruojanéiy j navikinj epitelj, tankiai buvo stipris atsako j terapija
predikciniai Zymenys [41]. Taigi NIL matavimai siauresniuose IK ar
atskiruose naviko regionuose gali buti prognoziskai tikslesni negu
platesniame 1K ar visame navike / stromoje. Sie stebéjimai rodo, kad, tiriant
imunin;j infiltrata skirtinguose vézio tipuose, informatyvios gali biti jvairios
erdvinés lasteliy pasiskirstymo audinyje analizés strategijos.

Siekiant gauti prognoziskai tiksliausius imuninio atsako rodiklius,
sgveikos zonos plotis ir skirstymas turi buiti parinktas atsizvelgiant j tiriamajj
audinj. Naviko ir stromos saveikos zonos metodo pritaikomuma skirtingy
audiniy analizei lemia galimybé kontroliuoti $ios zonos plotj ir suskirstyti ja
erdviniais rangais. Disertacijoje imuninio atsako SZV mikroaplinkoje
tyrimams buvo iSbandytos 3-9 rangy plo¢io ir jvairaus suskirstymo j
naviko, NK bei stromos sritis sgveikos zonos. Stipriausi prognoziniai
modeliai gauti naudojant 3 rangy plogio saveikos zona. Sios zonos ranguose
buvo panasus gardeliy skaicius ir didziausias, palyginti su toliau nuo NK
esanCiais rangais. Siauresnés sgveikos zonos dominavimg SZN galima
paaiskinti Sio tipo naviky morfologija: geros ar vidutinés diferenciacijos
epitelis formuoja liaukines strukttras, kurios viena nuo kitos atskiriamos
isiterpiancio stromos audinio fragmenty; taip pat Siuose navikuose daznai
gausu pumpuravimosi zidiniy [184]. Vadinasi, daugelyje SZN regiony gali
biiti isskiriama tik siaura sgveikos zona. Be to, SZN statistiskai reik§mingi
CD8+ T lgsteliy tankio poky¢iai tarp gretimy rangy buvo nustatyti 3 rangy
plogio sgveikos zonoje. Tai galima sieti su SZN imunogeniskumu: Siuose
navikuose jprastai gausu NIL, kurie susitelkia IK ar intranavikinés stromos
regionuose, pirmiausia dél navikiniy lgsteliy morfologijos ir tarplastelinio
kolageno gijy sukuriamo fizinio barjero, taip pat dél tam tikry chemokiny ar
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kity biocheminiy veiksniy imunosupresinio poveikio [197]. Taigi minétoje
sgveikos zonoje nustatomi didziausi NIL tankio pokyciai [206].
Apibendrinant galima teigti, kad SZN 3rangy plocio saveikos zonos
prognozinj pranasumg, palyginti su didesnio plo¢io saveikos zonomis, lémé
§iy naviky morfologiniy ir imunogeniskumo savybiy visuma.

Kaip minéta, naviko ir stromos saveikos zona yra kintancio plocio
parametras, t. y. saveikos zona visame naviko vaizde néra vienoda (Zr. 2.3.4
skyrius, 2.5 pav.). Tai lemia keletas priezasCiy: visy pirma, galimas saveikos
zonos rangy skaicius tam tikrame navikinio audinio regione priklauso nuo
navikiniy lasteliy ir aplinkinés stromos erdvinio issidéstymo (dvimatéje
plokstumoje) aspekty; gardelés NK klasei priskiriamos, kai jose nustatoma
staigiy naviko ploto pokyc¢iy arba kai jose naviko ir stromos plotai yra
panasis, todél NK is tikryjy gali apimti daugiau negu 1 gardele (vidutiniskai
1,2-1,3 gardeles, lyginant gardeliy skaiéiy rangy intervale ri € [-1; 1], Zr.
3.1.2 skyrius). Sesiakampé gardelé greta ribojasi su Sesiomis gardelémis,
taigi jos issidésto jvairiau viena kitos atZzvilgiu negu iSsidéstyty kvadratinés
gardelés. Minétina, kad 3 rangy plo¢io sgveikos zona SZN vaizde apima
~320-520 pum plocio ,,juosta” (kai SeSiakampio Soniné krastiné yra 65 pm).

Kuriant naviko ir stromos saveikos zonos metoda, jvairaus plocio ir
suskirstymo saveikos zonos isbandytos vertinant imuninj atsakg ir
ankstyvosios stadijos hormony receptoriy teigiamos duktalinés krities
karcinomos (n = 102) mikroaplinkoje [181]. Prognoziskai informatyviausia
buvo 9 rangy plocio sgveikos zona (~850—-1050 pum plocio zona). Rezultatas
tikétinas, nes, palyginti su SZV, minéto potipio kriities vézys yra kitokios
morfologijos, maziau imunogeniskas ir dazniausiai turi maziau NIL [207].
Platesné saveikos zona leido | analize jtraukti daugiau duomeny ir gauti
geresnius prognozinius rodiklius.

4.2. Imuninis atsakas storosios zarnos vézio mikroaplinkoje
(I tiriamyjy pacienty imtis)

4.2.1. Imuninio atsako rodikliy prognoziné verté

Skaitmeninés patologijos metodai atskleidé imuniniy lgsteliy pasiskirstymo
vézio mikroaplinkoje svarbg — antinavikiniam imuniniam atsakui jtakos turi
ne tik NIL tipai, kiekis, bet ir jy iSsidéstymas navikiniy ir kity stromos
uzdegiminiy lasteliy atzvilgiu. Erdviniams NIL pasiskirstymo naviko
mikroaplinkoje aspektams jvertinti dazniausiai matuojami absoliutlis jy
tankiai (tankiy santykiai) skirtinguose naviko regionuose ir (arba) atstumai
tarp imuniniy ir navikiniy lasteliy [37-42, 165, 172]. Disertacijoje
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pabréziamas gradientinis imuniniy lasteliy pasiskirstymo naviko ir stromos
sgveikos zonoje aspektas. Taikant erdviniais rangais suskirstyta sgveikos
zong, sudaromi NIL tankio profiliai, kurie leidzia pamatuoti lgsteliy
,,polinkj* infiltruoti j navikg naujo tipo rodikliais.

| tiriamyjy pacienty imtis (Vilniaus imtis, n = 101) naudota kaip
mokomoji imtis citotoksiniy T lgsteliy (CD8+) tankio sgveikos zonoje
profiliams analizuoti. Remiantis pacienty bendrojo iSgyvenamumo analize
atrinkti stipriausi imuninio atsako rodikliai: absoliutaus CD8+ T Iasteliy
tankio saveikos zonos stromos, NK, naviko srityse bei visame navike
rodikliai, taip pat kryptingg CD8+ T lasteliy tankio pokytj sgveikos zonoje
iSreiSkiantys rodikliai (imunogradiento rodikliai), t. y. masés centro (MC)
rodiklis, kuris iSreiSkia lasteliy tankio gradientg kryptimi i$ stromos j naviko
sritj, ir imunonuokry¢io (IN) rodiklis, iSreiskiantis lgsteliy tankio pokytj,
palyginus stromos ir naviko sritis salia NK. Minétina, kad Sioje imtyje tarp
Klinikiniy ir patologiniy kriterijy reikSmingai su pacienty bendruoju
iSgyvenamumu buvo susijgs jy amzius, pirminio naviko iSplitimo ir
metastaziy lifmazgiuose kategorijos.

