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SANTRUMPOS

ASCO — Amerikos klinikiniy onkology draugija (angl. American Society of
Clinical Oncology/College of American Pathologists)

AshD — Asmano D bimodaliskumo rodiklis (angl. Ashman’s D)

Bl — bimodaliskumo indeksas

CAP — Amerikos patology draugija (angl. College of American
Pathologists)

CEP17 — 17 chromosomos centromerg zymintis zondas

DAPI — fluorescencinis dazas (4',6-Diamidino-2-Phenylindole, Dilactate)

ER — estrogeny receptorius

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

FISH — fluorescenciné in situ hibridizacija

FFPI — formaline fiksuotas, parafine impregnuotas

G — naviko diferenciacijos laipsnis

HER2 — zmogaus epidermio augimo veiksnio receptorius 2 (HER2, angl.

the human epidermal growth factor receptor 2)

HR™* — krties navikai, kurivose vyksta hormony receptoriy raiska

IHC — imunohistochemija

IN — imunonuokrytis

Ki67 — lasteliy proliferacijos zymuo

M — tolimosios metastazés

MC — masés centras

MV — membranos vientisumas

N — sritiniy limfmazgiy buklé

PD-L1 - 1-ojo programuotos lastelés mirties baltymo ligandas (angl.

programmed death-ligand 1)

Pl — pasikliautinasis intervalas

PR — progesterony receptorius

RS — (pavojaus) rizikos santykis (angl. hazard ratio)
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T — pirminis naviko dydis
TN — trejopai neigiamas kriities vézio tipas

TS — tikétinumo santykis (angl. likelihood ratio)
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IVADAS
Darbo aktualumas

Krities vézys yra daZniausia onkologiné motery liga Lietuvoje ir daugelyje
pasaulio $aliy (1, 2).

Siuolaikinés medicinos ir mokslo pazanga, vykdoma patikros ir
prevencijos programa gerina krities vézio diagnostikg ir gydyma, ta¢iau
sergamumas $ia liga ir mir§tamumas nuo jos tebéra didelis (3). Pastaraisiais
deSimtmeciais atsirad¢ naujesni ir modernesni gydymo biidai — taikiniy
terapija, imunoterapija, atveria galimybe vis labiau tobulinti onkologinémis
ligomis serganciy ligoniy gydyma.

Kriities vézys yra sudétinga ir jvairialypé liga, kuriai biidingos skirtingos
klinikinés, patologinés ir molekulinés savybés. Daugialypis jos pobiuidis lemia
ivairias klinikines baigtis ir skirtingus terapinius atsakus. Kasdien¢je
klinikingje praktikoje kriities vézio prognozés nustatymas ir gydymo
— naviko stadija (T), sritiniy limfmazgiy bukle (N), histologiniu
diferenciacijos laipsniu (G) ir biozymeny — estrogeny receptoriy (ER),
progesterono receptoriy (PR) raiSka, Zmogaus epidermio augimo veiksnio
receptoriaus 2 (HERZ2, angl. the human epidermal growth factor receptor 2)
biikle (4). Taciau, siekiant parinkti tinkama ir veiksmingg individualy gydyma
pacientui, $iy kriterijy nepakanka (5). Todél aktyviai ieskoma naujy
prognoziniy kriities vézio biozymeny ir jie tyrin¢jami (6).

Apie 15-20 % invazinio kraties vézio atvejy sukelia HER2 onkogeno
amplifikacija ir (arba) padidéjusi baltymo raiska (7, 8). Tai itin agresyvi ir
blogos prognozés liga, todél patikimy biologiniy Zymeny, kurie pagerinty
pacienty atrankg esamoms ir bisimoms metastazavusio kriities vézio gydymo
strategijoms (9), taip pat prognozuoty ligos atkrytj (10) bei atsparumg anti-
HER2 terapijai (11), poreikis yra ypa¢ aktualus. HER2 yra ne tik prognozinis
zymuo, bet ir svarbus biologinés terapijos taikinys — jau daugiau kaip prie§ du
desimtmecius HER?2 teigiamo krities vézio gydymui taikomas monokloninis
antikiinas trastuzumabas (Herceptin; Genentech, South San Francisco, JAV)
stabdo ligos progresavima ir gerokai pailgina pacienty isgyvenamuma (12-
14). Todél tikslus HER2 buklés jvertinimas, siekiant taikyti efektyvig
individualizuoty terapija, yra labai svarbus.

Taciau net po kelis deSimtmecius trukusiy placiy krities vézio HER?2
biklés tyrimy standartizuotomis metodikomis ir klinikiniais testy rezultatais
pagrjstos pacienty atrankos HER?2 taikininei terapijai, HER2 diagnostikoje yra
like svarbiy neatsakyty klausimy. Dauguma HER2 teigiamy ir neigiamy
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atvejy yra lengvai jvertinami ASCO/CAP (angl. American Society of Clinical
Oncology/College of American Pathologists) gairése rekomenduojamu
imunohistochemijos (IHC), kuriuo nustatoma baltymo raiska, ir in situ
hibridizacijos, kuriuo nustatoma geno amplifikacija, metodais (15), ta¢iau
paribiniy atvejy inerpretacija yra sudétingesné. Pastarieji atvejai daznai yra
heterogeniski, juose buina padidéjes 17 chromosomos centromeros kopijy
(CEP17) skaicius, o tai sglygoja tyréjy atliekamo vertinimo neatitikimus ir,
svarbiausia, kelia terapijos taikymo dilemg (16-20). Paribiniy atvejy,
sudaranciy apie 18 % krities vézio atvejy, interpretacijos sunkumus atspindi
vis besikeic¢iantys rekomenduojami jy vertinimo kriterijai (15, 21, 22).

Itin aktuali yra HER2 amplifikacijos ir raiskos naviko audinyje
heterogeniSkumo vertinimo problema. Heterogenisky naviky IHC ir
fluorescencinés in situ hibridizacijos (FISH) tyrimy rezultatai yra priestaringi,
nulemiantys netiksliag HER2 buklés interpretacija bei netinkamg gydymo
parinkimg ir atsakg j jj (16, 23, 24). Gairése nurodytas HER2 genetinio
heterogeniskumo apibrézimas (25) sulauké nemazai diskusijy, kritikos ir
siilymy jj modifikuoti (23, 26-28). Dabartinis genetinio heterogeniSkumo
vertinimo biuidas, Kkuris remiasi vizualia riboto lasteliy skaiCiaus analize,
nesuteikia informacijos apie tikraja HER2 raiskos variacija. Gairése taip pat
néra pateikta HER2 THC raiskos heterogeniSkumo vertinimo rekomendacijy.
Pusiau kiekybinis HER2 IHC tyrimo metodas riboja galimybe iSmatuoti
atskiry naviko lgsteliy ar sri¢iy jvairove, nors viena verte jvertinti navikai gali
buti sudaryti i§ heterogenisky sri¢iy. Dél §iy priezas¢iy yra labai reikalingas
objektyvus ir patikimas heterogeniSkumo reiskinio vertinimo tiek baltymo,
tiek geno lygmeniu metodas. HeterogeniSkumas riboja terapijy efektyvuma
(29-31), todél svarbu jvertinti ne tik HER2, bet ir hormony receptoriy raiskos
jvairove.

Dar vienas reik§Smingas HER2 biiklés tyrimo variacijos $altinis yra CEP17
kopijy skaiciaus poky¢iai (padidéjimas arba sumazéjimas) (19, 32). Jie gali
nulemti klaidingus analizés rezultatus, ypa¢ paribiniais atvejais, todél tikslus
ir objektyvus CEP17 Kopijy skaiiaus variacijos jvetinimas taip pat yra
bitinas.

Pastaryjy mety intensyvis naviko mikroaplinkos tyrimai atskleidé
prognozing imuninio atsako svarba sergant kraties véziu (33, 34). Vieni i§
pagrindiniy jos komponenty — navika infiltruojantys limfocitai — yra siejami
su geresne prognoze — didesnis jy kiekis lemia stipresnj imuninj atsakg j
vézines lgsteles ir paskirtga gydyma, taciau skirtingy kraties vézio potipiy
duomenys yra priestaringi (35, 36). Siekiant atrasti reik§minga papildoma
navika infiltruojanc¢iy limfocity prognozing informacijg pacienciy, kurioms
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nustatyta paribiné HER2 baltymo rai$ka, grupéje, reikalingi i§samesni, ne tik
navikg infiltruojanciy limfocity tankio, bet ir jy erdvinio pasiskirstymo
navikiniame audinyje tyrimai moderniais, skaitmenine vaizdo analize
pagristais metodais.

Darbo tikslas

Skaitmeninés vaizdo analizés metodais nustatyti HER2 onkogeno
amplifikacijos ir raiSkos variacijos Saltinius ir istirti prognozinius rodiklius
pacienéiy, serganciy kriities véziu, kai nustatyta HER2 paribiné baltymo
raiska, imtyje.

Darbo uzdaviniai

1. Automatizuoti HER2 geno biiklés vertinimg FISH metodu, pritaikant
skaitmeningés vaizdo analizés algoritmus, ir palyginti tyréjy vertinimus
su automatizuotais HER2 amplifikacijos matavimais.

2. Naudojantis FISH skaitmeninés vaizdo analizés duomenimis nustatyti
HER?2 kopijy skaiCiaus variacija navikiniame audinyje ir jvertinti $io
heterogeniskumo ir padidéjusio CEP17 kopijy skaiciaus jtaka HER2
FISH testo rezultatams.

3. Skaitmeninés vaizdo analizés metodais iSmatuoti HER2, ER, PR ir
Ki67 zymeny raiskos heterogeniskumg krities vézio audinyje ir
nustatyti jo prognozing vertg esant paribinei HER2 raiskai.

4. Jvertinti CD8+ limfocity pasiskirstymo kriities vézio mikroaplinkoje
rodiklius ir jy prognozing verte kity prognoziniy kriities vézio pozymiy
kontekste.

Ginamieji teiginiai

1. Skaitmeniné didelés apimties HER2 FISH vaizdo analizé atveria
naujas galimybes kiekybiskai jvertinti HER2 geno raiskos
heterogeniskuma kriities vézio audinyje.

2. IHC biozymeny vidunavikinio heterogeniskumo rodikliai Krities vézio
audinyje leidzia prognozuoti pacienciy, serganciy kriities véZiu,
kurioms nustatyta paribiné HER2 baltymo raiska, bendrajj
iSgyvenamuma.

3. Kriities vézio audinyje naviko ir stromos sgveikos zonoje nustatyti
CD8+ lasteliy tankio rodikliai yra nepriklausomi prognoziniai
pacienéiy, serganciy krities véziu, kurioms nustatyta paribiné HER2
baltymo raiska, bendrojo i§gyvenamumo veiksniai.
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Darbo naujumas

Siame darbe taikyti skaitmeninés mikroskopiniy vaizdy analizés metodai
padéjo atskleisti HER2 amplifikacijos ir raiSkos ypatumus, leidziancius
optimizuoti kriities vézio diagnostikos metodus ir nustatyti reikSmingus
prognozinius veiksnius pacienciy, serganciy kraties véziu, Kkurioms
diagnozuota HER2 baltymo paribiné raiska (IHC 2+), imtyje.

Pirmg karta HER2 geno raiSkos vidunavikiniam heterogeni§kumui jvertinti
pritaikyti automatizuoti FISH analizés algoritmai. Darbe pristatyti nauji
kiekybiniai heterogeniskumo (bimodalumo) matavimo rodikliai, jvertinantys
HER? signaly variacija kriities véZio lastelése. Si matematiniu biidu gaunama
informacija apie HER2 vidunavikinj heterogeniskuma gali papildyti dabarting
HER2 genetinio heterogeniSkumo koncepcija, kuri remiasi riboto lasteliy
skai¢iaus vertinimu ir yra priklausoma nuo amplifikacijos laipsnio.

Taikydami skaitmening vaizdo analizg ir SeSiakampiy gardeliy metodika
kiekybiskai iSmatavome HER?2 baltymo ir kity standartiniy kraties vézio IHC
biozymeny — ER, PR ir Ki67 — raiskos heterogeniskuma navikiniame
audinyje. Iki Siol i$sami $iy Zymeny heterogeniskumo analizé esant paribinei
HER?2 raiskai nebuvo atlikta. Nustatyti nepriklausomi prognoziniai HER2 ir
ER biozymeny vidunavikinio heterogeniskumo rodikliai, kurie papildo krities
vézio klinikos ir patologijos parametrus ir pranoksta Kitus kiekybinius IHC
zymeny vertinimo rodiklius.

Siame tyrime jvertinome vieng pagrindiniy imuninio atsako komponenty —
CD8+ limfocity prognozing reik§me kriities navikuose, kai nustatyta paribiné
HER2 baltymo raiska. Ankstesniy tyrimy duomenys vertinant CD8+
prognozing reiksme ir HER2 neamplifikuotuose (HR*), ir amplifikuotuose
navikuose yra priestaringi (36, 37). Nustatétme naujus nepriklausomus
prognozinius bendrojo isgyvenamumo veiksnius, paremtus CD8+ limfocity
pasiskirstymo kriities véZzio mikroaplinkoje rodikliais: HER2 amplifikuotoje
grupéje CD8+ lasteliy tankj naviko srityje, HER2 neamplifikuotoje grupéje —
CD8+ lasteliy tankj naviko srityje, CD8+ lasteliy tankio gradienta j navika ir
CD8+ Iasteliy tankio standartinj nuokrypj naviko kraste. Pastarojoje grupéje
Sie trys rodikliai (ir jy derinys) leido nepriklausomai nuo kity klinikos ir
patologijos parametry prognozuoti pacienciy bendraji iSgyvenamuma.

Masy taikyti analizés metodai atskleidé naujus hormony receptoriy ir
HER? raiskos saveikos aspektus naviko mikroaplinkos regioniniu lygmeniu.
Dvigubas PR ir HER2 zymeny IHC dazymas (dPR-HER2 IHC), jy
skaitmeniné vaizdo analizé ir SeSiakampiy gardeliy analitika leido jvertinti
lokalias PR ir HER2 biozymeny raiskos sasajas. Nustatytas lokalios

transformacijos i§ PR vyraujancios raiskos lgstelése | HER2 dominuojancias
12



lasteliy populiacijas reiskinys yra susijes su lokaliai padidéjusiu navikiniy
lasteliy tankiu. Manome, kad Sis reiskinys gali biiti specifinis kriities vézio
progresijos pozymis, paaiSkinantis paribinés ir erdviskai heterogeniskos
HER?2 raiskos veiksnius HR* navikuose. Lokalios transformacijos reiskinys
gali turéti ir praktinés reikSmés, tikslingai atrenkant méginius FISH tyrimams.
Sie radiniai reikalauja tolesniy tyrimy.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. HER2 teigiamas Kriities vézys

Krities vézys yra dazniausia piktybiné motery liga didziojoje daugumoje
pasaulio $aliy — 2020 m. nustatyta 2,26 min. naujy susirgimy, Kurie sudaré
25,8 % visy motery piktybiniy naviky (38). Lietuvoje kasmet diagnozuojama
daugiau nei 1 600 naujy kruties vézio atvejy (1), o paskutiniais GLOBOCAN
(angl. Global Cancer Observatory) duomenimis, 2020 m. nustatyti 1 769 nauji
susirgimai kraties véziu, kurie sudaré 21 % visy motery piktybiniy naviky
(39).

Didziausi sergamumo kriities véziu rodikliai nustatyti ekonomiskai
iSsivys¢iusiose Salyse (Australijoje ir Naujojoje Zelandijoje, Siaurés
Amerikoje, Siaurés ir Vakary Europoje), maziausi — skurdesnése (Ryty ir
Vidurio Afrikos, Piety, Centrinés Azijos bei Centrinés Amerikos) salyse (2).
Lietuva, palyginti su kitomis Europos salimis, dideliais sergamumo krities
véziu rodikliais nei$siskiria — 2020 m. nustatyti 106,5 atv./100 000 gyv.

Krities vézys taip pat yra dazniausia motery mirties nuo onkologinés ligos
priezastis Lietuvoje ir dar 109 pasaulio Salyse (1, 38). Pasaulyje 2020 m. nuo
Sios ligos miré 685 tikst. motery, Lietuvoje — 490 motery (atitinkamai sudaré
15,6 % ir 13,4 % visy motery mir¢iy nuo vézio) (38). Mirtinguma nuo kriities
vézio gali sumazinti vykdomos atrankinés mamografinés patikros (3, 40).

HER?2, literatiroje dar vadinamg HER-2, Her-2/neu, c-erbB2 ir Kitais
pavadinimais, koduoja ERBB2 genas, esantis 17-0s chromosomos ilgajame
petyje (17921-21.32) (21, 41). Nors ERBB2 yra oficialus HGNC geny
nomenklatiiros komiteto (angl. HGNC - HUGO Gene Nomenclature
Committee) suteiktas pavadinimas (42), dazniausiai vartojamas terminas
HER2 (21).

HER2 yra 1 255 aminoriigs¢iy ir 185 kDa transmembraninis baltymas,
turintis tirozino kinazés aktyvuma (43, 44). Sis receptorius kartu su dar trimis
nariais — HER1, HER3 ir HER4 — priklauso epidermio augimo veiksniy
receptoriy (EGFR) $eimai, dalyvaujanciai aktyvinant tarplastelinius signaly
perdavimo kelius. EGFR Seimos, dar vadinamos HER Seima, receptoriai yra
sudaryti 1§ iSorinio, ligandus prisijungianc¢io lastelés domeno,
transmembraninio domeno ir vidulgstelinio tirozino kinazés domeno
(pastarojo domeno HER3 neturi). Receptoriai aktyvinami jvykus saveikai su
ligandu — susidaro dimerai, vyksta tolesnis baltymy tirozino liekany
fosforilinimas ir tarplastelinis signaly perdavimas. Sergant kriities véziu
HER2 protoonkogenas ima veikti kaip onkogenas, kurio padidéjusi raiska
nulemia nuolating receptoriaus aktyvacija. Taip suzadinta nebekontroliuojama
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vidulgsteliniy poky¢iy grandiné aktyvina signalo perdavimo tarpininkus ir,
galiausiai, transkripcijos veiksnius, turinCius jtakos Iastelés augimo,
diferenciacijos, iSgyvenimo, angiogenezés bei metastaziy susidarymo
procesams (45-47). HER2 gali aktyvuoti skirtingus signalo plitimo kelius:
mitogeny aktyvinamy baltymy kinaziy (MAPK) kaskada
(Ras/Raf/MEK/ERK), fosfatidilinozitolio-3-kinazés (PI3K) / baltymy kinazés
B (Akt), JAK/STAT (Janus kinazés / signalo perdavéjo ir transkripcijos
aktyvatoriaus) ar fosfolipazés C (PLCy) (46, 48). HERZ2 receptorius vienintelis
neturi zinomo jj aktyvinancio ligando, taciau jo aktyvacija salygoja
homodimerizacija (HER2/HER2 poros susidarymas) ir heterodimerizacija
(HER2 pory su HER1, HER3 ar HER4 susidarymas). HER2 erdviné struktiira
yra atvira, todél jis nuolat gali jungtis su kitais HER Seimos receptoriais ir yra
pagrindinis Sios Seimos receptoriy dimerizacijos partneris (47, 49). HER2
pasizymi stipriausiu katalitiniu kinazés aktyvumu HER Seimoje, o
heterodimerai, savo sudétyje turintys HER2, stabiliau ir stipriau perduoda
signalg nei receptoriy kombinacijos be HER2 (48, 49).

HER2 geno amplifikacija ir (ar) padidéjusi baltymo raiska yra nustatoma
apie 15-20 % kriities vézio atvejy (7, 8, 22). Padidéjusios raiSkos atveju
receptoriy kiekis lastelés pavirsiuje gali siekti net 2 milijonus (normos atveju
randama 20 000-50 000 receptoriy), o HER2 geno kopijy gali pagauséti iki
25-50 (50). Tai siejama su agresyviu naviko augimu, bloga ligos prognoze
(polinkiu formuotis metastazéms, padidéjusia rizika, kad liga atsinaujins),
blogu atsaku taikant hormony terapija ir galimu atsparumu gydymui (7, 44,
51). Pagrindiné padidéjusios baltymo raiskos priezastis yra HER2 geno
amplifikacija (7, 52). Tac¢iau nuo 3 % iki 15 % kriities karcinomos atvejy
randama padidéjusi HER2 baltymo raiska, kai nenustatyta geno amplifikacija;
nedidel¢ dalis atvejy, kai nustatyta HER2 geno amplifikacija, nepasizymi
padidéjusia HER2 baltymo raiska (44, 52, 53). Siuos neatitikimus aigkina
keletas teorijy. Manoma, kad apie 10 % atvejy padidéjusia, bet be genetiniy
poky¢iy baltymo raiSka gali sukelti sutrikdyta transkripcija (54, 55) arba
potranskripciné  HER2 raiskos reguliacija (46, 56). Kiti paaiskinimai
grindziami ypaé jautriu, galin¢iu sudaryti artefaktus imunohistocheminiu
metodu, klaidingai neigiamu geno amplifikacijos tyrimu, 17 chromosomos
polisomija (57, 58), padidéjusia vienos HER2 geno kopijos raiska iRNR
(informaciné RNR) transkripcijos lygmeniu (44, 53) ir somatinémis
mutacijomis (59, 60). HER2 geno amplifikacija, kai nepadidéjusi HER2
baltymo raiska, taip pat gali bati dél THC metodo netikslumy, THC ir FISH
tyrimy rezultaty vertinimo klaidy, nustatytos ankstyvos geno amplifikacijos
ar transkripcijos stadijos, jvykstancios pries iRNR transliacija (61) ir
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sutrikdyty geno transkripciniy, potranskripciniy ar potransliaciniy jvykiy,
nulemianc¢iy Zema baltymo raiskos lygi (62).

HER2 teigiamam kraties véziui biidingos unikalios biologinés ir klinikinés
charakteristikos: didelis histologinio piktybiskumo ir branduoliy anaplazijos
laipsnis, padidéjgs proliferacijos daznis, neigiamas arba Zemesnis ER ir PR
raiSkos lygis, daznesni chromosomy skaiiaus pokyciai, p53 mutacijos,
padidéjes  jautrumas tam  tikroms  citotoksinéms  medZziagoms
(doksorubicinui), santykinis atsparumas hormoniniams preparatams, atsakas j
HER?2 taikining terapija, polinkis metastazuoti j smegenis ir vidaus organus
(63-65).

Tikslus HER2 biklés jvertinimas labai svarbus paskiriant pacientams
biologinés taikiniy terapijos preparatus: trastuzumabg (Herceptin; Roche/
Genentech), trastuzumabo emtanzing (T-DM1) (Kadcyla; Roche/Genentech),
pertuzumabg (Perjeta; Roche/Genentech), lapatinibg (Tykerb/Tyverb;
Novartis) ir kitus (66, 67). Trastuzumabas yra pirmasis prie§ HER2
nukreiptas, Maisto ir vaisty administracijos (angl. Food and Drug
Administration, toliau FDA) patvirtintas biologinis vaistas, sukéles tikrg
perversmg HER?2 teigiamo kriities vézio gydyme. Tai humanizuotas 1gG:
monokloninis antik@inas, kuris specifiskai atpazjsta iSorinji HER2 domena, prie
JO jungiasi ir uzblokuoja jo veikima (68, 69). Nors herceptino veikimo
mechanizmas néra visiskai aiSkus, manoma, kad jis slopina signalo perdavimo
kelius, lgsteliy ciklo progresavima, blokuoja proteolitinj iSorinio HER2
domeno nuskélima, sukelia antiangiogeninj poveikj ir nuo antikiino
priklausoma lastelinj citotoksiSkumg (66). Gydymas §iuo vaistu padidina
atsako | gydyma daznj, pailgina i§gyvenamuma ligai neprogresuojant ir
bendrg iSgyvenamuma (70, 71). Pertuzumabas — dar vienas humanizuotas
monokloninis antiklinas, kuris jungiasi prie kitos nei trastuzumabas HER2
receptoriaus dalies ir blokuoja nuo ligando priklausoma HER2
heterodimerizacija su kitais HER Seimos receptoriais (72). Tokiu btdu yra
slopinamas signalo perdavimas pagrindiniais MAPK ir PI3K keliais. ]
standartinio gydymo schemg chemoterapija ir trastuzumabu jtraukus dar ir
pertuzumabg, gauti ypac efektyviis metastazavusio HER2 teigiamo krities
vézio gydymo rezultatai (73). TDMI1 yra antikino (trastuzumabo) ir
citotoksinio vaisto (emtanzino) junginys. Citotoksinis vaistas §io junginio yra
nukreipiamas tik navikinéms lgsteléms, kuriose HER?2 rai$ka yra padidéjusi
(74). Lapatinibas yra HER2 (taip pat EGFR) vidulastelinio tirozino kinazés
domeno inhibitorius, indukuojantis navikiniy lasteliy proliferacijos
sustabdymg ir (ar) apoptoze (75).
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Kartu su HER2 pagrindiniai predikciniai ir prognoziniai kriities véZio
biozymenys yra hormony receptoriai (76). Jie yra svarbiis parenkant krities
vézio gydymo strategija ir diagnostinéje Klasifikacijoje (77-79).

Hormony receptoriai (ER ir PR)

Mazdaug dviejy trecdaliy piktybiniy kriities naviky augimg ir vystymasi
paskatina pasikeites moteriSky lytiniy hormony — estrogeno ir progesterono —
kiekis ir jy sgveika su receptoriais (80). ER ir PR priskiriami branduolio
receptoriy Seimai ir yra nuo ligando priklausomi transkripcijos veiksniai,
galintys lastelése aktyvuoti proliferacijos, apoptozés stabdymo, invazijos ir
angiogenezés procesus (81, 82). Pagal klasikinj modelj, prisijungus ligandui,
receptoriai konformuojasi ir sudaro dimerus — toks kompleksas, patekes i
branduolj, jungiasi prie DNR ir, sagveikaudamas su specifinémis geny —
taikiniy sekomis, keiCia jy transkripcija (83). Veikiant kitu — negenominiu
keliu, su membrana susijunge ER sgveikauja su augimo veiksniy receptoriy
tirozino kinazémis ir kitomis signalus perneSanc¢iomis molekulémis (G
baltymu, Ras, Src ir kt.) (84).

Estrogenai ir jy receptoriai dalyvauja krities audinio vystymosi ir
karcinogenezés procesuose. Estrogeny receptoriai yra dviejy tipy — ERa ir
ERB, juos koduoja skirtingose chromosomose esantys skirtingi — atitinkamai
ESR1 ir ESR2 — genai (85, 86). Abiejy izoformy struktiiriné organizacija yra
panasi, taciau pagrindinis kriities vézio lastelése ekspresuojamas receptoriaus
tipas yra ERa (87). Véziui progresuojant, jo raiska stipriai padidéja ir skatina
tolesnj naviko augima. Klinikiné ER raiSkos svarba vis dar tebéra neaiski dél
skirtingy ERp varianty ir potransliaciniy modifikacijy (87, 88). Ivairts tyrimai
parodé, kad ER pasizymi antiproliferacinémis savybémis (89, 90), padidéjusi
jo raiska siejama su geresnémis klinikinémis baigtimis (91, 92), o sumazgéjusi
— su atsparumu endokrininei terapijai (93).

Ivairts tyrimai (94-96) rodo progesterony ir jy receptoriy svarba
regulivojant krities vézio augimg ir vystymasi. PR raiSkg reguliuoja
estrogenai, kurie kartu su ER yra batini PR sintezei (97). Todél aptinkama PR
raiska yra traktuojama kaip gerai funkcionuojan¢iy ER signalo perdavimo
keliy rodiklis (98, 99). Dalyvaujant progesteronui, PR saveikauja su ER ir
keicia jo jungimosi su chromatinu vietg. Tai saglygoja jvairiy reguliaciniy geny
veiklos pokycius (100, 101). PR koduoja vienas PGR genas, taciau
iSskiriamos dvi PR formos — A ir B, besiskirian¢ios molekuliniu svoriu (97,
102). In vitro tyrimai parodé, kad PRB pasizymi didesniu transkripciniu
aktyvumu nei PRA (103). PRA gali veikti kaip PRB ir ER aktyvumo
inhibitorius (104). Nepakitusiame kriities audinyje abiejy PR formy kiekis

17



daugmaz vienodas, tafiau véziniame jy pusiausvyra pasikei¢ia — PRA ima
dominuoti (105).

Apie 70-80 % kraties vézio atvejy yra budinga ER raiska (ER teigiami
navikai; ER+), i§ jy apie 50-60 % pasireiskia ir PR raiska (PR teigiami
navikai; PR+) (99, 106). Padid¢jusi ER ir PR raiska atvirk$ciai koreliuoja su
naviky histologiniu piktybiskumo laipsniu, proliferacijos indeksu, HER2
virSekspresija. Apie 15-20 % invazinio kriities vézio atvejy yra buidinga misri
hormony receptoriy biklé — ER+/PR— arba ER-/PR+ (107, 108). Nors
teigiama hormony receptoriy raiska pasizymintys navikai yra siejami su
geresne prognoze, taciau skirtingi ER ir PR raiskos deriniai lemia skirtinga
naviky elgseng. ER ekspresuojantys navikai dazniausiai yra gerai
diferencijuoti, maziau agresyvus ir geresnés prognozés (109). Teigiama ER
raiSka pasizymintys, ta¢iau PR neekspresuojantys navikai yra labiau
proliferuojantys, agresyvesni ir siejami su blogesne prognoze ir sumazéjusiu
atsaku j gydymg tamoksifenu (99, 106, 110). PR raiska retai nustatoma ER—
navikuose — sudaro apie 1,5 % visy krities vézio atvejy (110-112), o kai kuriy
tyréjy nuomone, ER—/PR+ navikai diagnozuojami dél technologiniy procesy
artefakty (nepakankamos audinio fiksacijos, neoptimizuoto IHC testo) (112,
113). Jy prognoz¢é panasi | ER+/PR— naviky (110).

Hormony receptoriy biiklé jprastai nustatoma IHC tyrimo metodu.
Vadovaujantis ASCO/CAP rekomendacijomis, teigiama ER ir PR raiska
konstatuojama, jei nustatomas bent 1 % teigiamai nusidaziusiy branduoliy
(114).

Lasteliy proliferacijos Zzymuo Ki67

Lasteliy proliferacija, kurig galima jvertinti Ki67 baltymo raiSkos tyrimu,
yra progresuojanciy piktybiniy naviky pozymis. Ki67 baltymo, kaip lasteliy
proliferacijos Zymens, naudojimg kasdieniuose patologijos diagnostikos
tyrimuose nulémé jo raiskos ypatumai skirtingose lastelés dalijimosi ciklo
fazése: baltymas aptinkamas visose aktyviose — G1, S, G2 ir M — fazése, taciau
jo nebiina lastelés ramybés laikotarpiu — GO fazéje (115, 116). Sveikam krities
audiniui taip pat yra biidinga silpna Ki67 raiska, sudaranti maziau nei 3 %
(117). Jdomu, kad $io baltymo ekspresija aptinkama tik ER neigiamose sveiko
krities audinio Igsteliy populiacijose (118).