Nepriklausoma imuninio atsako rodikliy ir klinikiniy, patologiniy
kriterijy verté analizuota daugiaveiksne Kokso regresija, nustatyti
nepriklausomi veiksniai (3.6 lentel¢): CD8+ T lgsteliy tankio MC rodiklis
(CD8 imunogradientas) ir CD8+ T lgsteliy tankio IN rodiklis, taip pat
pacienty amZius ir pirminio naviko i$plitimo kategorija. Tai rodo, kad CD8+
T lasteliy tankio imunogradiento rodikliai yra informatyvesni negu
absoliutaus CD8+ T lasteliy tankio sgveikos zonoje ar visame navike
rodikliai. Stipriausias nepriklausomas pacienty bendrojo iSgyvenamumo
prognozinis veiksnys buvo CD8 imunogradientas (PR: 0,39, p =0,0071),
stratifikaves pacientus j prognozines grupes pagal 77 proc. ir 52 proc. 5 m.
bendrojo isgyvenamumo tikimybes (3.10 pav. C).

Imuninio atsako rodikliy faktoriné analizé i$skyré du linijiniu biidu
nepriklausomus veiksnius: absoliutaus CD8+ T lasteliy tankio saveikos
zonoje faktoriy, kurj atspindéjo absoliutaus lasteliy tankio skirtingose
saveikos zonos srityse rodikliai, ir CD8+ T lgsteliy tankio gradiento sgveikos
zonoje faktoriy, kurj atspindéjo lasteliy tankio imunogradiento rodikliai.
Kombinuojant Siuos faktorius, sudarytas agreguotas CD8+ T lgsteliy atsako
saveikos zonoje faktorius. Daugiaveiksne Kokso regresija nustatyta (3.7
lentel¢), kad CD8+ T lasteliy tankio gradiento sgveikos zonoje faktorius
buvo nepriklausomas veiksnys ir stratifikavo pacientus j prognozines grupes
pagal 77 proc. ir 54 proc. 5 m. bendrojo iSgyvenamumo tikimybes (3.12 pav.
A). Agreguotas CD8+ T lagsteliy atsako saveikos zonoje faktorius taip pat
buvo nepriklausomas prognozinis veiksnys, jis dichotomizavo tiriamyjy imtj
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] grupes pagal 84 proc. ir 58 proc. 5 m. bendrojo i§gyvenamumo tikimybes
(3.12 pav. B). Sie rezultatai patvirtina, kad CD8+ T lasteliy tankio gradientas
yra prognoziskai reik§mingesnis negu absoliutus jy tankis sgveikos zonoje, o
kombinuotas imuniniy lasteliy pasiskirstymo kiekybiniy ir erdviniy
(gradientiniy) aspekty vertinimas gali turéti pridétinés prognozinés vertés.
Apibendrinant galima konstatuoti, kad pasitlyti CD8+ T lasteliy atsako
SZV  mikroaplinkoje rodikliai buvo reik§mingi pacienty bendrojo
iSgyvenamumo prognoziniai veiksniai. Pabréztina, kad CD8+ T lasteliy
tankio pokyti saveikos zonoje kryptimi i§ stromos | navikg apraSantys
rodikliai buvo nepriklausomi veiksniai ir pranoko absoliutaus CD8+
T lIasteliy tankio naviko mikroaplinkoje rodiklius. Minétina, kad pristatoma
metodika papildomai buvo atliktas CD8+ T lasteliy atsako ankstyvosios
stadijos hormony receptoriy teigiamos duktalinés kriities karcinomos
navikuose ir nustatyta, kad CD8 imunogradientas turéjo nepriklausoma
prognozing vert¢ numatant pacienciy bendrajj iSgyvenamuma [181].

4.3. Imuninis atsakas storosios zarnos vézio mikroaplinkoje
(Il tiriamyjy pacienty imtis)

4.3.1.Imuninio atsako rodikliy prognoziné verté

Siame etape imuninio atsako rodikliy prognoziné verté analizuota
nepriklausomoje Il tiriamyjy pacienty imtyje (Notingamo imtis, n = 87), kuri
sudaryta kitoje populiacijoje, vertinta vietos ligoninés gydytojy ir
charakterizuota ten pat atliktais IHC ir molekuliniais tyrimais (naviky
méginiuose tirti MSI pozymiai: 39 navikuose nustatytas MSI, 48 navikai
buvo su MSS, taip pat tirtos BRAF, KRAS, PIK3CA geny mutacijos).
Notingamo imtyje, taikant pirmame darbo etape optimizuotus naviko ir
stromos saveikos zonos analizés parametrus ir imunogradiento rodiklius,
vertinti citotoksiniy T (CD8+) lasteliy, B (CD20+) lasteliy ir (CD68+)
makrofagy tankiy profiliai. Pacienty vienaveiksne bendrojo iSgyvenamumo
analize nustatyta (3.10 lentelé), kad reikSmingai su pacienty i§gyvenamumu
buvo susije CD8+ T lasteliy bei CD20+ B lasteliy tankio MC rodikliai ir
absoliutaus CD20+ B lasteliy tankio sgveikos zonos stromos, naviko srityse
ir visame navike rodikliai. Sioje imtyje i§ visy tirty klinikiniy, patologiniy ir
molekuliniy rodikliy reik§mingai su pacienty iSgyvenamumu buvo susijes
histologinis naviko augimo pobudis (jvertinamas vizualiai). Nepriklausoma
rodikliy verté analizuota daugiaveiksne Kokso regresija, nustatyti trys
nepriklausomi prognoziniai veiksniai (3.11 lentel¢): CD8+ T lasteliy tankio
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MC rodiklis (CD8 imunogradientas), CD20+ B lasteliy tankio MC rodiklis
(CD20 imunogradientas) ir histologinis naviko augimo pobudzio kriterijus.

Nustatomiems antinavikinio imuninio atsako rodikliams Notingamo
imtyje (kaip ir Vilniaus imtyje) jtakos gali turéti populiacijai specifiniai
faktoriai, naviko méginio paruo$imo, IHC dazymo protokoly skirtumai,
ta¢iau CDB8 imunogradientas buvo stipriausias nepriklausomas pacienty
bendrojo iSgyvenamumo veiksnys (PR: 0,31, p = 0,0029; 3.11 lentel¢). CD8
imunogradientas suskirsté pacientus j prognozines grupes pagal 75 proc. ir
43 proc. 5m. bendrojo iSgyvenamumo tikimybes (3.15 pav., A), taip pat
reikSmingai suskirsté pacientus tiek MSS, tick MSI naviky pogrupiuose
(3.15 pav., B ir C). Taigi CD8 imunogradiento kaip stipraus imuninio atsako
rodiklio prognoziné verté buvo patvirtinta dviejose nepriklausomose imtyse.
Galima teigti, kad, palyginti su absoliutaus CD8+ T lasteliy tankio saveikos
zonoje ar visame navike rodikliais, CD8 imunogradientas geriau iSreiské
citotoksiniy T lasteliy atsaka, t.y. tikétina, kad CD8 imunogradientu
jvertinama navikg infiltruojanciy, aktyviy (neiSsekusiy) T lasteliy
populiacija, salygojanti citotoksinio imuninio atsako naviko mikroaplinkoje
dinamikg ir efektyvuma.

Palyginti su CD8+ T lasteliy ir CD68+ makrofagy tankiais, tirtuose
navikuose CD20+ B lasteliy buvo maziausia, taciau didesni jy tankiai
reik§mingai Kkoreliavo su ilgesniu pacienty bendruoju iSgyvenamumu.
Pabréztina, kad CD20 imunogradientas buvo nepriklausomas prognozinis
veiksnys (PR: 0,33, p=0,0113; 3.11 lentel¢) ir stratifikavo pacientus j
prognozines grupes pagal 76 proc. ir 56 proc. 5 m. bendrojo i§gyvenamumo
tikimybes (3.16 pav., A). Tai rodo, kad gradientinis CD20+ B lasteliy
pasiskirstymo sgveikos zonoje aspektas, kaip ir CD8+ T lasteliy atveju, buvo
prognoziskai informatyviausias.

M. C. A. Wouters ir bendraautoriy metaanalizés duomenimis, teigiama in
situ B lasteliy, plazmos lasteliy ir imunoglobulino kappa C infiltraty jtaka
pacienty iSgyvenamumui pastebima jvairiose vézio atmainose [208],
jskaitant pirminj ir metastazavusj SZV — tankesnis CD20+ B lasteliy
infiltratas turi nepriklausoma vert¢ prognozuojant ilgesnj pacienty bendraji
iSgyvenamuma ir iSgyvenamuma ligai neprogresuojant [122, 209, 210]. Vis
délto B lasteliy stromos ar naviko komponentuose jtaka pacienty
iSgyvenamumui nebuvo aiSkiai apibendrinta dél skirtingo tretinése
limfoidinése struktiirose reziduojanciy ir difuziskai j navika infiltruojanciy
B lasteliy pasiskirstymo, funkcijy, taip pat dél reguliaciniy B lasteliy
imunosupresiniy savybiy [208]. Issami G. Bindeos ir bendraautoriy atlikta
imuninio infiltrato SZN analizé parodé, kad B lastelés vyravo naviko IK ir
koreliavo su T lasteliy, ypa¢ su atminties T lasteliy (CD45RO+) infiltratu.
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Minétina, kad naviko Serdyje B lasteliy buvo daug maziau, taciau ir ¢ia jy
tankiai stipriai koreliavo su T lasteliy, jskaitant citotoksines T Igsteles,
tankiais [211]. Apskritai, B lastelés yra ne tik atsakingos uz humoralinj
imuninj atsaka, bet, atlikdamos profesionaliy antigenus pristatanéiy ir
kostimuliuojan¢iy lasteliy funkcijas, skatina T lasteliy infiltravima ir
citotoksinj aktyvuma navike [212]. J.S. Nielsen ir bendraautoriai, tyre
kiausidziy vézio mikrogardeles, parodé, kad navikus infiltruojanc¢ios CD20+
B lastelés sintetina antigeny pristatymo zymenis (MHC I, MHC II, CD40,
CD80, CD86) ir kolokalizuojasi su CD8+ T lastelémis [213]. M. Garnelo ir
kt. hepatoceliulinés karcinomos mikroaplinkoje nustaté, kad navikus
infiltruojancios T ir B lastelés yra arti viena kitos ir telkiasi j klasterius, kiek
reiau — | limfoidinio tipo struktiiras naviko IK. Nurodoma, kad naviko
Serdyje aktyviy CD27+CD20+ B lgsteliy tankis koreliavo su aktyviy
CD27+/GZB+ CD8+ T lasteliy ir CD56+ naturaliyjy zudikiy, taip pat su
apoptotiniy navikiniy lasteliy tankiu [214]. Taigi disertacijoje, analizuojant
SZN, nustatytas CD20 imunogradiento prognozinis pranasumas, palyginti su
absoliuciais $iy lgsteliy tankiais naviko mikroaplinkoje, gali biti siejamas su
navikg infiltruojanéiy, aktyviy CD20+ B lgsteliy, kurios kolokalizuojasi ir
saveikauja su T Iagstelémis naviko ir stromos saveikos zonoje, populiacija.
Tiriamyjy pacienty imties MSI ir MSS naviky pogrupiuose CD20+
B lasteliy tankiai buvo panasts. MSI naviky atveju CD20 imunogradiento
rodiklis reikSmingai koreliavo su pacienty bendruoju iSgyvenamumu; MSS
naviky atveju reikSmingy sasajy tarp CD20 imunogradiento ir pacienty,
iSgyvenamumo nebuvo. Pacienty, kuriems nustatyti MSI navikai, pogrupyje
CD20 imunogradientas i$skyré prognozines grupes pagal 80 proc. ir 40 proc.
5 m. bendrojo isgyvenamumo tikimybes (3.16 pav. C) ir savo prognozine
galia prilygo CD8 imunogradientui, kuris MSI naviky pogrupyje suskirsté
pacientus j grupes pagal 65 proc. ir 31 proc. 5 m. bendrojo i§gyvenamumo
tikimybes (3.15 pav. C). Tai rodo, kad MSI navikuose, kuriems budingas
didelis rémelio poslinkio mutacijy daznis ir neoantigeny jvairové [126],
antinavikinj imuninj atsakg skatina ne tik T lgsteliy atsakas, bet ir
antigenams specifinis B lasteliy atsakas. Sias jzvalgas paremia B. Mlecniko
ir bendraautoriy atlikti imuninio atsako MSS ir MSI SZN matavimai: in situ
analize nustatyta, kad MSI navikuose buvo reik§mingai didesnis j navikinj
epitelj infiltruojanciy citotoksiniy T lasteliy ir makrofagy tankis, taip pat
daug gausesnis B lgsteliy infiltratas (ypa¢ IK). Geny rai$kos analizé parodé,
kad, palyginti su MSS navikais, MSI navikuose buvo reik§mingai padidéjusi
su atminties ir citotoksinémis T bei B lastelémis susijusiy geny raiska [36].
Viena i§ gausiausiai SZN infiltruojanéiy imuniniy lasteliy populiacijy yra
CD68+ makrofagai. Tyrimy duomenimis, CD68+ makrofagy tankiai naviko
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mikroaplinkoje koreliuoja su SZV sergandiy pacienty iSgyvenamumu [36,
211, 215]. Disertacijos Notingamo imtyje reikSmingy sasajy tarp CD68+
makrofagy tankio ir pacienty iSgyvenamumo nenustatyta, taciau pastebétos
su CD68+ makrofagy lokalizacija naviko mikroaplinkoje susijusios
prognozinés tendencijos: didelis CD68+ makrofagy tankis saveikos zonos
naviko srityje ir visame navike, taip pat aukstas CD68+ makrofagy tankio
MC rodiklis (CD68 imunogradientas) buvo siejami su blogeshe prognoze
(PR:1,73-1,82, p > 0,1300; 3.10 lentelé), o didelis CD68+ makrofagy tankis
saveikos zonos stromos ir NK srityse — su geresne prognoze (PR: 0,59-0,65,
p>1500; 3.10 lentel¢). Tai sutampa su kity tyrimy SZN jzvalgomis: j
navikinj epitelj infiltruojantys CD68+ makrofagai siejami su blogesne
prognoze [216], o tankus CD68+ makrofagy infiltratas naviko IK koreliuoja
su geresne ligos eiga [217]. Vis délto CD68, kaip bendrojo makrofagy linijos
lasteliy Zymens, prognoziné verté gali priklausyti nuo naviko mikroaplinkos
konteksto, t. y. priklausomai nuo makrofagus supanciy lasteliy populiacijy ir
juos aktyvinanciy citokiny, jie gali poliarizuotis j M1 tipo (CD80+) Iasteles,
kurioms budingas antinavikinis aktyvumas, arba j M2 tipo (CD163+)
lasteles, kurios slopina uzdegima ir skatina naviko progresavimag [218].
Dauggéja tyrimy, kurie rodo, kad skirtingo tipo vézio atmainose makrofagy
salygoti prognoziniai efektai priklauso nuo jy populiacijy santykiy ir
lokalizacijos naviko mikroaplinkoje [158, 219, 220], todél ateityje vertéty
imuninio atsako naviko ir stromos saveikos zonoje tyrimus papildyti
CD80+/CD163+ lasteliy atsako rodikliais.