Ki67 zymuo dazniausiai nustatomas greitu ir nebrangiu IHC tyrimo
metodu naudojant MIB-1 antikiing formaline fiksuotuose, parafine
impregnuotuose (FFPI) audiniuose (119). Proliferacijos aktyvumas yra
iSreiSkiamas proliferacijos indeksu, apskaiciavus teigiamai nusidaziusiy
lgsteliy procentg visoje lasteliy populiacijoje.
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Padidéjusi Ki67 raiska yra siejama su bloga ankstyvojo kriities vézio
prognoze — daznu ligos recidyvu ir blogu pacienty bendruoju iSgyvenamumu
(120, 121). 1 Ki67 zymens ekspresijos lygj yra atsizvelgiama diferencijuojant
liuminalinius A ir B kriities vézio potipius — pastarajame jis yra didesnis (79,
122). Taciau rekomenduojama optimali slenkstiné¢ Ki67 reik§mé, leidzianti
atskirti mazo ir didelio proliferacijos aktyvumo navikus, varijuoja (79, 123,
124). 2013 m. St. Gallen suvaziavime (angl. Saint Gallen Consensus Meeting)
vietoj anks¢iau buvusios < 14 % ribos buvo priimta < 20 % riba, Kkuri
tebegalioja ir §iuo metu (79). Be to, rekomenduojama atsizvelgti ir |
laboratorijoje nustatytas Ki67 indekso slenkstines vertes (125). Nors didesnio
proliferacinio aktyvumo navikai yra blogesnés prognozés, taciau pasizymi
geresniu atsaku j chemoterapinius vaistus (126).

Padidéjes Ki67 ekspresijos lygis koreliuoja su aukstu histologiniu naviko
diferenciacijos laipsniu, didesniu naviko dydziu, metastaziy pazeistais
limfmazgiais, didesne HER2 raiska bei ER ir PR raiskos nebuvimu (127, 128).

Ki67 proliferacijos indeksas yra jvardijamas ne tik kaip prognozinis
zymuo, bet ir kaip potencialus predikcinis atsako j gydyma neoadjuvantine
chemoterapija zymuo (129, 130). Didesné proliferacijos indekso verté yra
siejama su daznesniu pilnu patologiniu atsaku (131, 132). Tadiau Sio Zymens
naudojimg klinikinéje praktikoje riboja slenkstinés vertés variacija ir prastas
tyrimy rezultaty atsikartojamumas laboratorijose, daugiausia dél skirtingy
vertinimo metodiky taikymo (123, 124, 133).

Atsizvelgiant | ER, PR, HER2 ir Ki67 zymeny raiska, yra skiriami keturi
pagrindiniai biologiniai krities vézio potipiai, besiskiriantys prognoze ir
numatomu terapiniu efektu: liuminalinis A, liuminalinis B, HER2 teigiamas
ir trejopai neigiamas (TN) (1.1 lentele) (79, 134). Si klasifikacija pirmiausia
buvo priimta 2011 m. XII tarptautinéje St Gallen kriities véZio konferencijoje
(122), 0 2013 m. suvaziavime ji modifikuota — pakeista Ki67 slenkstiné verté
ir jtraukta 20 % PR riba liuminaliniy A ir B potipiy diferenciacijai (79).
Dazniausiai pasitaikan¢iam liuminaliniam A potipui yra biidinga teigiama ER
ir (arba) PR raiska, neigiama HER?2 rai$ka ir maza (< 20 %) Ki67 raiska. Tai
geriausios prognozés potipis (135, 136). Liuminaliniame B potipyje
iSskiriamos dar dvi grupés: pirmoji — HER2 teigiama, kurioje HER2, ER ir
(arba) PR raiska yra teigiama (PR < 20 %), tac¢iau Ki67 raiSka gali biti bet
kokia, ir antroji — HER2 neigiama, pasizyminti HER2 raiSkos nebuvimu,
teigiama ER ir (arba) PR raiska bei didele (> 20 %) Ki67 raiska (79, 122). Dar
vienam — HER?2 teigiamam potipiui yra biidinga teigiama HER?2 raiska, taciau
ER ir PR raiska yra neigiama. TN potipiui priklauso neigiamos ER, PR bei
HER?2 raiskos navikai. Sis, kartu su HER2 teigiamu potipiu, yra blogiausios
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prognozés potipiai (135, 137, 138). Kiekvienam kriities vézio potipiui gydyti
taikomi skirtingi sisteminio gydymo metodai (139). Pacientéms, nustacius
teigiamg ER ir PR raiSka, skiriama hormony terapija (liuminalinio A ir i$
dalies liuminalinio B tipy navikams). Chemoterapija ir (arba) spiduliné
terapija taikoma TN véziu sergancioms pacientéms. Chemoterapija taip pat
papildomai taikoma daugumai pacienciy, kurioms diagnozuoti liuminalinis B
ir HER2 teigiamas potipiai. HER2 teigiamo potipio navikus turinéios
pacientés papildomai gydomos biologine terapija.

1.1 lentelé. Krities vézio potipiai pagal IHC biozymeny raiskos rezultatus

Kriities vézio ER PR HER2 Ki67 Taikytina terapija
potipis

Liuminalinis A + >20% - <20% | Hormony terapija

Liuminalinis B Hormony terapija;

+ <20% - >20%

(HER2 neigiamas) chemoterapija

Hormony terapija;
+ bet koks + bet koks | chemoterapija;
biologiné terapija
Chemoterapija;
biologiné terapija
Chemoterapija;
spiduliné terapija

Liuminalinis B
(HER2 teigiamas)

HER2 teigiamas - - + bet koks

Trejopai neigiamas - - - bet koks

ER — estrogeny receptoriai; PR — progesterony receptoriai; HER2 — zmogaus epidermio augimo
veiksnio receptorius 2; Ki67 — lasteliy proliferacijos Zymuo.

1.2.HER2 Zymens diagnostikos metodai

HER2 tyrimo rezultatai turi prognozing ir predikcing vert¢ ir nulemia
gydymo taktikos parinkimg, todél tiksli Sio Zymens diagnostika yra ypac
svarbi. HER2 biiklés nustatymui gali buti taikomi jvairiis metodai baltymo,
RNR ir DNR lygmenimis, taciau $iuo metu klinikingje praktikoje dazniausiai
yra taikomi IHC ir in situ hibridizacijos metodai (8, 140).

1.2.1. Imunohistochemija

Sis metodas daZniausiai yra taikomas kaip pirminis testas HER2 biklei
nustatyti FFPI audiniy pjaviuose (22, 141). IHC reakcijos metu antikiinai
reaguoja su komplementariu antigenu — HER2 baltymu. Jy saveikai iSryskinti
naudojamas enzimui  specifinis  substratas  3’3’-diaminobenzidino
tetrachloridas (DAB). Veikiant enzimui, DAB paverCiamas rudu reakcijos
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produktu, kuris ir nudaZo membrang. Spalvos intensyvumas yra proporcingas
ekspresuojamo baltymo kiekiui (57).

HER2 THC raiSka pagal nusidaziusiy navikiniy lasteliy kiekj, lasteliy
membranos nusidazymo pobiuidj bei intensyvuma vertinama pagal skale nuo 0
iki 3 (0, 1+, 2+, 3+).

IHC tyrimas yra santykinai greitas ir nebrangus — tai ir salygojo platy $io
metodo taikyma laboratorijose. Rezultatai vertinami Sviesaus lauko
mikroskopu, todél kartu gali biiti jvertinami ir morfologiniai naviko pozymiai.
Nudazyti stiklai neisblunka ilgg laika (keleta mety) (142). Taciau §is metodas
yra pusiau kiekybinis, jo tikslumas priklauso nuo daugybés preanalitiniy ir
analitiniy veiksniy ir yra subjektyviai interpretuojamas (8, 143, 144).

Siuo metu FDA yra patvirtinusi 4 IHC HER2 baltymo ekspresijos
nustatymo rinkinius: HercepTest rinkinj (Agilent Technologies/DAKO
Denmark); PATHWAY rinkinj (Ventana Medical Systems); InSite HER2/neu
rinkinj (Biogenex Laboratories); Bond Oracle HER2 IHC sistemg (Leica
Biosystems) (145).

1.2.2.In situ hibridizacija

HER2 geno kopijy skaiiaus nustatymui yra pasitelkiami in situ
hibridizacijos metodai: fluorescenciné in situ hibridizacija, chromogeniné in
situ hibridizacija (CISH) ir sidabru sustiprinta in situ hibridizacija (SISH).

FISH metodas, palyginti su IHC, yra jvardijamas kaip tikslesnis,
objektyvesnis ir labiau atsikartojantis metodas, kurio rezultatai yra jvertinami
kiekybiskai (142, 146). Daugumoje laboratorijy FISH metodas yra taikomas
po to, kai IHC metodu yra nustatoma paribiné HER2 verté (IHC 2+) (147,
148).

FISH reakcijos metu vyksta hibridizacija tarp fluorescenciniais dazais
pazyméty zondy ir atitinkamy taikiniy — HER2 geno ir 17 chromosomos
centromeros seky tiriamajame méginyje. Fluorescenciniu mikroskopu Iasteliy
branduoliuose skai¢iuojami fluorescenciniai signalai — HER2 geno ir 17
chromosomos kopijy skai¢ius (8, 140, 147).

Siuo metodu gali bati tiriama tiek audiniy blokuose esanti medziaga, tiek
citologiniai méginiai. FISH yra jautrus ir specifiSkas, ne toks jautrus
preanalitiniams veiksniams kaip IHC (DNR yra stabilesné nei baltymai)
tyrimo metodas. Taciau tai techniskai sudétingesnis ir daugiau laiko nei IHC
reikalaujantis metodas, o rezultatai vertinami brangiu fluorescenciniu
mikroskopu. Pabréztini metodo trilkumai yra gana greitas signaly blukimas ir
tikimybé neaptikti invaziniy karcinomos sri¢iy. Be to, FISH rezultaty analizé
reikalauja tyréjo patirties (8, 142, 149).
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FDA yra patvirtinusi PathVysion HER-2 DNA Probe Kit (Abbott
Molecular) ir HER2 FISH Pharmdx™ (Agilent Technologiess/DAKO
Denmark) FISH rinkinius (145).

CISH, SISH ir GOLDFISH (auksu sustiprinta autometalografiné in situ
hibridizacija) yra véliau atsirade HER2 tyrimo metodai. Pirmuoju atveju
vykdoma HER2 geno hibridizacija su digoksigeninu pazymétu zondu.
Aptikimui naudojamas antikiinas prie$ digoksigening ir krieny peroksidazés-
polimero konjugatas, o reakcijos vizualizacijai — DAB substratas (150, 151).
Kitais dviem atvejais naudojamos sidabru ir auksu pagristos detekcijos
sistemos, kai, jvykus enziminei reakcijai, metalas ,,nuséda“ taikinio vietoje
(152-154). Siose visose reakcijose nenaudojami fluorescenciniai dazai, todél
gali biiti taikoma standartiné Sviesaus lauko mikroskopija, taigi Kartu gali bati
jvertinama ir audinio morfologija bei iSvengiama FISH reakcijos nepatogumy.

CISH metodas, palyginti su FISH, yra pigesnis ir greitesnis, o
chromogeniniai signalai i$lieka ilgg laikg (140, 142, 143, 151). CISH testai
yra dviejy tipy: pirmasis — standartinis CISH, turintis vieng HER2 zonda
(SPOT-Light HER2 CISH rinkinys; Life Technologies Corporation) ir antrasis
— dviejy spalvy CISH (HER2 CISH PharmDx rinkinys; Agilent
TechnologiessDAKO Denmark), kuriame yra du — HER2 ir CEP17 — zondai,
leidziantys jvertinti ir HER2/CEP17 santykj (140, 145).

Taikant GOLDFISH technologija, autometalografijos proceso metu aukso
dalelés padidinamos, todél jas lengva aptikti §viesiniu mikroskopu (154). Nors
matomi susilieje masyvis juodi signalai leidzia greitai atpazinti amplifikuotus
atvejus, taCiau dél sudétingo diskreCiy signaly vertinimo S§is metodas
nei$populiaréjo (140).

SISH metodas (INFORM HER2/neu; Ventana Medical Systems) yra
visi§kai automatizuotas, sglyginai greitai atlickamas (Sesis kartus grei¢iau nei
FISH) (155), o palyginti su CISH, yra jautresnis, pasizymi didesne
amplifikuoty ir neamplifikuoty geny skiriamaja geba ir geresne audinio
morfologijos vizualizacija. Tac¢iau $is metodas nepatogus tuo, kad HER2 ir
CEP17 kopijy nustatymui naudojami du atskiri objektiniai stikleliai (156).

Sio nepatogumo igvengiama taikant DISH metoda (INFORM HER2 Dual
ISH DNA probe cocktail assay; Ventana Medical Systems) — dviejy spalvy,
dviejy hapteny, $viesaus lauko in situ hibridizacijg, kai abu — HER2 ir CEP17
— Zymenys nustatomi ant vieno objektinio stiklelio. HER2 geno kopijos
nustatomos SISH metodu, o CEP17 — naudojant fast red sistema (157). DISH
turi visus SISH pranasumus (automatizuotas, greitai atliekamas, taikoma
Sviesaus lauko mikroskopija), taciau yra ir silpnyjy Sio metodo viety:
susiduriama su sunkumais atskiriant navikines lasteles nuo jas supanciy
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stromos lasteliy ar limfocity, kurie atrodo didesni nei jprastai; interpretacija
gali apsunkinti sidabro dulkiy nuosédos, salygojancios foninj dazymasi; esant
didesniam signaly kiekiui, $ie gali i§ dalies sutapti (158, 159). Nustatytas
atitikties tarp FISH ir DISH daznis yra nuo 83 % iki 97 % (156, 158-160).

Tyrimai parodé didel;j atitikimo tarp CISH, SISH ir FISH metody daznj; 96
% tarp CISH ir SISH, nuo 81 % iki 100 % tarp CISH ir FISH bei nuo 94 %
iki 98 % tarp SISH ir FISH (142, 143, 161).

Literatiiroje nurodomas atitikimo tarp IHC ir FISH metody vertinant HER2
bukle daznis varijuoja nuo 73 % iki 98 % (148, 161-165). Didziausias
neatitikimas nustatytas IHC 2+ grupéje (164, 166-168).

1.2.3. Kiti HER2 tyrimo metodai

Imunofermentiniu (angl. enzime-linked immunosorbent assay, ELISA)
tyrimo metodu yra matuojamas isorinio HER2 receptoriaus domeno (angl.
ECD), kurj gali nuskelti matrikso metaloproteinazés, kiekis serume (149, 169,
170). ECD aptinkamas dviem monokloniniais antikiinais, atpazjstanciais du
skirtingus antigeno epitopus. Jei tyrimas atlickamas rankiniu biidu, antriniai
antikinai yra Zyméti krieny peroksidaze, o vizualizacijai naudojamas
fermento substratas. Susidares spalvinis reakcijos produktas, kuris
matuojamas spektrofotometriskai, koreliuoja su HER2 ECD koncentracija
tirlamajame meginyje. Jei tyrimas atliekamas automatiniu bidu, HER2 ECD
vizualizuojamas taikant chemiliuminescencing technologija (antriniai
antikiinai ~ Zyméti  chemiliuminescenciniais  junginiais).  ISmatuota
chemiliuminescencija yra tiesiogiai proporcinga HER2 ECD koncentracijai
tiriamajame méginyje (140).

ELISA yra kiekybinis, santykinai greitas ir paprastas tyrimo metodas.
Kadangi tyrimui uztenka tik kraujo meéginio, metodas gali buti taikomas
dinaminiams HER2 buklés pokyc¢iams stebéti ligos progresavimo metu arba
po gydymo (171, 172). Siuo metu FDA yra patvirtinusi HER2 ECD matavimo
serume rinkinius, skirtus stebéti pacienty, sergan¢iy metastazavusiu kriities
véziu, HER2 ECD lygio poky¢ius (173). Buvo manoma, kad HER2 ECD
matavimas serume galéty biti alternatyvi technika nustatant HER2 bikle,
tatiau ne visiems pacientams, sergantiems teigiamu HER2 véziu, ECD
reik§més padidéja, o pacientai, kuriems yra neamplifikuoti HER2 navikai,
EDC reik§més gali biti padidéjusios (174). Be to, tyrimo rezultatai gali biti
nepatikimi, jei pacientas gydomas trastuzumabu, nes $is, vis dar biidamas
serume, gali konkuruoti su teste naudojamais antikiinais (175). Taigi serumo
HER?2 testas negali pakeisti IHC ir FISH testy, taciau jis gali papildyti audiniy
tyrimo metodus — suteikti papildomos informacijos (172, 176).
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HERmark (angl. HERmark® Breast Cancer Assay; Monogram
Bioscience) tyrimo metodas pagristas patentuota VeraTag technologija,
leidziancia tiksliai kiekybiskai iSmatuoti viso HER2 baltymo (angl. total
HER?2) raiskg ir HER2 homodimerus FFPI audiniy pjaviuose. Naudojami du
monokloniniai antikiinai atpazjsta unikalius HER2 receptoriaus epitopus ir
prisijungia prie jy greta vienas kito. Fluorescencinis VeraTag reporteris yra
sujungtas su pirmuoju HER2 specifiniu antikiinu. Antrasis HER2 specifinis
antik@inas yra konjuguotas su biotinu, o $is — su fotojautria molekule (FM).
Atlikus méginio fotoaktyvacija suzadinama FM ir atpalaiduojami laisvieji
deguonies radikalai, galintys nuskelti Salia esant] VeraTag reporterj.
Atpalaiduotas reporteris kiekybiskai jvertinamas kapiliarine elektroforeze ir
yra proporcingas HER2 koncentracijai méginyje (177, 178).