4.3.2.Kombinuoti prognoziniai modeliai

Daznai antinavikinio imuninio atsako prognoziniai modeliai akcentuoja
CD3+/CD8+ T lasteliy infiltrata naviko mikroaplinkoje, taciau yra modeliy,
kurie derina jvairiais navika infiltruojan¢iy imuniniy lasteliy populiacijas,
naviko histopatologines savybes, taip pat juy tarpusavio erdvines saveikas
pridétinei prognozinei vertei nustatyti [38, 39]. Panasiai, Notingamo imtyje
sudarytas prognozinis modelis i$skyré du nepriklausomus imuninio atsako
veiksnius — citotoksiniy T lasteliy ir B lasteliy tankio imunogradientus
naviko ir stromos saveikos zonoje, ir nepriklausomg histologinj naviko
augimo pobiidzio kriterijy. Kombinuojant $iuos rodiklius, sudaryti keli
prognoziniai jverciai: 1) CD8-CD20 imunogradiento jvertis (angl. CD8-
CD20 Immunogradient score), derinantis CD8 ir CD20 imunogradientus;
2) imuninés saveikos jvertis (angl. Immuno-interface score), derinantis CD8
ir CD20 imunogradientus ir histologinj naviko augimo pobid;.
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Ankséiau kombinuotos navikus infiltruojanciy T ir B lasteliy analizés
vert¢ buvo nustatyta tiriant skirtingos lokalizacijos vézius, jskaitant
kiaugidziy, kepeny, kasos, taip pat ir SZV [122, 213, 214, 221]: CD20+
B lasteliy infiltratas sustiprino CD8+ T lasteliy atsaka, t.y. dideliy CD20+
B ir CD8+ T lasteliy tankiy naviko mikroaplinkoje kombinacija koreliavo su
geriausia pacienty i§gyvenamumo prognoze. B. Mlecnikas ir bendraautoriai
geny raiSkos ir baltyminiy Zymeny in Situ analize nustaté, kad dideliy
atminties ir citotoksiniy T lasteliy bei Blasteliy tankiy naviko
mikroaplinkoje kombinacija koreliavo su ilgesniu I-IV stadijos SZV
sergan¢iy pacienty iSgyvenamumu, nepriklausomai naviky MSI pozymiy
[36]. Tirdami imuninj infiltrata SZV metastazése (kepenyse), tyréjai pritaike
TB jvertj — Immunoscore® atitikmenj, paremtag CD8+ T ir CD20+ B Iasteliy
tankiais naviko IK ir Serdies regionuose. TB jvertis, kaip ir Immunoscore®
jvertis, buvo statistiSkai stipresnis uz standartinius Klinikinius, patologinius
bei molekulinius Zymenis. Minétina, kad Zemas TB jvertis (lyginant su Zemu
Immunoscore®) iS8skyré pacienty grupe, kuriai bidingas trumpiausias
bendrasis iSgyvenamumas ir i§gyvenamumas ligai neprogresuojant [222].
Disertacijoje pristatomu tyrimu taip pat buvo patvirtina pridétiné
kombinuoto adaptyvaus T ir B Igsteliy atsako SZN mikroaplinkoje vertinimo
prognozingé verté¢: CD8—-CD20 imunogradiento jvertis stratifikavo pacientus j
3 prognozines grupes pagal 87 proc., 64 proc. ir 33 proc. 5m. bendrojo
iSgyvenamumo tikimybes (3.18 pav. A). PanaSios prognozinés grupés
nustatytos ir MSS bei MSI naviky pogrupiuose. Svarbu tai, kad abiejuose
pogrupiuose auksty / zemy CD8 ir CD20 imunogradienty kombinacija
atitiko pacienty grupes, iSsiskiriancias geriausia / blogiausia prognoze
(3.18 pav. C ir E). Taigi vien IHC zymenimis pagrjstas CD8-CD20
imunogradiento jvertis buvo stiprus antinavikinio imuninio atsako rodiklis,
statistiSkai informatyvesnis uz naviky TNM kriterijus ar MSI pozymius.