Sis metodas, kuriuo galima aptikti nuo 2 500 iki daugiau kaip 1 milijono
HER?2 receptoriy vienoje lasteléje, yra 7—10 karty jautresnis nei IHC (179).
Viename i$ tyrimy buvo parodyta, kad HERmark metodas gerai koreliavo su
rutininiu HER2 tyrimu IHC ir FISH metodais, o esant skirtingiems HER2
tyrimo rezultatams, HERmark tiksliau prognozavo pacienty i§gyvenamuma.
Teigiama, kad tikslesnis HER2 biiklés nustatymas $iuo metodu galéty pakeisti
taikiniy terapijos skyrimg ~ 20 % pacienty (180); taciau Siuos radinius reikéty
patvirtinti tolesnése klinikinése studijose.

Polimerazine grandinine reakcija (PGR) gristi metodai - tai
kiekybiniai realaus laiko polimerazés grandininés reakcijos (RL-PGR; angl.
guantitative real-time PCR, Q-PCR) metodai, taikomi nustatyti HER2 geno
kopijy skaiciaus pokycius, o atvirkstinés transkripcijos PGR (AT-PGR; angl.
RT-PCR — reverse transcription PCR) — raiSkos poky¢ius (181, 182).

RL-PGR metu gausinamam DNR fragmentui aptikti naudojamos su DNR
besijungiancios fluorescuojancios Zymés. Fluorescencijos signalo didéjimas,
kurj galima stebéti kompiuterio ekrane realiu laiku, yra tiesiogiai proporcingas
kiekvieno PGR ciklo metu gausinamam produkto kiekiui. Taigi, matuojant
fluorescencijos intensyvuma, kartu matuojamas ir produkto kiekis.

AT-PGR metu nustatomas iRNR kiekis tiriamajame méginyje. I$ audiniy
iSskirta RNR atvirkstinés transkripcijos biidu paverciama j kopijing DNR
(kKDNR), o §i iSmatuojama kiekybiniu PGR. Nustatytas pagausintos KDNR
kiekis yra santykinai proporcingas HER2 geno raiskai tiriamojoje medziagoje.
Tiriamojo HER2 geno raiskos fluorescencijos intensyvumas lyginamas su
kontroliniy geny raiSka. AT-PGR technologija yra pagrjstas Oncotype Dx
(Genomic Health Inc) testas, kuriuo jvertinama su kriities vézio biologija
susijusio 21 geno raiska (tarp jy HER2, ER bei PR) naviko audinyje. Siuo
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testu galima numatyti ligos atsinaujinimo rizika ir prognozuoti chemoterapijos
efektyvuma pacientéms, kuriy ER+, o liga dar neisplitusi j limfmazgius (183).

Realaus laiko PGR yra santykinai greitas, nesudétingas ir nebrangus HER2
geno amplifikacijos tyrimo metodas. Tyrimui reikia nedidelio i§ FFPI audiniy
i$skirto DNR kiekio, be to, kiekybiniai rezultatai leidzia iSvengti subjektyvaus
vertinimo (140, 184). Nepaisant $iy pranasumy, PGR nebuvo patvirtintas kaip
HER2 amplifikacijos diagnostikos metodas. Pagrindiné priezastis — PGR
rezultatai daznai siejami su klaidingai neigiamais rezulatais, nes DNR gali buti
iSskirta ne tik i§ naviko, bet ir i§ aplinkui esanc¢iy stromos lasteliy ar sveiko
audinio. Tiksliai atrinkti tiriamgsias navikines lgsteles galéty padéti lazerinés
mikrodisekcijos metodas (181, 185).

AT-PGR metodas yra sudétingesnis ir problemiskesnis: RNR vientisuma
gali pazeisti audiniy fiksacija, apdorojimas, FFPI audiniy laikymo trukmé, be
to, i§ FFPI audiniy i$skirtai RNR yra buidinga fragmentacija (185).

Sudétinés liguojamy zondy amplifikacijos (angl. multiplex ligatable
probe amplification; MLPA) metodas yra pagrjstas zondy pory, turinéiy
specifines taikiniui sekas ir universalias PGR pradmens jungimosi sekas,
pagausinimu. Pirmiausia, denatiiruota tiriamoji DNR hibridizuojama su zondy
misiniu. Tik tada, kai zondai prisijungia prie tiriamosios DNR vienas Salia
kito, jie yra suliguojami fermentu ligaze. Toks i§ dviejy atskiry zondo daliy
susidares vientisas zondas yra pagausinamas PGR. Kiekvienam zondui yra
budingas unikalus ilgis, todél gautus PGR produktus galima atskirti
kapiliarine elektroforeze. Pagausinty zondy kiekis yra proporcingas taikinio
kopijy skaiciui, todél santykinis smailiy aukstis atitiks pradinj tiriamyjy seky
kiekj ir leis nustatyti jy kopijy skaiciaus pokycius (amplifikacijas, delecijas)
(140, 174). Vienoje PGR reakcijoje gali bati pagausinta iki 45 zondy pory
(specifiniy skirtingiems genams ar skirtingoms geno dalims) (186).

MLPA yra santykinai greitas ir nebrangus, tikslus, didelio naSumo ir
lengvai interpretuojamas metodas. Tyrimui uztenka nedidelio i§ FFPI audiniy
isskirtos DNR kiekio (140). Si metodas galéty biiti alternatyvus ar papildantis
IHC ir in situ hibridizacijos metodus. Studijos parodé gera metodo atitiktj
IHC, FISH ir CISH metodams (186, 187), tac¢iau MLPA néra kliniskai
validuotas. Siuo metodu gauty rezultaty tikslumui gali turéti jtakos méginio
grynumas ir nedideli eksperimento sglygy poky¢iai, todél tyrimo rezultatus
bitina patvirtinti kitu metodu. Be to, néra iSsaugoma audinio morfologija, gali
likti nepastebétas heterogeniskumas, klaidinancius rezultatus gali salygoti |
analize patekes DCIS komponentas. Siame tyrime navikas turi sudaryti didele
procenting dalj (> 30 %), tod¢l yra biitina nepriekaistinga navikinés medziagos
atranka (140, 174, 186).
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Geno ir baltymo tyrimo metodas leidZia vienu metu tame pac¢iame FFPI
pjuvyje nustatyti ir HER2 baltymo, ir HER2 geno raiskas. Literatiiroje
apraSomi keletas tokio tyrimo buido varianty.

Viename jy yra sujungiami IHC ir vienos spalvos SISH (EnzMet GenePro,
Ventana Medical Systems). HER2 geno amplifikacija aptinkama naudojant
sidabro i$sodinimo metoda, o HER2 baltymas — Sarmine fosfataze ir fast red
substratg. Lyginant rezultatus, gautus §iuo metodu ir vien tik IHC, nustatytas
puikus atitikimas (188). Metodas gali padéti interpretuoti paribinius atvejus,
nustatyti HER2 amplifikuotus, kai nepadidéjusi baltymo raiska, atvejus ir
atvirksciai (189).

Kiti tyréjai kartu taiké HER2 IHC ir vienos spalvos CISH metodus.
Baltymui aptikti taip pat naudojama Sarminés fosfatazés ir fast red substrato
sistema. Paskui vykdoma CISH reakcija digoksigeninu zymétu HER2 zondu,
kurio aptikimui ir vizualizacijai naudojami antikiinas prie§ digoksigening,
krieny peroksidazés ir polimero konjugatas ir DAB chromogenas. Palyginus
HER2 geno biklés vertinimo rezultatus Siuo ir FISH metodais, nustatyta 90 %
atitiktis analizuojant visus pjavius ir 92 % audiniy mikrogardeliy atveju (190).

Dar viename geno ir baltymo tyrime buvo bandyta pirmiausia atlikti vienos
spalvos CISH tuo paciu badu kaip aprasyta pirmiau, o paskui HER2 baltymo
ekspresija jvertinti krieny peroksidazés / DAB sistema. Nustatyta 100 %
atitiktis tarp rezultaty, gauty Siuo jungtiniu protokolu ir atskirai CISH reakcija.
Taciau lyginant su atskiru IHC dazymu, gauta 78 % atitiktis (191).

Puikiis rezultatai buvo gauti automatiniu trijy spalvy geno ir baltymo
tyrimu. Tai metodas, apimantis HER2 THC dazymag ir paskui vykstantj geno
amplifikacijos tyrimag FDA patvirtintu dviejy spalvy in situ hibridizacijos
metodu (INFORM HER2 Dual ISH DNA probe cocktail assay, Ventana
Medical Systems). Siame protokole HER2 baltymas vizualizuojamas DAB
sistema, HER2 geno aptikimui taikomas krieny peroksidazés ir sidabro
isodinimo metodas, o CEP17 — Sarminé fosfatazé ir fast red sistema.
Atitikties daznis tarp Sio geno ir baltymo metodo ir atskiry IHC bei dviejy
spalvy in situ hibridizacijos metody buvo atitinkamai nuo 97,8 % iki 99,5 %
ir nuo 96 % iki 97,7 % (192). Taciau palyginus jungtinio geno ir baltymo ir
FISH tyrimy rezultatus tik HER2 paribiniy atvejy (2+) grupéje, gauta mazesné
— 82 % atitiktis (193).

Esminis §io metodo pranasumas — galimybé vienu tyrimu interpretuoti
HER2 biikle jvertinant ir baltymo raiska, ir geno kopijy skai¢iy atskiros
lastelés lygmeniu. Todél §is metodas gali bti ypa¢ naudingas analizuojant
paribinius ir heterogeniskus atvejus. Be to, metodas yra greitesnis negu FISH
(trumpesnis nei 24 val.), analiz¢ atlickama Sviesaus lauko mikroskopu, todél
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kartu jvertinama audinio morfologija ir lengviau aptinkamos heterogeniskos
sritys (192-194). Taciau metodas yra brangus, reikalinga brangi automatiné
stikly dazymo masina.

HER2 geno ir baltymo tyrimai taip pat galimi taikant fluorescencine
mikroskopija, kai atliekamos imunofluorescencijos ir FISH procediros (195,
196). Tafiau tai yra ilgai trunkanti ir problemiska, optimizuojant abiejy
(imunofluorescencijos ir FISH) reakcijy salygas, procedira (197, 198).

iRNR in situ hibridizacijos metodas, kuriuo jvertinama geny raiska FFPI
audiniuose, yra pagrjstas hibridizacija tarp viengrandininiy DNR zondy ir
taikininio geno iRNR. Tai chromogeniné technika: zyméta zondg atpazjsta su
krieny peroksidaze konjuguoti antikiinai, reakcija vizualizuojama naudojant
DAB chromogena. HER2 raiska teigiama, jei lastelés citoplazma nusidazo
rusva spalva (199).

iRNR in situ hibridizacija yra greitas (trunka apie 4 val.), santykinai
nebrangus, pusiau automatinis metodas. Vertinimas atlickamas $viesaus lauko
mikroskopu. Taéiau iRNR fiksuotuose audinuose yra daug maziau stabilesné
nei DNR, o tai gali turéti jtakos tyrimo rezultaty patikimumui (140).

1.2.4. Automatiné ir skaitmeniné analizé

Nepaisant HER2 tyrimo metody gausos, tiksli §io biozymens diagnostika
tebéra aktuali problema. Griezta tyrimo procediiry standartizacija yra butina
siekiant tikslesniy, atkartojamy ir patikimy rezultaty. ASCO/CAP gairése
pateikiamos rekomendacijos standartizuoti HER2 tyrimg automatizuojant
IHC ir in situ hibridizacijos procediiras (22, 141). Automatizuoti IHC,
fluorescencinio ir §viesaus lauko in situ hibridizacijos tyrimo metodai leidzia
ne tik sumazinti procesy variabilumag bei zmogiskojo faktoriaus jtaka tyrimo
eigai, bet ir padidinti tyrimy apimtis ir sutaupyti tyréjy darbo laiko (153, 157,
174, 200, 201). Daugumoje laboratorijy yra naudojami automatiniai audiniy
procesoriai, automatinés IHC dazymo sistemos, kurie leidzia ta pacig diena
toje pacioje laboratorijoje paruosti analizei Simtus tiriamyjy atvejy ir gauti
atsikartojancius rezultatus.

I patologijos diagnostikg jzengus automatizuotoms skaitmeninéms vaizdo
analizés technologijoms, atsirado papildomy galimybiy visapusiskai (t. V.
tyrimus atlikti naudojant ir automatizuota paruos§imo procediira, ir
automatizuotg vaizdo analizg) standartizuoti HER2 tyrimus ir objektyvizuoti
HER2 buklés vertinima. Skaitmeniné vaizdo analizé jau yra tapusi svarbiu
jrankiu [HC tyrimuose, leidzianc¢iu ,.kompensuoti IHC metodo trikumus —
pusiau kiekybing analize bei subjektyvy ir variabily tyréjy vertinima.
Naudojantis skaitmeninés vaizdo analizéS priemonémis sumazéja tyréjy,
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interpretuojanciy IHC tyrimy rezultatus, neatitikimai ir pageréja rezultaty
atkartojamumas (202-205). Siuo tyrimo biidu galima nustatyti itin subtilius
biozymens raiskos pokycius, kuriy nepastebi zmogaus akis. Atliktos studijos
parodé geresng skaitmeninés vaizdo analizés atitiktj su FISH nustatant
amplifikuotus atvejus nei taikant tradicinj IHC metoda (206). Be to, taikant
skaitmenine vaizdo analizg, galima tiksliau suskirstyti paribinius HER2 (IHC
2+) atvejus ] neigiamg (IHC 1+) ir teigiamg (IHC 3+) kategorijas, vadinasi,
kartu sumazinti ir FISH tyrimy skaiciy (205, 207, 208).

Itin svarbus automatizuotos vaizdo analizés pranaSumas yra galimybé
jvertinti HER2 raiskg kiekybiniais parametrais. Tai suteikia ypac vertingos
informacijos apie lasteliy populiacijy jvairove navikiniame audinyje. O
analizuojant rezultatus jprastu IHC metodu, visas tiriamasis navikas
jvertinamas viena verte (0, 1+, 2+ ar 3+), neatsizvelgiant | heterogeniskas
sritis; tai gali nulemti netinkamg gydymo parinkimg ir atsakg j jj. Todél,
siekiant individualizuoti kriities véZio gydyma, yra aktualu sukurti patikimus
HER?2 raiskos heterogeniSkumo matavimo metodus (209, 210).

Skaitmeninéje vaizdo analizéje taip pat yra galimos klaidos dél netikslaus
audiniy bei lgsteliy atpazinimo Kklasifikatoriaus ir technologinés THC
variacijos. Susiduriama su lgsteliy membrany segmentavimo problema, ypac
tais atvejais, kai membrana nevisiskai ir silpnai nusidazo (211).

Yra jvairiy sistemy, sidlan¢iy automating HER2 baltymo analize:
Automated cellular imaging system (ACIS; ChromaVision Medical Systems
Inc) (212), Aperio Technologies (Vista) (203, 206), Ariol image analysis
system (Leica Microsystems) (213), Halo (Indica Labs) (214), QuPath
(Queen’s University Belfast) (215), Ventana Image Analysis System (VIAS;
Ventana Medical Systems) (216) ir kity.

Imunofluorescencija kartu su vaizdo analize yra dar vienas budas atlikti
automating ir kiekybing HER2 baltymo raiskos analiz¢. Tokius tyrimus
galima atlikti AQUA (HistoRx/Genoptix), Tissue Studio (Definiens), inForm
(Caliper/Perkin-Elmer), MultiOmyx (Clarient), StrataQuest/TissueQuest
(TissueGnostics),  BIOtopixfONCOtopix  (Visopharm)  platformomis.
Imunofluorescencija pagristo baltymy raiSkos vizualizavimo FFPI metodo
pranaSumai yra didesnis dinaminis signalo diapazonas ir galimybé nustatyti
daugybinius Zymenis. Didesnis imunofluorescenciniy signaly jautrumas
leidzia aptikti biozymenis naudojant mazesnes antikiiny koncentracijas arba
sutrumpinti inkubavimo laikg ir taip sumazinti nespecifinj dazymasi (217,
218).

Daug Zadanti kriities véZio bioZymeny tyrimuose yra AQUA technologija,
leidzianti gauti kiekybinius, tolydzius ir atsikartojancius rezultatus (219-221).
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AQUA sistemoje, kuri yra sujungta su fluorescencinio mikroskopo sistema,
naudojami pazangiis vaizdo analizés algoritmai, o baltymas aptinkamas
iSmatuojant su antikiinais konjuguoty fluorofory intensyvumga specifinéje
lastelés  dalyje (220). Si technologija buvo taikyta ir matuojant
heterogeniskuma (222).

Nemazai pastangy dedama siekiant pritaikyti automatizuotas skaitmeninés
vaizdo analizés priemones HER2 FISH diagnostikoje. Jprastiné HER2 FISH
analizé mikroskopu yra kiek varginanti, subjektyvi ir santykinai ilgai
trunkanti, ypa¢ esant paribiniams ir (ar) heterogeniskiems atvejams (223,
224). Be to, jvertinamas tik ribotas lasteliy skaicius. Pasitelkus automatizuota
vaizdo analiz¢ galima ne tik palengvinti tyréjo darba, iSsaugoti FISH vaizdus
ir analizés rezultatus skaitmeninéje erdvéje, bet ir iStirti dideles lasteliy
populiacijas bei identifikuoti heterogeniskas navikinio audinio sritis.
Skaitmeniné vaizdo analizé jvertina visas automatiskai nustatytas lasteles,
todél vertinimas nebaina subjektyvus. Jvairiis gamintojai (Leica Microsystems,
MetaSystems, TissueGnostics, BioView, 3DHISTECH, Applied Spectral
Imaging) sitilo automatinés FISH analizés algoritmus, taciau tik vienintelis
Leica sitlo visapusiskai automatizuota HER2 FISH analize, apimancia pacia
procediirg ir vaizdo analizg (225).

Automatinés FISH vaizdy analizés algoritmai susideda i§ dviejy
pagrindiniy etapy: branduoliy segmentavimo bei HER2 ir CEP17 signaly
nustatymo. Segmentavimo uzdavinys yra sudétingas, nes branduoliai skiriasi
tick savo morfologija: dyziu, forma, tekstiira, tiek i$sidéstymu: yra atskiri,
susitelke ] grupes, besilieCiantys kraStais arba i§ dalies vienas Kkitg
uzdengiantysys. D¢l didziulés fluorescenciniy vaizdy variacijos (fono
intensyvumo skirtumai, morfologiné branduoliy jvairové, autofluorescencija
ir kt.) segmentavimo klaidy nejmanoma iSvengti, todél automatizuotose
programose yra galimybé papildomai rankiniu budu atlikti tinkamy analizei
branduoliy atrankg. Taciau, jsiterpus tyréjui, analizé nebus visiskai
automatiné. HER2 ir CEP17 signaly nustatymo tikslumui jtakos turi jvairis
foniniai dariniai bei signaly intensyvumo skirtumai, trukdantys juos tinkamai
sufokusuoti. Patikimy sprendimy triksta automatiskai vertinti amplifikuotus
atvejus, kuriuose HER2 signalai yra susispiet¢ j telkinius (homogeniskai
besidazancias sritis). Kai kurios programos sitilo tokius atvejus vertinti
pritaikius specialy signalo plotg iSmatuojantj algoritmg (226, 227).

Literatiiroje aprasomi sékmingi HER2 teigiamy ir neigiamy atvejy
vertinimai automatizuotomis programomis, ta¢iau paribiniy atvejy analizé vis
dar néra patikima (223, 227). Vis délto viename naujesniy tyrimy buvo gauti
pakankamai tiksliis rezultatai neiSskiriant paribiniy atvejy grupés (225). Tai
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rodo, kad automatizuoti skaitmeninés vaizdo analizés algoritmai yra nuolat
tobulinami ir ateityje jie gali padéti rutininei HER2 geno amplifikacijos
diagnostikai.

1.3.HER2 baltymo ir geno raiskos tyrimy variacija

Nustacius, kad net iki 20 % atlickamy HER2 tyrimy rezultatai tiek IHC,
tiek FISH metodais jvairiose laboratorijose nesutampa (228, 229), 2007 m.
ASCO/CAP paskelbé rekomendacijas tyrimy variabilumui sumazinti (21).
Nuo to laiko buvo jdéta nemazai pastangy siekiant standartizuoti ir kuo
tiksliau atlikti HER2 tyrimus. Neseniai atliktoje studijoje parodyta, kad
Vokietijos vietinése ir centrinése laboratorijose per 12 mety pasiekta didesné
nei 90 % HER?2 tyrimy rezultaty atitiktis (230).

HER?2 tyrimo neatitikimai galimi dél technologiniy ir biologinés kilmés —
navikinio audinio heterogeniskumo bei CEP17 kopijy skaiciaus variacijos,
priezas¢iy. Didziausiy nesutapimy randama paribiniy, artimy teigiamai
reikSmei atvejy grupéje (19, 164, 168).

1.3.1. HER?2 tyrimo technologiniai variacijos $altiniai

HER2 tyrimo procese galima iSskirti preanalitines, analitines ir
postanalitines fazes, apimancias skirtingus technologinius etapus: audiniy
fiksacijg ir apdorojimg, antigeno atkiirimo ir testo procediras, rezultaty
interpretavimg ir kt. (143, 231). Visi sudétiniai etapai turi jtakos tiksliam
HER?2 buklés nustatymui, todél, siekiant standartizuoto tyrimo, jie turi buti
kontroliuojami (232).

Preanalitiniai veiksniai yra kritiniai siekiant gauti atsikartojancius ir
patikimus HER2 IHC tyrimo rezultatus (228, 233). Manoma, kad jie turi
maziau jtakos geno amplifikacijos nustatymu pagristiems metodams, nes
DNR yra stabilesné nei baltymas (143). Preanalitiniai veiksniai yra susije su
tiriamo audinio paruo§imo ir apdorojimo procediiromis. Remiantis
ASCO/CAP gairiy HER2 tyrimo rekomendacijomis, méginiai turi biiti pradéti
fiksuoti kuo skubiau — grei¢iau nei per 1 val. (22). Véluojanti fiksacijos
pradzia lemia baltymy ir kity lastelés struktiry degradacijg (234). Vis délto
nuomonés dél tikslaus uzdelstos fiksacijos pradzios poveikio HER2 IHC ir in
situ hibridizacijos tyrimams yra priestaringos. Atidéjus audiniy fiksacija 3 val.
ir atlikus HER2 tyrima IHC, FISH ir DISH metodais, jokio neigiamo poveikio
HER2 raiSkos vertinimui nenustatyta (235). Dar viename tyrime buvo
parodyta, kad atidéjus fiksacija 4 val., antigeninés HER2 baltymo savybés
nebuvo prarastos (236). Taciau kitu tyrimu buvo nustatytas sumazéjes HER2
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IHC dazymosi intensyvumas, kai fiksacija buvo atidéta maziau nei 1 val.
(237). Dar vienoje studijoje gautas reikSmingas HER2 IHC dazymosi
intensyvumo sumazéjimas, kai tiriamieji méginiai buvo laikomi $altai, o
fiksacija atidéta 4 wval., ir kai tiriamieji méginiai buvo laikomi kambario
temperatiiroje, o fiksacija atidéta 2 wval. (238). Vieny autoriy nuomone,
uzdelsta fiksacijos pradzia neturi didele neigiama jtaka HER2 FISH
rezultatams (144, 239), kiti tam prieStarauja ir rekomenduoja neatidéti
fiksacijos ilgiau nei 1 val. (233).

Audiniy fiksavimui turi biti naudojamas 10 % neutralus buferinio
formalino tirpalas. Rekomenduojama fiksacijos trukmé krities vézio
méginiams yra 672 val. (22). Buvo manoma, kad per ilga fiksacija gali bati
susijusi su klaidingai neigiamais HER2 tyrimo rezultatais (141), taciau atlikti
iSsamis tyrimai parodé, kad daugiau nei 72 val. pailgintas fiksacijos laikas
jtakos HER2 baltymo raiskai neturéjo (232, 240). HER2 biozymens
imunoreaktyvumg gali sumazinti tik gerokai uztesta fiksacija (> 20 dieny), bet
ji klinikiniams tyrimams nebtidinga (241). Viename i$ tyrimy taip pat buvo
analizuotas fiksacijos trukmés nuo 2 val. iki 1 savaités poveikis HER2 FISH
analizés rezultatams. Nustatyta, kad HER2 FISH signalai nebeaptinkami tik
po 1 savaités fiksacijos (242). Per ilga fiksacija gali lemti stipriy jung€iy tarp
baltymy susidaryma, o tai pareikalaus agresyvesnés audinio apdorojimo
procediiros atlickant FISH reakcijg, kuri gali lemti signaly praradimg ar
pazeisti branduoliy morfologija (243). Per trumpa fiksacija gali paveikti
antigeny atkdirimo procediirg (244), dél per trumpos fiksacijos gali sumazéti
HER2 THC dazymosi intensyvumas ir nenusidazyti dalis Igsteliy (245). Taciau
tyrimy, analizuojanciy per trumpos fiksacijos poveikj HER2 rezultatams, yra
nedaug (246). Todél reikalinga iS§samesné per trumpos fiksacijos poveikio
analizé, kuri apimty stipriai, vidutiniskai ir silpnai ekspresuojancias HER2
baltyma naviky grupes.

Fiksavimo etape taip pat svarbu atsizvelgti j tiriamyjy meéginiy matmenis
sickiant uztikrinti fiksatoriaus skvarba j visus audiniy sluoksnius ir
kontroliuoti pakankama fiksatoriaus kiekj. HER2 raiskos tyrimui
rekomenduojama méginius supjaustyti 5-10 mm intervalu (22, 141).

HER?2 THC reakcijos kokybei jtakos turi laiko tarpas tarp pjiiviy atpjovimo
ir ju nudazymo. Sis terminas turéty bati ne ilgesnis nei 6 savaités (141).
Viename tyrime buvo parodyti HER2 IHC dazymo intensyvumo skirtumai
tarp SvieZiai atpjauty pjluviy ir 6 ménesiy senumo pjaviy, laikyty +4 °C
temperattiroje (247). Kiti tyréjai teigia, kad audinio antigeniniy savybiy
mazéjimas prasideda dar anksCiau — jau po 2 savai¢iy nuo pjuvio atpjovimo
(248).
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Audinio pjuvio storis yra irgi svarbus interpretuojant HER2 IHC ir FISH
reakcijy rezultatus. Standartinis pjiviy storis IHC yra 3-5 pm, todél pjuvyje
gali biiti matoma tik branduolio, kuris vidutiniskai yra 6 um dydzio, dalis
(249). Tokiy nupjauty branduoliy dazymosi intensyvumas yra silpnesnis. Tai
svarbu, nes Sie branduoliai gali biiti nevertinami kaip teigiami. Storesni
audiniy pjiviai dazosi intensyviau, nes juose yra daugiau audinio, daugiau
antigeno, taigi ir daugiau galutinio reakcijos produkto (250, 251). Taip pat gali
biti nevienodas pjavio storis, tafiau tai galima nustatyti tik skaitmeninés
vaizdo analizés priemonémis. Todél, atliekant §j darba, labai svarbu dazna
mikrotomy kalibracija ir technology patirtis.

FISH procediiroje jprastai naudojami 4 pm FFPI pjiviai. Esant ploniems
pjiviams yra nupjaunami branduoliai (kartu su jais — HER2 ir CEP17
signalai), o tai gali salygoti didesnj klaidy skaiiy vertinant monosominius
atvejus. Kadangi CEP17 signalai yra iSsidéste labiau branduolio periferijoje,
jie yra dazniau nupjaunami nei HER2 signalai (249, 252). Taip pat teigiama,
kad ploni pjaviai gali turéti jtakos interpretuojant heterogeniSkus ir (ar)
paribinius atvejus (253). Per daug storuose pjtviuose branduoliai gali i§ dalies
uzdengti vienas kitg, sunkiau gali vykti deparafinizacijos, apdorojimo
proteaze bei zondo pasklidimo audinyje procesai (254).

Analitinés fazés veiksniai, kurie yra susij¢ su HER2 tyrimo procedtromis,
gali salygoti varijuojancius HER2 tyrimy rezultatus toje pacioje laboratorijoje
ir skirtingose laboratorijose (143). Todél laboratorijose HER2 tyrimams
privaloma taikyti validuotus metodus bei remtis standartizuotomis
metodikomis. ASCO/CAP gairése yra rekomenduojama, kad, prie§ pradedant
HER?2 diagnostikai taikyti metoda, $is turi bati validuotas analizuojant HER2
teigiamy ir neigiamy atvejy grupes, o gauti rezultatai turi atitikti 95 %
rezultaty, kurie buvo gauti validuotu HER2 tyrimo metodu (141, 255).

IHC reakcijos kokybei gali turéti jtakos visi sudétiniai procediiros etapai:
antigeno atkiirimo technikos, antikiiny tipas, antikiiny koncentracija,
naudojami reagentai, detekcijos sistemos (251). Nors daugumoje laboratorijy
HER2 THC diagnostikai naudojami paruosti komerciniai rinkiniai, kuriuose
yra FDA patvirtinti antik@inai, o testai atliekami pusiau automatinése ar
automatinése sistemose, taiau Vis tiek yra biutina protokoly optimizacija
(256).

Formalinas maskuoja antigeno epitopus, todél, siekiant sékmingos IHC
reakcijos, yra biitina antigeno atklirimo procediira, kurios metu biity pasalintos
antigenus maskuojan¢ios jungtys ir antigenus blokuojantys baltymai.
Antigeno atk@irimo tipas, antigeno atkiirimo tirpalo cheminé sudétis ir pH
verteé, jvairlis temperatiiros rezimai gali turéti didele jtakg audinio dazymuisi
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(251). Yra zinoma, kad antigeny atkiirimas gali dirbtinai padidinti dazymosi
intensyvuma, pazeisti lasteliy morfologija, todél rekomenduojama, kad
antigeno atktirimo procedira ir pats dazymas buty atliekami automatizuotu
biidu (257). Taip pat labai svarbu j visus protokolus jtraukti standartines HER2
teigiama ir neigiamga kontroles, kurios patvirtina s€ékminga testo atlikima.