Notingamo imtyje i§ visy tirty klinikiniy, patologiniy ir molekuliniy
rodikliy vienintelis kriterijus, turéjgs nepriklausomg verte ir sustiprings
imunogradientais pagrjsto prognozinio modelio galia, buvo histologinis
naviko augimo pobiidzio kriterijus. Si kriterijy pirmieji apibrézé J. R. Jassas
ir bendraautoriai [74]: jie iSskyré SZN, kuriems budingi ekspansyvus
(tolygus, ,,stumiantis* aplinkinius audinius) ir infiltruojantis (netolygus,
»Zidininis*, sunkiai atskiriamas vizualiai) naviko augimo frontai.
Infiltruojan¢io augimo pobiidzio navikai sieti su trumpesniu pacienty
isgyvenamumu.  Vélesni SZV  tyrimai  patvirtino nepriklausoma
infiltruojan¢io augimo fronto, taip pat ir pumpuravimosi zidiniy sgsaja su
naviko progresavimu ir metastazavimu j kepenis [6, 75, 76, 223]. Siame
tyrime SZN infiltruojantis augimo frontas buvo blogos prognozés veiksnys
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MSS naviky pogrupyje (3.17 pav. B). Tokia pati tendencija pastebéta ir MSI
naviky pogrupyje, kuriame dominavo navikai, iSsiskiriantys ekspansyviu
augimo frontu (3.17 pav. C). Taigi naviko augimo pobtdzio kriterijy
derinant su CD8-CD20 imunogradientu, sudarytas imuninés sgveikos jvertis,
kuris tiriamyjy pacienty imtyje iSskyré keturias prognozines grupes pagal
94 proc., 73 proc., 53 proc. ir 19 proc. 5m. bendrojo iSgyvenamumo
tikimybes (3.18 pav., B). Pacientai, kuriy navikai pagal § jvertj buvo
priskirti 0 tasky kategorijai (zemi CD8 ir CD20 imunogradientai ir
infiltruojantis naviko augimo frontas), buvo blogiausios prognozés grupéje
tiek MSS, tick MSI naviky atveju, t.y. iSskirtos atitinkamai 30 proc. ir
0 proc. 3 m. i§gyvenamumo tikimybés (3.18 pav., D ir F). Esama duomeny,
kad tarp infiltruojancio naviko augimo fronto ir imuniniy lasteliy infiltrato
naviko mikroaplinkoje gali biti pastebima atvirkstiné koreliacija SZV ir kity
vézio atmainy atvejais [224, 225], taCiau musy atliktas tyrimas rodo, kad
naviko augimo pobudzio kriterijus imuninio atsako kontekste islaiko
nepriklausomg prognozing verte. Tikétina, kad standartizuotos kiekybinés
naviko augimo fronto netolygumo vertinimo metodikos galéty suteikti
vertingos pridétinés prognozinés informacijos.

Apskritai daugéja tyrimy, kuriais antinavikinis imuninis atsakas
vertinimas derinant ne tik skirtingus imunologinius, bet ir histopatologinius
naviko Zymenis. Vieni pirmyjy tokios kombinacijos SZV prognozinius
modelius, tirdami naviky mikrogardeles, pasitlé 1. Zlobec ir bendraautoriai
[226, 227]: CD8+ T lasteliy nebuvimas, infiltruojantis naviko augimo frontas
ir navikiniy lasteliy i$plitimas j sritinius limfmazgius susieti su didziausia
ligos atsinaujinimo rizika. Minétina, kad CD8+ limfocity—naviko
pumpuravimosi indeksas buvo stiprus nepriklausomas prognozinis veiksnys.
Vis délto pasitalyti prognoziniai modeliai nebuvo pritaikyti MSI navikams.
Neseniai kiti tyréjai pristaté Bayrueth jvertj, paremta SZN hematoksilino-
eozino preparaty analize ir sujungusj NIL tankio, naviko diferenciacijos
laipsnio ir pumpuravimosi kriterijus [228].

Aptartieji prognoziniai modeliai sudaryti naudojant pusiau kiekybinius,
vizualiu vertinimu pagrjstus metodus. Vis délto skaitmeninés vaizdo analizés
metodai yra tikslesni ir leidzia kombinuoti ne tik kiekybinius, bet ir
erdvinius naviko mikroaplinkos aspektus. I. P. Nearchou ir bendraautoriai
analizavo |l stadijos SZV  sergan¢iy pacienty naviky méginiy
imunofluorescencinius  preparatus ir nustaté tris nepriklausomus
prognozinius veiksnius (vidutinj CD3+ T lasteliy tankj visame navike
(naviko IK ir Serdyje), vidutinj limfocity, iSsidésciusiy 50 um spinduliu
aplink naviko pumpurus, skai¢iy bei CD68+ ir CD163+ Igsteliy tankiy
santykj naviko Serdyje), kuriuos sujungé i erdvinj imunoonkologijos indeksa;
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sis rodiklis patikimai stratifikavo pacientus trijose nepriklausomose Il
stadijos SZV pacienty imtyse [38, 39]. Disertacijoje pristatomi kombinuoti
prognoziniai modeliai taip pat integruoja keliy imuniniy Igsteliy tipy
pasiskirstymo naviko mikroaplinkoje ir naviko histopatologines ypatybes,
bet remiasi kita erdvinés skaitmeninés vaizdo analizés metodika. CD8-
CD20 imunogradiento ir imuninés sgveikos modeliai savo prognozine galia
pranoko TNM kriterijus ir MSI pozymius, todél galima teigti, kad tai stipris
prognoziniai (predikciniai) Zymenys-kandidatai.

4.4. Tyrimo testinumas

Tiesiogiai palyginti imuniniam atsakui SZV mikroaplinkoje vertinti
validuotos Immunoscore® ir disertacijoje pasitlytos naviko ir stromos
saveikos zonos imunogradiento metodikos Siandien negalime dél keleto
priezaséiy: Immunoscore® jvertis yra paremtas kitais IHC zymeny (CD3 ir
CD8) deriniu, be to, visi Sios metodikos etapai — nuo IHC dazymo iki
mikroskopiniy stikly skenavimo ir skaitmeninés vaizdo analizés — atliekami
pagal optimizuotus protokolus, kurie néra vie$ai prieinami. Immunoscore®
jveréiai remiasi slenkstinémis vertémis, tiriant dideles pacienty imtis, taigi,
siekiant kalbamgsias metodikas palyginti, reikéty tirti tas pacias pacienty
imtis [192]. Minétina, kad atskiry tyréjy rankiniu biidu isskirtas naviko 1K
gali skirtis ir, tai svarbiausia, gali neatitikti Immunoscore® metodikos
kriterijy IK nustatyti. Tai taip pat gali baiti reikSminga lyginamosios analizés
rezultatams. Apskritai, bet kurioms skaitmeninés vaizdo analizés
programos, Kuriy metu tyréjai nepriklausomai vieni nuo kity skirtingais
metodais gali iStirti tas pacias pacienty imtis ir palyginti rezultatus pagal
tiksliai apibréztus sutartinius kriterijus. Nepaisant minéty aspekty,
netiesioginis Immunoscore® ir sagveikos zonos imunogradiento prognozinés
galios palyginimas pagal publikuotus rezultatus rodo ne maziau negu
lygiavertj abiejy metodiky potencialg.

Techniskai naviko ir stromos saveikos zonos imunogradiento metodas
gali buti diegiamas kaip analitiné duomeny apdorojimo priemoné visose
laboratorijose, kuriose prieinamos skaitmeninés vaizdo analizés platformos.
Vis délto, siekiant metodo pritaikymo kasdienéje praktikoje, batini tolesni
pristatyta histologinio naviko augimo pobudzio kriterijaus pridétiné
prognoziné verté turéty buti tikslinama, jvedant standartizuotas kiekybines
naviko augimo fronto netolygumo vertinimo metodikas, kurios dar tik
kuriamos.
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1.

ISVADOS

Imuniniam atsakui vézio mikroaplinkoje vertinti sukurta skaitmeninés
patologijos metodika, pagrista vaizdo analizés duomeny apdorojimu
erdvinés Sesiakampiy gardeliy analitikos principais. Sia metodika
automatizuotai nustatoma naviko ir stromos sagveikos zona ir joje
kiekybiSkai jvertinamas imuniniy lgsteliy absoliutus tankis bei tankio
gradientas (imunogradientas) link naviko, matuojamas masés centro ir
imunonuokry¢io rodikliais.
Imuninio atsako rodikliy prognoziné verté jvertinta dviejose
nepriklausomose SZV serganéiy pacienty imtyse:
2.1.Vilniaus pacienty imtyje, prognozuojant bendraji iSgyvenamuma,
CD8 imunogradientas turéjo stipriausiag nepriklausomg verte
pacienty amziaus bei pirminio naviko i$plitimo kontekste ir pranoko
absoliutaus NIL tankio naviko mikroaplinkoje rodiklius.
2.2.Notingamo pacienty imtyje, prognozuojant bendrajj iSgyvenamuma,
CD8 imunogradientas ir CD20 imunogradientas buvo nepriklausomi
veiksniai. I§ visy tirty klinikiniy, patologiniy ir molekuliniy rodikliy
histologinis naviko augimo pobtidis buvo vienintelis kriterijus, kuris
turéjo nepriklausoma verte ir sustiprino prognozinj modelj. Minéti
veiksniai pranoko absoliutaus NIL tankio ir CD68 imunogradiento
naviko mikroaplinkoje rodiklius.
Notingamo pacienty imtyje sudaryti kombinuoti nepriklausomi jverc¢iai:
1) CD8-CD20 imunogradiento jvertis, pagristas tik CD8 ir CD20 IHC
zymenimis, leidzia patikimai stratifikuoti SZV serganéius pacientus j
3 prognozines grupes, nepriklausomai nuo naviko MSI pozymiy;
2) imuninés sgveikos jvertis, pagrjstas trimis rodikliais (CD8 ir CD20
imunogradientais ir histologiniu naviko augimo pobtdziu), leidzia
patikimai stratifikuoti SZV sergandius pacientus j 4 prognozines grupes
ir, nepriklausomai nuo naviko MSI pozymiy, isskirti pacientus, kuriems
kyla didziausia mirties rizika.
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PRAKTINES REKOMENDACIJOS

1. | kliniking praktika siekiant jdiegti naviko ir stromos saveikos zonos
imunogradientu pagrjstus prognozinius modelius, jy verté turi bati
patvirtinta didesnése SZV serganéiy pacienty imtyse.

2. Naviko ir stromos sgveikos =zonos imunogradiento rodiklius
rekomenduojama jtraukti j naviko mikroaplinkos tyrimus kaip galimus

prognozinius (predikcinius) imuninio atsako rodiklius esant ir kitoms
vézio atmainoms.
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PRIEDAI

1 priedas. Navikinio epitelio ir stromos audinio plotai (I tiriamyjy pacienty imtis, n = 105)

Navikinio epitelio

Stromos audinio

Rodikliai
plotas, mm? plotas, mm?
Vidurkis 33,3 76,0
Standartinis nuokrypis 19,8 26,2
Maziausia reik§mé 4,2 19,7
5-0ji procentilé 6,9 38,9
25-0ji procentilé 20,5 54,6
Mediana 28,8 75,3
75-0ji procentilé 47,0 93,5
95-0ji procentilé 63,1 118,3
Didziausia reikSmé 131,4 151,3
2 priedas. Imuninio atsako rodikliy vienaveiksnés analizés pacienty bendrajam

iSgyvenamumui prognozuoti (I tiriamyjy pacienty imtis, n=101; sv — rodiklio slenkstiné
verté, nustatyta taikant logrankinj kriterijy (Cutoff Finder [183]))