Rinkoje siiloma daugybé antikiiny prie§ HER2, i§ kuriy dazniausiai
naudojami A0485 (Dako), CB11 (Novocastra), SP3 (Lab Vision) bei 4B5
(Ventana) antikiinai. Tyrime, kuriame buvo palyginti iSvardyti antikinai,
gauta labai gera atitiktis tarp IHC analiziy (daugiau kaip 0,82). CB11 buvo
specifiskiausias antikiinas, taCiau juo nustatyta daugiausia Klaidingai
neigiamy atvejy. Likusieji anikiinai buvo jautriis ir specifiski, bet gautas
didesnis klaidingai teigiamy atvejy daznis. Naudojant A0485 antikiing,
nustatyta daugiau paribiniy THC atvejy (258). Antikiinai skiriasi savo
kloniskumu, jautrumu, specifiskumu, tod¢l studijose, lyginanciose skirtingus
antikiinus, nustatoma didelé HER2 raiskos variacija (259-261). Viename i$
tyrimy buvo palyginta 7 polikloniniy ir 21 monokloninio anti-HER2 antikiiny
jautrumas ir specifiSkumas. Antikiny jautrumas varijavo nuo 6 % iki 80 %,
taciau né vienu antikiinu nepavyko nustatyti visy atvejy, kuriais jau buvo
patvirtinta padidéjusi HER2 raiska (259).

Kiekviename FISH procediiros etape taip pat svarbu laikytis reakcijos
salygy tikslumo ir naudoti kokybiskai paruostus tirpalus. Be to, §i procediira
reikalauja, kad tyréjas turéty nemazg jos atlikimo patirtj. Technologija
susideda i$ keleto etapy, kuriuose temperatiiros ir reakcijos trukmeés rezimai
yra kritiniai. Jy nesilaikymas gali nulemti prastesne tiriamojo méginio kokybg,
stipry fong ar visi$ka audinio praradimg (147, 262).

Pirmas svarbus etapas yra tinkamas FFPI audiniy apdorojimas (angl.
pretreatment), kai paSalinamos fiksacijos formaline metu susidariusios
cheminés jungtys. Sio etapo metu, audiniy pjavius veikiant druskos riigtimi
bei véliau juos apdorojant proteaze, siekiama paveikti lgsteliy membrany
pralaidumg ir taip padéti fluorescenciniams zondams prasiskverbti i lastelés
vidy. Audinio apdorojimo proteaze sékmé priklauso nuo proteazés
koncentracijos, inkubacijos laiko ir inkubacijos temperatiiros (37 £ 1 °C)
(262). Esant net ir nedideliam temperatiiros padidéjimui, fermento aktyvumas
padidéja ir tai lemia per stipry audinio apdorojimg ir vertinimui netinkama jo
kokybe. Esant nepakankamam audinio apdorojimui, lgstelés citozolyje bei
iSoringje jos dalyje matyti zalios spalvos autofluorescuojancio fono perteklius,
o nepasalinti baltymai bei peptidinés jungtys trukdo hibridizacijos procesui.
Visa tai lemia fono triuk§mingumga ir fluorescenciniy signaly intensyvumo
sumazejimg ar praradima (233, 243).
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Lasteliy branduoliy vizualizacijai naudojamas fluorescencinis dazas DAPI
(4',6-Diamidino-2-Phenylindole, Dilactate), kuris jungiasi su DNR. Per
trumpas proteazes poveikis trukdo formuotis DNR ir DAPI kompleksui, todél
branduoliy nusidaZzymas atrodo heterogeniSkas. Per ilgai veikiant audinj
proteaze, suardoma branduoliy morfologija, branduoliai gali bdti
tus¢iaviduriai ar pazeistomis membranomis. Tokie branduoliai biina prarade
DNR, taigi ir tiriamuosius genus zymincius fluorescencinius signalus.

Pohibridizaciniame etape netikslios plovimo buferio pH (turi bati nuo 7,0
iki 7,5) ir temperatiros (turi buti 72 £ 1°) reikSmés gali turéti jtakos
nespecifiniam zondy jungimuisi, triuk§Smingo fono susidarymui ir
fluorescenciniy signaly intensyvumo sumazéjimui ar net praradimui (243).

Reguliari jrangos priezitira bei kalibracija, standartiniy laboratorijos
procediry naudojimas, personalo kompetencija, nuolatiniy personalo
mokymy programy vykdymas yra bitinybe, siekiant sumaZzinti tyrimy
variabiluma (141).

Postanalitiniai veiksniai yra susij¢ su tyrimo rezultaty interpretacija, vaizdo
analize, protokoly ruosimu, kokybés uztikrinimo procediiromis (141, 244).

Subjektyvus HER2 [HC rezultaty vertinimas yra vienas i§ pagrindiniy
variabilumo $altiniy, ypa¢ paribiniy atvejy grupéje (256, 263). Tai salygoja
pusiau kiekybinis HER2 IHC vertinimo metodas, galintis suklaidinti net ir
patyrusj specialista. Be to, neuztikrintuma interpretuojant HER2 IHC tyrimy
rezultatus sustiprina vis besikei¢iantys vertinimo kriterijai (15, 21, 22).
Skaitmeniniy vaizdo analizés sistemy taikymas leisty objektyviau
interpretuoti rezultatus ir sumazinti variabiluma tarp tyréjy (212, 255). Taciau
skaitmeniné vaizdo analiz¢ taip pat yra imli variabilumui, kurj gali sglygoti
tiek pati jranga, tick metodika, ir reikalauja reguliaraus techninio aptarnavimo
ir kalibracijos (143, 264).

HER2 FISH tyrimy mikroskopu rezultatai gali varijuoti dél riboto
vertinamy branduoliy skaiciaus ir, kaip IHC atveju, subjektyvaus tyréjo
vertinimo (19, 23, 27). Zmogaus akis yra linkusi ieskoti ir analizuoti
Hitartinus®, daugiau HER2 kopijy turin¢ius branduolius (227). Standartiskai,
pagal ASCO/CAP gaires, turi biiti iSanalizuota 40 branduoliy, o nustacius
paribing vert¢ — 60 branduoliy (22). Taciau, esant sudétingiems paribiniams ir
(ar) heterogeniskiems atvejams, objektyviam jvertinimui S§io branduoliy
skaiCiaus gali nepakakti, galimi klaidingi rezultatai. Viename i$ tyrimy buvo
parodyta, kad galutinis HER2 FISH tyrimo rezultatas yra priklausomas nuo
tiriamojo audinio bloko, pasirinkto analizuoti ploto ir vertinamy branduoliy
skaiCiaus (265). Atliktose studijose pabréZziama, kad, siekiant tikslesniy
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rezultaty, butina standartizuoti HER2 FISH vertinimo metodika, Kuri
praktikoje gali buti varijuojanti (19).

Taikant automatines FISH analizés sistemas analizuojami visi algoritmo
aptikti branduoliai, turintys bet kokius HER2 ir CEP17 tasky derinius, todél
rezultatus galima jvertinti objektyviai ir sumazinti galimy klaidy rizika (227).

Siekiant  kompetentingo HER2 tyrimo, rekomenduojama, kad
laboratorijose biity iStiriama ne maziau nei 250 atvejy per metus IHC metodu
ir ne maziau nei 100 atvejy (pageidautina 150) per metus in situ hibridizacijos
metodu, 0 specialistai jvertinty po 50-100 atvejy per metus (266). HER2
gairése laboratorijoms yra rekomenduojama dalyvauti iSorinése tyrimy
kokybés kontrolés uztikrinimo programose, kurios leidzia objektyviai jvertinti
atlickamy tyrimy rezultaty patikimumg ir tikslumg (22, 141). Tokios
programos yra jkurtos JAV (College of American Pathologists Quality
Improvement Program), DidZiojoje Britanijoje (UK-NEQAS), Siaurés $alyse
(Nordic QC), Kanadoje (Canadian Immunohistochemistry Quality Control),
Australijoje (Royal College of Pathologists of Australasia) (267-269).

1.3.2. HER2 tyrimo biologiniai variacijos $altiniai

Dalj netikslumy vertinant HER2 biikle lemia heterogeniska HER2 baltymo
ir geno raiska bei 17 chromosomos kopijy skai¢iaus pokyciai.

Heterogeniska HER2 raiska

Vézj galima apibudinti kaip jvairaus dydzio klony populiacijy, turinCiy
skirtingas genetines ir fenotipines savybes, mozaikg (270). Véziniy lasteliy
heterogeniSkumas yra glaudziai susijes su vézio progresavimu, atsparumu
gydymui ir ligos recidyvu (24). Heterogeniskumo reiskinys buvo pastebétas
ne tik tarp skirtingy individy naviky ar tarp pirminio naviko ir jo metastaziy
(tarpnavikinis heterogeniSkumas), bet ir tarp to paties individo naviko lasteliy
vienoje ar skirtingose srityse (vidunavikinis heterogeniS$kumas) (19, 271).
Vidunavikinis heterogeniSkumas gali buti klasifikuojamas j genetinj
heterogeniSkuma, kai matomas naviko lasteliy misinys — HER2 geno buklé
yra ir amplifikuota, ir neamplifikuota, ir epigenetinj heterogeniskuma, kai
naviko lIgstelés yra amplifikuotos, tatiau HER2 baltymo virSekspresija jose
yra misri (yra / néra) (272). Vidunavikinio genetinio heterogeniskumo atveju
kartu aptinkamos amplifikuotos ir neamplifikuotos vézinés lgstelés gali buti
susimaiSiusios ir iSsibarsCiusios po visg audini (mozaikinis genetinio
heterogeniskumo tipas) arba sudaryti atskirus klasterius (19, 273). Ekspertai
tvirtina, kad reikSmingos yra tik atskirai susitelkusios amplifikuoty lasteliy
populiacijos (27). Mozaikiskg heterogeniSkumo forma, manoma, sglygoja
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artefaktinés prieZastys, susijusios su biologiniais ir technologiniais ypatumais
tiriant in situ hibridizacijos metodu (analizuojamy lasteliy rankiojimu,
branduoliy nupjovimu, aneuploidijos variacija navikinése lgstelése) (19, 27).

HER2 geno amplifikacijos ir baltymo raiskos naviko audinyje
heterogeniskumas yra viena i§ pagrindiniy prieZaséiy, nulemianciy klaidingus
ir neatitinkané¢ius HER2 tyrimy rezultatus IHC ir in situ hibridizacijos
metodais. Dél heterogeniSkumo jtakos netiksli HER2 buklés diagnozé
nustatoma nuo 11 % iki 13 % invazinio krities vézio atvejy (16, 19).
Besiskiriantys rezultatai gali biiti gaunami tiriant skirtingus to paties naviko
blokus, iSoperuotus navikus ir jy biopsijas, pirminius navikus ir jy metastazes
(19, 273). HER2 biiklés nustatymo tikslumas priklauso nuo pasirinktos
analizei audinio srities, ploto bei vertinamy lasteliy skaiCiaus, todél
analizuojant genetiskai heterogeniskus navikus labai svarbu laikytis
standartizuotos vertinimo metodikos (19, 265). Ilga laika praktikoje taikytas
jvairus vertinimas: vieni tyréjai analizuodavo visg audinio plota, kiti —
atsitiktines arba specifines sritis (,,karStus taskus®), kuriose biina susitelke
daugiau HER2 kopijy turinéiy Iagsteliy (19). 2013 m. ASCO/CAP gairése
nurodomos rekomendacijos standartizuoti in situ hibridizacijos vertinimo
metodg — pries pasirenkant analizés plotus, pirmiausia skenuoti visg tiriamajj
audinj ir (arba), naudojantis HER2 IHC testu, apibrézti galimus amplifikacijos
plotus.

Pagal 2009 m. ASCO/CAP gairiy apibrézimg, HER2 genetinis
heterogeniskumas konstatuojamas, jei tiriamajame méginyje randama > 5 %
ir <50 % lasteliy, kuriose HER2/CEP17 santykis > 2,2. Nustacius daugiau nei
50 % lasteliy, kuriy HER2/CEP17 santykis > 2,2, diagnozuojama HER2
amplifikacija (25). Sis apibrézimas nebuvo pagristas klinikiniy tyrimy
rezultatais, taciau tai buvo pirmas zingsnis siekiant istirti kliniking HER2
genetinio heterogeniskumo reikSme ir galima taikiniy terapijos vaidmenj
gydant genetiSkai heterogeniSkus navikus. Vis délto Sios vertinimo
rekomendacijos dél riboty genetinio heterogeniSkumo daZnio, biologinés
svarbos bei klinikinés reik§més duomeny sukélé nemazai diskusijy ir kritikos
(23, 26-28, 274). Kritikuojamos tiek virSutiné, tiek apatiné HER2 genetinj
heterogeniskumg apibréziancios ribos. Apatiné 5 % riba yra arti galimy
techniniy ir signaly skai¢iavimo klaidy — vertinant 20 Igsteliy, genetinio
heterogeniskumo diagnoze gali nulemti tik viena lastelé, kurioje
HER2/CEP17 santykis yra > 2,2 (27, 275). Kiti tyréjai mano, kad virSutiné
HER2 genetinj heterogeniSkuma apibrézianti riba turéty bti padidinta nuo 50
% iki 95 % amplifikuoty lasteliy — tada apibrézimas apimty navikus, kuriuose
amplifikuotos lastelés dominuoja (26). Dar vienu tyrimu buvo parodyta, kad
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amplifikuoty lgsteliy proporcija néra tinkamas naviko HERZ2 genetinés
jvairoveés jvertinimo matas (276).

2013 m. gairése HER2 genetinis heterogeniSkumas apibréztas kaip
agreguota amplifikuoty lasteliy populiacija, sudaranti > 10 % visos naviko
lasteliy populiacijos tiriamajame méginyje (22). Ji turi bati jvertinta atskirai
nuo likusios analizuojamos naviko dalies. Pagal §j apibrézima, atvejai, kai yra
amplifikuoty ir neamplifikuoty sriciy, jvertinami kaip HER2 teigiami. Taciau
tiek 8is HER2 genetinio heterogeniskumo apibrézimas, kuris pagristas lasteliy
populiacijy procentiniy daliy nustatymu tiriamajame méginyje (22), tiek
ankstesnis, kuris remiasi atskiry amplifikuoty lasteliy procentinémis dalimis
konkre¢iame diapazone (25), nesuteikia informacijos apie tikraja HER2 geno
kopijy variacija.

Literatiiroje nurodomas HER?2 genetinio heterogeniskumo daznis varijuoja
nuo 11 % iki 40 % (16, 17, 27, 274, 276). Taciau taikant skirtingus vertinimo
kriterijus — HER2/CEP17 santykj ir HER2 kopijas, buvo nustatytas nemazas
genetiskai heterogenisky atvejy daznio skirtumas (atitinkamai 23 % ir 7 %)
(274).

Vidunavikinis heterogeniskumas taip pat matomas HER2 baltymo raiskos
lygiu. Variabilus HER2 dazymasis IHC metodu dazniausiai aptinkamas 2+
verte jvertintuose navikuose (209, 210, 277). Netgi vykdant automatizuota
skaitmening vaizdo analizg, paribiniy atvejy grupéje buvo nustatytas platus
reikSmiy iSsibarstymas (212). Nevienodas HER2 baltymo dazymasis
pastebimas ir 1+ jvertintais atvejais, ta¢iau 3+ grupés atvejams budinga daug
tolygesné THC reakcija (277).

Pusiau kiekybinis HER2 IHC raiskos vertinimo metodas (pagal skale nuo
0 iki 3) nesuteikia informacijos apie atskiry naviko lgsteliy ar sri¢iy jvairove,
0 ASCO/CAP gairése néra pateikta galimo HER?2 raiskos heterogeniskumo
diagnostinio budo rekomendacijy. Kiekybiniam genetinio, molekulinio,
mikroaplinkos heterogeniskumo kriities navikuose vertinimui yra taikomi jau
daugelj mety ekologijos ir geografijos srityse naudojami biologiniy sistemy
jvairovés matai (209, 278, 279): Shannon entropija (280), Simpsono indeksas
(281), Rao kvadratiné entropija (282). Literatiiroje aprasSytas HER2
heterogeniskumo matavimo metodas, kai HER2 THC analizé sujungiama su
ekologinés jvairovés statistika (209). Siuo metodu jvertinamas HER2
biozymens heterogeniskumas, pasireiskiantis nevienoda baltymo raiska tarp
gretimy lasteliy ir tarp skirtingy audinio daliy. Naujesniuose tyrimuose
kiekybiniam vidunavikinés bioZymeny variacijos vertinimui taikomi
Haralicko erdviniai tekstiiros parametrai, apskai¢iuojami i§ pilkumo lygio
pasikartojimy matricos (angl. co-occurrence matrix) (283-285). IS ju
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entropija, kontrastas ir skirtingumas yra jvardijami kaip netvarkingos
tekstiiros rodikliai (283, 284).