Imuninio atsako rodikliai sV p verté PR 95 % PI
SZ3: CD8_MC_t -0,52 0,0008 0,33 0,17-0,65
SZ3: CD8_MC_sn —0,31 0,0054 0,39 0,19-0,77
SZs.CD8_MC_t 0,95 0,0045 0,39 0,20-0,77
SZs.CD8_MC_sn —0,66 0,0068 0,40 0,20-0,80
SZ7;.CD8_MC_t -1,32 0,0008 0,32 0,16-0,65
SZ7. CD8_MC_sn -1,00 0,0049 0,38 0,19-0,76
SZy: CD8_MC_t -1,81 0,0042 0,41 0,21-0,80
SZy: CD8_MC_sn -1,44 0,0290 0,48 0,24-0,94
SZ3-9, kai NKi: CD8_t_NK 5,24 0,0076 0,27 0,09-0,76
SZ3-9, kai NKi: CD8_sn_NK 5,45 0,0260 0,44 0,21-0,92
SZs 9, kai NK3z: CD8_t_NK 5,12 0,0080 0,30 0,12-0,77
SZs9, kai NKs: CD8_sn_NK 5,46 0,0360 0,46 0,22-0,97
SZ3: CD8_t_N, kai NK1 3,36 0,0014 0,35 0,18-0,69
SZ3: CD8_sn_N, kai NK1 4,70 0,0039 0,34 0,16-0,73
SZ3. CD8_t_S, kai NK1 5,85 0,0080 0,11 0,02-0,80
SZ3. CD8_sn_S, kai NK1 5,67 0,0014 0,41 0,19-0,86
SZs, kai NK1: CD8_t_S 5,92 0,0022 0,14 0,02-1,00
SZs, kai NKi1: CD8_sn_S 6,03 0,0570 0,33 0,10-1,09
SZs, kai NKi1: CD8_t_N 3,46 0,0014 0,35 0,18-0,69
SZs, kai NK1: CD8_sn_N 4,54 0,0049 0,38 0,19-0,76
SZs, kai NKsz: CD8_t_S 5,32 0,0110 0,42 0,21-0,84
SZs, kai NK3: CD8_sn_S 5,55 0,0250 0,47 0,24-0,93
SZs, kai NK3: CD8_t_N 3,16 0,0054 0,39 0,20-0,78
SZs, kai NKs: CD8_sn_N 3,99 0,0027 0,37 0,18-0,73
SZ7, kai NKi1: CD8_t_S 5,47 0,0220 0,42 0,20-0,96
SZ7, kai NK1: CD8_sn_S 6,09 0,0630 0,34 0,11-1,12
SZ7, kai NK1: CD8_t_N 3,45 0,0014 0,35 0,18-0,69
SZ7, kai NK1: CD8_sn_N 4,54 0,0049 0,38 0,19-0,76
SZ7, kai NK3z: CD8_t_S 5,15 0,0280 0,48 0,24-0,94
SZ7, kai NKs: CD8_sn_S 5,50 0,0130 0,43 0,22-0,85
SZ7, kai NKsz: CD8_t_N 3,59 0,0360 0,37 0,18-0,74
SZ7, kai NK3: CD8_sn_N 3,92 0,0019 0,34 0,17-0,70
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SZy, kai NK1: CD8_t_S 6,09 0,0260 0 0
SZ9, kai NKi1: CD8_sn_S 6,17 0,0660 0,28 0,07-1,19
SZs, kai NKi1: CD8_t_N 3,42 0,0014 0,35 0,18-0,69
SZs, kai NK1: CD8_sn_N 4,54 0,0049 0,38 0,19-0,76
SZs, kai NK3: CD8_t_S 5,08 0,0390 0,49 0,25-0,97
SZy, kai NK3: CD8_sn_S 5,45 0,0410 0,48 0,23-0,99
SZy, kai NK3: CD8_t_N 3,31 0,0037 0,38 0,19-0,75
SZs, kai NK3: CD8_sn_N 3,91 0,0073 0,39 0,19-0,78
CD8_t VN 4,30 0,0011 0,23 0,09-0,61
CD8_sn_VN 5,16 0,0310 0,44 0,21-0,95
CD8_IN_t, kai t-1/t1 2,03 0,0005 3,20 1,60-6,41
CD8_IN_sn, kai sn_1/sn1 1,12 0,0029 2,88 1,44-5,79
CD8_IN_t, kai t 1/to 0,65 0,0021 2,90 1,47-5,71
CD8_IN_sn, kai sn-1/sno 0,25 0,0304 2,41 1,09-5,32
CD8_IN_t, kai to/t1 1,04 0,0041 2,69 1,37-5,28
CD8_IN_sn, kai sno/snz 0,49 0,0062 4,32 1,52-12,34
CD8_IN_t, kai t 2/t 2,16 0,0122 2,40 1,21-4,78
CD8_IN_sn, kai sn2/snz 1,16 0,7287 1,23 0,38-4,04
CD8_IN_t, kai ti-2;-11/t[1; 21 1,87 0,0031 2,78 1,41-5,47
CD8_IN_sn, kai snj-2; -13/snj1; 21 1,41 0,0164 2,30 1,17-4,55
CD8_IN_t, kai tr1; op/tpa; 21 1,09 0,0047 3,01 1,40-6,47
CD8_IN_sn, kai snp-1; o/snz; 21 0,89 0,0037 3,11 1,45-6,71
1-as faktorius: Absoliutaus CD8+ T

lasteliy  tankio saveikos zonoje | 0,32 0,0330 0,43 0,20-0,96
faktorius

2-as faktorius: CD8+ T lgsteliy tankio

gradiento sgveikos zonoje faktorius 0,35 0,0018 0,35 0,18-0.71
Agreguotas. faktorlus:CD8+ T lasteliy 0,32 0,0015 0,32 0,15-0,67
atsako saveikos zonoje faktorius

CD8_t — CD8+ T lasteliy tankio vidurkis (lastelés/mm?), CD8_sn — CD8+ T lasteliy tankio
standartinis nuokrypis (lastelés/mm?), S — saveikos zonos stromos sritis, NK — naviko
krastas, N — sgveikos zonos naviko sritis, MC — masés centro rodiklis, IN —
imunonuokry¢io, kai r-1/r1, rodiklis, IN* — imunonuokry¢io, kai ro/r1, rodiklis.

3 priedas. Daugiaveiksniy Kokso regresijos modeliy validavimas, taikant vienos dalies

atidéjimo kryZmingés patikros testa [182]

Modelis Modelio 2 | pverte | PR P195 %
pasikartojimai

Modelis 1
Amzius
pT kategorija 50 7,22 0,0075 0,39 0,19-0,77
CD8_MC_t
Amzius
CD8_MC_t 40 7,58 0,0064 0,38 0,19-0,76
Amzius
pT kategorija 10 7,28 0,0067 0,38 0,19-0,77
CD8 t N
CD8_MC_t 1 10,75 0,0010 0,31 0,16-0,62
Modelis 1Y
Amzius
pT kategorija 7 6,70 0,0099 0,40 0,20-0,80
CD8_t VN
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Modelis 2

Amzius
pT kategorija
CD8_IN_t

65

6,13

0,0138

2,43

1,20-4,91

pT kategorija
CD8_IN_t

22

6,68

0,0108

2,54

1,25-5,16

pT kategorija
CD8_IN*_sn

5,69

0,0171

3,68

1,26-10,74

Amzius
pT kategorija
CD8_IN*_sn

5,69

0,0172

3,95

1,28-12,28

Amzius

pT kategorija
pN kategorija
CD8_IN*_sn

5,94

0,0148

3,68

1,29-10,48

Amzius

pT kategorija
CD8 t N
CD8_IN*_sn

4,09

0,0432

3,53

1,04-11,99

CD8_t N
CD8_IN*_sn

5,25

0,0219

3,46

1,20-10,02

CD8_IN_t

11,37

0,0007

3,34

1,66-6,72

Modelis 27

Amzius
pT kategorija
CD8_t_VN

6,87

0,0088

0,39

0,19-0,79

Modelis 3

Amzius
pT kategorija
2-as faktorius

81

6,30

0,0124

0,41

0,21-0,82

Amzius
1-as faktorius
2-as faktorius

17

6,82

0,0101

0,40

0,20-0,80

pT kategorija
2-as faktorius

3,98

0,0462

0,43

0,19-0,98

Modelis 4

Amzius

pT kategorija
Agreguotas
faktorius

99

5,40

0,0207

0,41

0,19-0,87

Agreguotas
faktorius

9,58

0,0020

0,30

0,14-0,65

Modelis 5

CD8_MC_t
CD20_MC_t
Naviko augimo
pobiudis

84

6,36

0,0120

0,33

0,14-0,78
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CD8_MC_t
CD20_MC_t
CD20_t_VN 1 5,78 0,0162 0,27 0,09-0,79
Naviko augimo
pobiudis

CD8_MC_t

CD20_t VN 2 571 0,0170 0,36 0,16-0,83

Modelis 6

CD8_MC_t

CD20_MC t 87 5,14 0,0241 0,37 0,15-0,88

YModeliai, nustatyti jtraukiant CD8 t VN (CD8+ T lasteliy tankis visame navike) rodiklj.
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4 priedas. Imuninio atsako rodikliy koreliacijy matrica: Pirsono koreliacijos koeficientai r ir p vertés (I tiriamyjy pacienty imtis, n = 101)

= %| & b 5 ¥ é =z z §
Imuninio atsako Q Q 2 ! 2! ! » ;I z ! z ! > !
rodikliai I I | | i i 7 | 7 | o I o I
[ee] [ee] [ee) [ee) [ee) (o] [ee] [ee) [ee] [ee) [ee) [ee) [ee) [ee)
a a a a a a a a a a a a a a
O O 3) 3) 3) o o ) o ) ) o 3) 3)
CD8_MC_t 1
CD8_MC_sn 08 | 4 r>09
<0,0001
CD8_IN_t R 0% r=0,8-0,89
<0,0001 | <0,0001
CD8_IN_sn 0911 -0.97 1 091 1 r=0,7-0,79
S <00001 | <0,0001 | <0,0001
cD8 IN* t -0,88 -0,73 0,94 0,82 1
S <0,0001 | <0,0001 | <0000 | <0000
CD8_IN* sn -0,67 -0,56 0,73 0,71 0,81 1
<0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
CD8.t S 0,39 0,29 -0,36 -0,24 -0,26 -0,03 1
<00001 | 00032 | 00003 | 00158 0,0089 0,7826
D8 on. S 023 | 003 | 021 | 001 | 014 | 012 | 093 N
00192 | 07449 | 00348 | 0,889 0,1534 02345 | <0,0001
R 062 | 052 | 057 | 047 | 042 | 016 | 095 | 084 1
- <00001 | <0,0001 | <0,0001 | <00001 | <00001 | 01054 | <0,0001 | <0000
D3 o NK 045 | 041 | 040 | 030 | 023 | 017 | 090 | 085 | 092 1
T <00001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0025 0,0224 00903 | <00001 | <00001 | <0,0001
CcD8 t N 0,82 0,69 -0,81 -0,68 -0,71 -0,44 0,84 0,71 0,94 0,80 1
- <00001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <00001 | <0,0001 | <0,0001 | <00001 | <0,0001 | <0,0001
CD8 sn N 0,80 0,69 -0,78 -0,68 -0,67 -0,40 0,85 0,73 0,94 0,83 0,99 1
S <00001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <00001 | <00001 | <0,0001 | <00001 | <00001 | <0,0001 | <0,0001
cD8 t VN 0,83 0,69 -0,82 -0,69 -0,72 -0,45 0,83 0,69 0,93 0,79 1,00 0,98 1
- <00001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <00001 | <0,0001 | <0,0001 | <00001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
CD8 sn VN 0,81 0,70 -0,79 -0,68 -0,68 -0,42 0,84 0,71 0,94 0,82 0,99 0,99 0,99 1
T <00001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <00001 | <0,0001 | <0,0001 | <00001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <00001 | <0000
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5 priedas. Imuninio atsako rodikliy koreliacijy matrica: Pirsono koreliacijos koeficientai r ir p vertés (II tiriamyjy pacienty imtis, n = 87)

o X z o < z < o z z <
Imuninio atsako g 0, Z z >I S iﬂ l _l ~l S fl ol ol o
T - — - - | | | | | | | | | |
rodikliai ! « « < | < 8] 28] 8| 8| &§| 8| 8| 8 3 3
[a) [a] @) [a) [a) [a) [a) [a) o o [a) [a) [a) [a) o
O (@] (@] o o o (@] (@] (@] (@] (@] (@] (@] (@] (@]
CD8 MC_t 1
CD8_t S 0.35 1 r>09
0,0008
CD8_t_NK 062 085 1 r=08-089
<0,0001 <0,0001
CD8_t_N 078 | 08 | 097 1 r=07-0,79
- <0,0001 <0,0001 <0,0001
CDB_t VN 0,78 0,85 095 | 099 1
<0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
CD20_MC.t 005 | 022 | -019 | 019 [ 017 [
0,6644 0,0374 0,0835 0,0761 0,1079
CD20.t S 0,20 0,50 049 | 044 | 044 | 028 [
0,0673 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0076
CD20 t NK 0,24 0,46 048 | 043 | 042 | 011 | 089 1
- 0,0225 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,3160 <0,0001
CD20 t N 0,10 021 023 | 019 | 019 | 057 | 060 | 080 1
- 0,3414 0,0519 0,0320 0,0878 0,0831 <0,0001 <0,0001 <0,0001
CD20 t VN 0,09 013 016 | 012 | 015 | 044 | 052 | 072 | 081 1
- 0,3962 0,2126 0,1417 0,2566 0,1719 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
CDEs MC t 0,36 0,16 025 | 028 | 029 | 005 | 015 | 020 | 010 | 018 1
- - 0,0007 0,1491 0,0185 0,0076 0,0073 0,6732 0,1728 0,0641 0,3609 0,0883
CDBS £ S 0,30 0,40 043 | 045 | 044 | 012 [ 037 | 027 | 023 | 017 | 032 |
- 0,0049 0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,2263 0,0005 0,0100 0,0330 0,1245 0,0024
CDBS t NK 0,46 051 057 | 060 | 060 | 013 | 048 | 040 | 030 | 025 | 004 | 092 1
- <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,2290 <0,0001 0,0001 0,0058 0,0214 0,7402 <0,0001
CD68_t N 053 049 058 | 062 | 062 | 008 | 045 | 040 | 030 | 029 | 040 | 074 | 091 1
- <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,4673 <0,0001 0,0002 0,0056 0,0066 0,0001 <0,0001 <0,0001
CD68 t VN 051 048 057 | 061 | 06l | 008 | 043 | 038 | 028 | 030 | 041 | 072 | 089 | 099 1
- <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,4530 <0,0001 0,0003 0,0099 0,0052 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
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