Ivairios studijos kliniking patologine genetiskai heterogenisky naviky
reik§me nagrinéjo skirtingais aspektais. Vieni tyréjai nustaté, kad genetiskai
heterogeniskiems HER2 navikams, palyginti su HER2 teigiamais navikais,
budingas mazesnis dydis, maZesnis histologinis piktybiskumo laipsnis ir
didesnis teigiamy hormony receptoriy daznis (16, 286). IHC 2+ verte jvertinty
atvejy pogrupio tyrime nustatytas reik§mingas genetinio heterogeniskumo
rySys su didesniu histologiniu naviko laipsniu, CEP17 polisomija, HER2 geno
klasteriy nebuvimu (17). Dar viename tyrime, lyginant heterogeniskus ir
neheterogeniskus HER2 neamplifikuotus navikus, pirmiesiems buvo
nustatytos agresyvios charakteristikos (didesnis histologinis piktybiskumo
laipsnis ir didesnis naviko dydis bei didesnis limfmazgiy metastaziy daznis)
(287).

Itin aktualus klausimas yra genetiSkai heterogenisky naviky atsakas |
gydyma trastuzumabu. GenetiSkai heterogeniski navikai daznai biina jvertinti
neigiama ar paribine (pagal 2013 m. ASCO/CAP gaires) FISH verte, taciau
juose gali biiti reikSmingos amplifikuoty lasteliy populiacijos (17, 194, 276).
Vienoje studijoje plaiau tyringjant lasteliy su HER2/CEP17 santykiu 2,2
paplitima, nustatyta, kad paribinéje ir heterogeniskoje grupéje dominavo
atvejai, kai buvo 25-35 % tokiy lasteliy, o neigiamoje ir heterogeniskoje
grupéje daugiausia atvejy, kai buvo 5-15 % lasteliy (274). Tikétina, kad
genetinis heterogeniskumas gali biiti veiksnys, turintis jtakos skirtingam
neigiamy atvejy atsakui j gydyma (288). Siuo metu vis dar triksta klinikiniy
tyrimy, leidzianciy jvertinti genetiSkai heterogeniSky naviky jtaka atsakui j
HER?2 taikining terapijg. Tiriant pacientes, sergancias metastazavusiu kruties
véziu, buvo nustatytas reik§mingas rySys tarp nevienodos amplifikacijos
skirtingose naviko srityse ir blogesnio atsako | gydymga trastuzumabu (30).
Keliama hipotez¢, kad atsparuma HER?2 taikiniy terapijai gali saglygoti HER2
amplifikuotos, taciau neekspresuojancios baltymo lastelés (289). Prognoziné
genetinio heterogeniskumo svarba buvo jvertinta dideléje studijoje (n = 6461),
apimancioje klinikiniy tyrimy dalyvius ir rutiniskai tirtus pacientus. Nustatyta,
kad kliniSkai reik§mingos yra ne maziau nei 30 % amplifikuoty lasteliy (kuriy
HER2/CEP17 santykis 2,2) — tokiy pacienty iSgyvenamumas penkerius metus
be ligos buvo sumazéjes, palyginti su pacientais, kuriy navikuose $iy lasteliy
nebuvo (27). Kitu tyrimu pacientams, kuriems diagnozuota HER2 geno
amplifikacija ir genetinis heterogeniskumas, taip pat buvo nustatytas
trumpesnis iSgyvenamumas be ligos, palyginti su pacientais, kuriems
genetinis heterogeniskumas nenustatytas (16). Atliekant tyrima geno ir
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baltymo metodu, nustatyta, kad HER2 vidunavikinis heterogeniSskumas yra
blogos prognozés veiksnys HER2 neigiamy kriities vézio atvejy grupéje, o
ypa¢ — TN atvejy grupéje (194).

17 chromosomos skaiciaus pokyciai

HER2 in situ hibridizacijos tyrimuose naudojant du — HER2 ir CEP17
(angl. centromere enumeration probe) — zymenis, yra vertinamas ne tik HER2
geno kopijy skaicius, bet ir 17 chromosomos centromeros kopijy skaicius bei
ju (HER2/CEP17) santykis. Toks vertinimo metodas buvo pagrjstas tuo, kad
CEP17 kopijy skaiCius galéty buti 17 chromosomos kopijy skai¢iaus
surogatas: padid¢jes CEP17 skaicius reikSty 17 chromosomos polisomija, o
sumazeéjes — monosomijg. Taigi HER2/CEP17 santykis leisty tiksliau atskirti
HER2 amplifikacija nuo galbiut klaidingy rezultaty dél 17 chromosomos
aneusomijos (141).

Padidéjusj 17 chromosomos kopijy skaiCiy arba polisomijg salygoja visos
chromosomos duplikacija vieng ar kelis kartus. 17 chromosomos monosomija
konstatuojama, kai prarandama viena chromosomos kopija. Atliekant HER2
tyrimg in situ hibridizacijos metodu, slenkstinés ribos 17 chromosomos
polisomijai ir monosomijai nustatyti néra grieztai apibréztos (141, 252, 290).
N¢ vienas i§ literatiiroje aprasyty skirtingy 17 chromosomos polisomijos
vertinimo kriterijy néra pripazintas standartu, taiau dazniausiai tyrimuose 17
chromosomos polisomija konstatuojama, jei lastelés branduolyje vidutiniSkai
nustatomas CEP17 kopijy skaiCius > 3 (291-296). Literattiroje nurodomos
monosomings biiklés vertinimo ribos yra nuo 1,23 iki 1,75 CEP17 signaly
branduolyje (291, 297-299). Be to, siekiant i§vengti klaidingo monosomijos
diagnozavimo, rekomenduojama nustatyti ne maziau nei 60 % branduoliy su
vienu CEP17 signalu (252, 295). Teigiama, kad net 30 % branduoliy su vienu
CEP17 signalu gali salygoti nupjauti branduoliai ruosiant FFPI audinius
(252).

Ivairiuose tyrimuose taikytos skirtingos CEP17 kopijy skai¢iaus vertinimo
slenkstinés ribos lémé placig 17 chromosomos polisomijos daznio variacija —
ji nustatoma nuo 3 % iki 46 % (19). Monosomija nustatoma 1,4-2,5 %
daznumu (252, 300). 2007 m. ASCO/CAP gairése pazymeéta, kad polisominiai
17 chromosomos atvejai sudaro mazdaug 8 % visy kriities vézio atvejy (141).

Vis délto CEP17 signaly skai¢iaus pagauséjimas nebiitinai reprezentuoja
tikraja 17 chromosomos polisomijg. Vélesni tyrimai atskleidé, kad visos
chromosomos duplikacija jvyksta daug re¢iau nei manyta ir dabar teigiama,
kad 17 chromosomos polisomija tikslingai atrinktoje populiacijoje (kai FISH
ar CISH metodu nustatytas > 3 CEP17 kopijuy skaicius) aptinkama 2,4 %
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daznumu, o bendroje populiacijoje < 1 % daznumu (301, 302). Kur kas
dazniau pasitaiko centromerinés arba pericentromerinés 17 chromosomos
srities amplifikacija, jgavimas ar praradimas (angl. gain or loss), kurie yra
budingi tick HER?2 teigiamais, tiek HER2 neigiamais atvejais ir gali nulemti
neteisingus rezultatus dél klaidinan¢io HER2/CEP17 santykio (303-305).

Dar viena netikslios HER2/CEP17 santykio interpretacijos prieZastis
vertinant FISH metodu gali biti abiejy kartu — HER2 ir CEP17 — sri¢iy
amplifikacija (koamplifikacija) (306). Vertinant fluorescenciniu mikroskopu
koamplifikacijg galima atskirti pagal matomg geltong signalg (oranzinés
(HER?2) ir zalios (CEP17) spalvos zymenys uzdengia vienas kita). Tai retas
jvykis, nustatomas < 1 % rutiniskai tiriamy kriities vézio atvejy (307, 308).
Esant koamplifikacijai, batina HER2 ir CEP17 signalus jvertinti atskirai.

Dél dazny 17 chromosomos centromerinés srities persitvarkymy kriities
navikuose (~30 %) (309), CEP17 néra ypac tinkamas zymuo lgstelés
ploidiskumui jvertinti (290). Netikros polisomijos nustatymas, remiantis $io
zymens skaiciaus padidéjimu, yra reik§Smingas HER2 buklés tyrimo variacijos
Saltinis (32, 305). 2013 m. ASCO/CAP gairése sitiloma HER2 in situ
hibridizacija tirtus ir ribine verte jvertintus atvejus papildomai iStirti
alternatyviais 17 chromosomos Zymenimis, taciau jy nekonkretina (22).
Atlikti tyrimai parodé, kad tebelieka atviras klausimas, kuris alternatyvus
referentinis Zymuo biity tinkamiausias klinikiniam tyrimui (310).

Pagrindiné padidéjusios HER2 baltymo raiskos priezastis yra HER2 geno
amplifikacija, taciau yra prielaida, kad baltymo virSekspresija galéty salygoti
padidéjusi geno dozé dél 17 chromosomos polisomijos (57, 291, 298).
Duomenys, gauti analizuojant 17 chromosomos polisomijos ry$j su
padidéjusiomis IHC tyrimo reik§mémis neamplifikuotuose navikuose, yra
priestaringi. Dauguma tyrimy parodé, kad padidéjes CEP17 kiekis
(,,polisomija‘“) dazniausiai biina susijes su paribine THC 2+ reikSme (292, 294,
296, 311), taciau, esant dideliam CEP17 kiekiui (CEP17 > 4), Sis rySys
nustatytas ir esant THC 3+ reikSmei (57, 305). Kiti tyréai nenustaté
padidéjusio CEP17 kiekio sasajos su HER2 baltymo virSekspresija (293, 312).

Polisominiams navikams nebiidingas padidéjes HER2 iRNR kiekis, juose
dazniausiai nustatomos 4-6 HER2 geno kopijos (141, 292-294). Teigiama,
kad polisominiai navikai, kai nenustatyta HER2 geno amplifikacija, yra
panasesni | HER2 neigiamus navikus nei j teigiamus (32, 294).

17 chromosomos monosomija dazniausiai nustatoma HER2 neigiamuose,
IHC 0 ir (ar) 1+ reikSmémis jvertintais atvejais (252, 313).

Be HER2 geno, 17 chromosomoje yra ir kity su kriities véziu susijusiy geny
(pvz., BRCA1, TOP2A, TP53) (295, 314), kurie polisomijos atveju dél
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pasikeitusios ekspresijos gali turéti jtakos prognozei ir klinikiniams
patologiniams parametrams. Be to, padidéjusi CEP17 kopijy skaiciy gali
salygoti jvairlis 17 chromosomos genetinés medziagos persitvarkymai (geny
kopijy skai¢iaus poky¢iai, aleliniai praradimai, struktiiriniai persitvarkymai),
todel tokie navikai gali reprezentuoti heterogeniska grupe, kuriy klinikinés
patologinés savybés priklausys nuo budingy specifiniy genetiniy pokyciy
(19). Daugumos tyrimy duomenimis, padidéjusj CEP17 kiekj turintys
,»polisominiai“ navikai yra siejami su nepalankiais klinikiniais patologiniais
rodikliais. Lyginant neamplifikuotus polisominius ir nepolisominius navikus,
pirmieji buvo reikSmingai susij¢ su didesniu branduoliy ir histologiniu
laipsniu, didesniu mitotiniu aktyvumu ar Ki67 indeksu, blogesniu Notingemo
prognostiniu indeksu (angl. Nottingham Prognostic Index), didesniu naviko
dydziu, limfovaskuliarine invazija, neigiama ER ir PR bukle (298, 311, 315,
316). Taciau yra tyrimy, kuriy rezultatai prieSingi — jais tokios sgsajos nebuvo
nustatytos, ir teigiama, kad polisominiy naviky pagal standartinius
patologinius kriterijus negalima atskirti (293, 294).

Pacientams, kuriems nustatyta 17 chromosomos polisomija, ta¢iau HER2
amplifikacija ar IHC 3+ verté nediagnozuota, gydymas trastuzumabu
netaikomas (58). Imanoma, kad terapija trastuzumabu galéty biiti veiksminga
esant didelio ploidiskumo navikams (317). Nustatyta, kad 17 chromosomos
polisomija, kai néra HER2 amplifikacijos, neprognozuoja atsako j gydyma
lapatinibu esant metastazavusiam kriities véZziui (318). Taciau buvo parodyta,
kad CEP17 kopijy skai¢iaus jgavimas yra stiprus atsako j antracikliny terapija
prediktorius — CEP17 duplikacija buvo susijusi su reikSmingai sumazéjusia
pacienty atkry¢io rizika ir pageréjusiu bendro iSgyvenamumo rodikliu, kai
taikomas gydymas antraciklinais (319-321).

Lyginant iSgyvenamumo rodiklius, pacientams, kuriy navikuose buvo
padidéjes CEP17 kiekis, nustatytas tarpinis iSgyvenamumas tarp HER2
teigiamu ir HER2 neigiamu véziu serganciy pacienty (316). Kitame tyrime
CEP17 kopijy skaic¢iaus padidéjimas liuminaliniame/HER2 neigiamame
kraties vézio potipyje buvo reikSmingai susijes su sumaZzéjusia
iSgyvenamumo be ligos trukme. Tokia sgsaja HER2 teigiamame ir TN
potipiuose nenustatyta (322). Be to, Sioje studijoje buvo parodyta, kad
padidéjes CEP17 kiekis yra nepriklausomas blogos prognozés veiksnys
sergant HER2 neigiamo ir HR* potipiy kriities véziu.

1.3.3. Vertinimo kriterijy jtaka HER2 tyrimams

2007 m. paskelbtose ir 2013 m. bei 2018 m. atnaujintose ASCO/CAP
gairése nurodoma HER2 biiklés tyrima atlikti visiems invaziniu krities véziu
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sergantiems pacientams, o rezultatus vertinti pagal rekomenduojamus
kriterijus (15, 22, 141). Atsizvelgiant | rekomenduojama HER2 tyrimo
algoritmg daugumoje laboratorijy pirmiausia atlieckamas IHC testas, o esant
paribinei reik§mei, vykdoma analizé FISH ar kitu in situ hibridizacijos metodu
(15, 323). FDA, 2007 m., 2013 m. ir 2018 m. ASCO/CAP HER2 IHC ir FISH
vertinimo rekomendacijos pateiktos 1.2 lenteléje.

Pirmuosius HER2 vertinimo kriterijus paskelbé FDA, patvirtindama IHC
(HER2 I1QFISH pharmDx, DAKO) ir FISH (PathVysion HER-2 DNA probe
kit, Abbott Laboratories) tiriamuaosius rinkinius.

D¢l daugéjanciy praneSimy apie besiskirian¢ius HER2 testy rezultatus
ASCO/CAP, siekdama standartizuoti diagnostiniy tyrimy vykdyma ir
interpretacija, 2007 m. modifikavo FDA paskelbtus kriterijus — i§ naujo
apibrézé HER?2 rezultaty vertinima: IHC teigiamo rezultato (3+) riba nuo > 10
% buvo padidinta iki > 30 %, o geno amplifikacijos riba nuo > 2 padidinta iki
> 2,2 (vertinant pagal HER2/CEP17 santykj, tyrimui naudojant du zondus) ir
nuo > 4 iki > 6 (vertinant HER2 geno kopijy skaiciaus vidurkj branduolyje,
tyrimui naudojant vieng zonda); anks¢iau buvusi teigiamo FISH rezultato riba
(> 2) buvo pakeista paribine zona — kai HER2/CEP17 santykis nustatomas
1,8-2,2 ribose, tyrimui naudojant du zondus ar geno kopijy skaiéiaus vidurkis
branduolyje yra nuo 4 iki 6 signaly, tyrimui naudojant vieng zonda; be to,
paribiné IHC (2+) kategorija taip pat buvo modifikuota (141).

I$ vienos pusés, modifikuota ASCO/CAP gairiy HER2 vertinimo kriterijy
versija buvo paskelbta siekiant padidinti [HC ir FISH testy konkordantiSkuma,
taciau, i§ kitos pusés, atsiradus paribinéms vertéms, iSkilo neaiSkumy dél
pacienty atrankos HER?2 taikiniy terapijai. Tyrimai parodé, kad, taikant 2007
m. ASCO/CAP paskelbtus vertinimo kriterijus, klaidingai teigiamy rezultaty
sumazéjo nuo 19 % iki 6 % (324, 325), taciau padidéjo klaidingai neigiamy ir
paribiniy atvejy skaicius (20, 326), 0 gydymas trastuzumabu nebuvo skiriamas
vidutiniskai 4 % pacienty (20). Be to, 2008 m. JAV atlikta apklausa atskleidé,
kad ne visos laboratorijos vadovavosi ASCO/CAP gairiy vertinimo
rekomendacijomis: 84 % laboratorijy HER2 IHC rezultatus vertino
atsizvelgdamos j ASCO/CAP vertinimo kriterijus, 13 % rémési tiriamujy
rinkiniy vertinimo rekomendacijomis, 0 3 % taiké kitas vertinimo gaires
(konkreéiai nenurodyta) (327).

Atnaujintose 2013 m. ASCO/CAP gairése atlikti Sie pakeitimai: sumazinta
teigiamo HER2 THC (nuo > 30 % iki > 10 %) slenkstiné riba, kuri vél atitiko
FDA gairése nurodyta ribg; sumazinta ir FISH rezultato slenkstiné riba, ir,
svarbiausia, papildomai jtraukus HER2 geno kopijy skaiCiaus lastelés
branduolyje vertinima, HER2 geno amplifikacija yra konstatuojama net trimis
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atvejais (Zr. 1.2 lentele); taip pat pakeisti FISH paribinés kategorijos vertinimo
kriterijai — jie papildyti HER2 geno kopijy skaiciaus lgstelés branduolyje
vertinimu (22).

Atlikta nemazai tyrimy, analizuojanciy pasikeitusiy vertinimo kriterijy
jitakg tyrimy rezultatams. Jie parodé¢, kad taikant 2013 m. gaires, sumazgjo
klaidingai neigiamy HER2 THC tyrimy rezultaty ir padaugéjo 2+ ir 3+
vertémis jvertinty atvejy (328, 329). Retrospektyviose studijose, kuriose buvo
palyginti HER2 tyrimo rezultatai, gauti remiantis 2007 m. ir 2013 m. gairiy
vertinimo Kriterijais, nustatyta, kad didelj IHC 2+ grupés pagauséjima
salygojo atvejai, kurie anksciau priklausé¢ IHC 1+ kategorijai pagal 2007 m.
ASCO/CAP gairiy vertinimo kriterijus (328, 330, 331). Paribiniy HER2 THC
atvejy grupés padidéjimas neturéjo reikSmingos jtakos didesniam HER2
teigiamy atvejy nustatymui, taciau nulémé didesnj FISH testy skaiciy ir tai
sukele diskusijy dél pailgéjusios HER2 tyrimy trukmeés bei padidéjusios testo
kainos (165, 328-330). Didesnis teigiamy atvejy nustatymas siejamas su
pasikeitusiomis FISH vertinimo ribomis, o nustatyti teigiami IHC 3+ atvejai
padidéjusiam teigiamy atvejy dazniui esminés jtakos neturéjo (329).

Modifikuotose 2013 m. gairése HER2 FISH tyrimo rezultatai yra vertinami
atsizvelgiant ir | HER2/CEP17 santykj, ir i HER2 geno kopijy skaiciy.
Dauguma studijy parodé, kad, émus taikyti iy gairiy FISH testo vertinimo
kriterijus, sumazéjo HER2 neigiamy atvejy, padaugéjo HER2 teigiamy atvejy
ir ypa¢ padidéjo paribiniy atvejy skaicius (329, 332-334). Paribine grupe
labiausiai papildé HER2 FISH atvejai, kurie pagal 2007 m. gairiy vertinimo
kriterijus bty jvertinti neigiamai (323, 334, 335). Nustacius HER2 FISH
paribine verte, rekomenduojama atlikti to paties méginio tyrimg alternatyviu
testu arba, jei jmanoma, gauti nauja méginj ir atlikti tyrimg tuo paciu arba
alternatyviu testu (22). Taigi, naujos gairés sglygoja pakartotinius tyrimus
(333, 335).

Ypac¢ dazni HER2 biuklés pasikeitimai nustatyti navikams, kuriems buvo
budingas 17 chromosomos skaiciaus padidéjimas (> 3 CEP17 kopijos). Tokie
navikai sudar¢ didziaja HER2 FISH paribiniy atvejy dalj (323, 334).

2013 m. ASCO/CAP gairiy FISH algoritmas yra iSsamesnis, bet Kartu ir
sudétingesnis. Vidutinio HER2 geno kopijy skaiciaus jtraukimas j algoritma
tapo svarbiu veiksniu jvertinant galutinge HER2 biukle, nepriklausomai nuo
HER2/CEP17 santykio. Polisominiai arba koamplifikuoti atvejai, kuriuose
nustatytas didelis ir CEP17, ir HER2 kopijy skaicius (> 6), buty neteisingai
suklasifikuoti, jei biity atsizvelgiama tik | HER2/CEP17 santykj. Taip pat
HER2 geno kopijy skaiciaus vertinimas yra blitinas monosominiais atvejais,
kuriuose HER2/CEP17 santykis yra didesnis nei > 2 dél mazesnio nei 2
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vidutinio CEP17 kopijy skai¢iaus (300). Vis délto kai kurie tyréjai nebuvo
patenkinti pasikeitusia HER2 FISH klasifikacijos schema ir i8kélé abejoniy
dél teisingos pacienty stratifikacijos atsizvelgiant | gairése apibréztas
kategorijas (336, 337).

2018 m. ASCO/CAP gairés, kuriomis $iuo metu yra remiamasi vertinant
HER2 tyrimo rezultatus, buvo vél atnaujintos. Pagrindinis jy tikslas —
pagerinti rety HER2 FISH kategorijy interpretavimo tikslumg atsizvelgiant ir
j THC, ir j FISH metodais gautus rezultatus (15). 1.3 lenteléje yra pateikti penki
galimi HER2 FISH tyrimo variantai, kai rezultatai vertinami ir pagal
HER2/CEP17 santykj, ir pagal HER2 geno kopijy skaiCiy. Retos, daugiausia
neaiskumy sukelian¢ios HER2 FISH kategorijos sudaro 5 % tiriamyjy atvejy
ir yra priskiriamos 2—4 grupéms. Sioms grupéms priklausanéius atvejus
rekomenduojama tirti derinant kartu IHC ir FISH vertinimo metodikas bei,
FISH tyrimo atveju, pasitelkiant antrojo tyréjo nuomone. Atsizvelgiant j Sia
strategija, 2 ir 4 grupés atvejai galiausiai suklasifikuojami kaip neigiami, o 3
grupés — kaip teigiami. Siose gairése buvo panaikinta HER2 FISH ribinés
vertés formuluoté. Taip pat pasikeité paribinés HER2 THC raiskos (2+)
apibrézimas; neigiamos ir teigiamos HER2 IHC raiskos apibrézimai nesikeité
(1.2 lentelé) (15).

Nustatyta, kad, émus taikyti naujausias rekomendacijas, sumazéjo
klaidingai teigiamy rezultaty (338).

1.2 lentelé. FDA, 2007 m., 2013 m. ir 2018 m. ASCO/CAP HER2 IHC ir FISH
vertinimo rekomendacijos

HER?2 vertinimo kriterijai pagal FDA ir ASCO/CAP gaires
HER2 teigiamas

FDA kriterijai IHC tyrimas | > 10 % invazinio naviko lasteliy membrana
matoma  intensyviai,  nepertraukiamai
nusidaziusi

FISH HER2/CEP17 > 2 (tyrimui naudojami du
tyrimas zondai);

vid. HER2 kopijy skai¢ius > 4 (tyrimui
naudojamas vienas zondas)

2007 m. IHC tyrimas | > 30 % invazinio naviko lasteliy membrana
ASCO/CAP matoma  intensyviai,  nepertraukiamai
rekomendacijos nusidaziusi
FISH HER2/CEP17 > 2,2 (tyrimui naudojami du
tyrimas zondai);

vid. HER2 kopijy skai¢ius > 6 (tyrimui
naudojamas vienas zondas)
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2013 m.
ASCO/CAP
rekomendacijos

IHC tyrimas

> 10 % invazinio naviko lasteliy membrana
matoma  intensyviai,  nepertraukiamai
nusidaziusi

FISH
tyrimas

skaicius > 4 signalai branduolyje

HER2/CEP17 > 2; vid. HER2 Kkopijy

HER2/CEP17 santykis > 2; vid. HER2

kopijy skaicius < 4 signalai branduolyje

HER2/CEP17 < 2; vid. HER2 kopijy
skaiCius > 6 signalai branduolyje

2018 m.
ASCO/CAP
rekomendacijos

IHC tyrimas

> 10 % invazinio naviko lasteliy membrana
matoma  intensyviai,  nepertraukiamai
nusidaziusi

FISH
tyrimas

skaiéius > 4 signalai branduolyje

HER2/CEP17 > 2; vid. HER2 kopijy

HER2/CEP17 < 2; vid. HER2 kopijy
skaiéius > 6 signalai branduolyje

HER2 paribinis

FDA kriterijai

IHC tyrimas

> 10 % invazinio naviko lasteliy membrana
silpnai, bet visiskai ar vidutiniskai visiskai
nusidaziusi

FISH
tyrimas

Netaikyta

2007 m.
ASCO/CAP
rekomendacijos

IHC tyrimas

> 10 % invazinio naviko lasteliy membrana
matoma visiskai, bet silpnai arba silpnai /
vidutiniSkai nusidaziusi;

< 30 % invazinio naviko lasteliy membrana
matoma stipriai, visiSkai nusidaziusi

FISH
tyrimas

HER2/CEP17 > 1,8 ir < 2,2 (tyrimui

naudojami du zondai);

vid. HER2 kopijy skai¢ius > 4 ir < 6
(tyrimui naudojamas vienas zondas)

2013 m.
ASCO/CAP
rekomendacijos

IHC tyrimas

> 10 % invazinio naviko lasteliy membrana
matoma nevisiskai, silpnai arba silpnai /
vidutiniSkai nusidaziusi;

< 10 % lasteliy matomas stiprus, iStisinis
visos membranos nusidazymas

FISH
tyrimas

HER2/CEP17 < 2; vid. HER2 kopijy
skaicius >4 ir < 6

2018 m.
ASCO/CAP
rekomendacijos

IHC tyrimas

> 10 % invazinio naviko lasteliy membrana
matoma visiskai ir silpnai / vidutiniskai
nusidaziusi

45




FISH
tyrimas

Netaikoma

HER2 neigiamas

FDA kriterijai

IHC tyrimas

néra nusidaziusiy lasteliy (vertinama 0);

matomas silpnas, triikingjantis membranos
nusidazymas (vertinama 1+)

FISH
tyrimas

HER2/CEP17 < 2 (tyrimui naudojami du
zondai);

vid. HER2 kopijy skai¢ius < 4 (tyrimui
naudojamas vienas zondas)

2007 m.
ASCO/CAP
rekomendacijos

IHC tyrimas

néra nusidaziusiy lasteliy (vertinama 0);

matomas silpnas, triikinéjantis membranos
nusidazymas (vertinama 1+)

FISH
tyrimas

HER2/CEP17 < 1,8 (tyrimui naudojami du
zondai);

vid. HER2 kopijy skai¢ius < 4 (tyrimui
naudojamas vienas zondas)

2013 m.
ASCO/CAP
rekomendacijos

IHC tyrimas

néra nusidaziusiy lasteliy arba < 10 %
lasteliy matomas silpnas, triikkinéjantis
membranos nusidazymas (vertinama 0);

silpnas, trukinéjantis membranos

nusidaZzymas matomas > 10 % invazinio
naviko lgsteliy (vertinama 1+)

FISH
tyrimas

HER2/CEP17 < 2; vid. HER2 kopijy
skaiCius < 4

2018 m.
ASCO/CAP
rekomendacijos

IHC tyrimas

néra nusidaziusiy lasteliy arba < 10 %
lasteliy matomas silpnas ar vos pastebimas
trikingjantis membranos nusidazymas

(vertinama 0);

silpnas ar vos pastebimas trikingjantis
membranos nusidazymas matomas > 10 %
invazinio naviko lgsteliy (vertinama 1+)

FISH
tyrimas

HER2/CEP17 < 2; vid. HER2 kopijy
skaiCius < 4;
HER2/CEP17 santykis > 2; vid. HER2

kopijy skai¢ius < 4 signalai branduolyje;

HER2/CEP17 < 2; vid. HER2 kopijy
skaiCius >4 ir <6

IHC — imunohistochemija; FISH — fluorescenciné in situ hibridizacija, HER2 — Zmogaus
epidermio augimo veiksnio receptorius 2; CEP17 — 17 chromosomos centromerg Zymintis
zondas.
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1.3 lentelé. HER2 FISH kategorijos

Grupé HER2 FISH HER2 FISH kategorijy HER2/CEP17 Vid. HER2
tyrimo rezultatas charakterizavimas santykis kopijy skai¢ius
- ,,Klasikiné*
1 Teigiamas HER?2 amplifikacija 22 z4
Neigiamas, 17 chromosomos
2 nebent IHC 3+ monosomija 22 <4

Padidéjes 17
chromosomos kopijy

3 Teigiamas skaiCius arba <2 26
koamplifikacija
Neigiamas, I .
4 nebent IHC 3+ Paribinis <2 >4ir<6
5 Neigiamas HER2 amplifikacijos néra <2 <4

IHC — imunohistochemija; FISH — fluorescenciné in situ hibridizacija, HER2 — Zmogaus
epidermio augimo veiksnio receptorius 2; CEP17 — 17 chromosomos centromerg Zymintis
zondas.

1.4.Naviko mikroaplinka sergant krities véziu

Vézio formavimuisi ir progresavimui jtakos turi lgsteliy tarpusavio
saveikos navike, naviko mikroaplinka ir imuniné sistema, galinti ir skatinti, ir
slopinti naviko augimg bei invazija (339, 340). Pastaraisiais metais émus
taikyti imunoterapija véziniy ligy gydymui ir atradus aktyvios imuninés
sistemos reikSme vézio prognozei, navikines lasteles supancios imuninés
mikroaplinkos tyrimai sulaukia itin daug démesio (341, 342).

Krities vézio mikroaplinka yra nevienalyté — ja galima apibiidinti kaip
,»ekosistema®, sudaryta i$ skirtingy lgsteliy tipy: véziniy, stromos (fibroblasty,
mezenchiminiy kamieniniy lasteliy, kraujagysliy endotelio lasteliy), imuniniy
(T 1asteliy, B lasteliy, makrofagy, lasteliy natiiraliy Zudikiy) lasteliy, mikroby,
ekstralgstelinio matrikso (kolageno, fibronektino ir kt.) bei tirpiy veiksniy
(citokiny, chemokiny, metabolity). Naviko mikroaplinka yra jvardijama kaip
»aktyvi véZio progresavimo skatintoja* (343). Ankstyvojo naviko augimo
metu tarp vézio lasteliy ir naviko mikroaplinkos komponenty vystosi
dinamiskas ir abipusis rysys, palaikantis vézio lasteliy iSgyvenima, lokalios
invazijos ir metastazavimo procesus. Esant hipoksinei ir riigstinei
mikroaplinkos salygoms, naviko mikroaplinka koordinuoja angiogeneze
skatinan¢ig programg, siekdama atkurti deguonies ir maistiniy medziagy
tieckimg bei paSalinti medziagy apykaitos atlickas. | navikus jsiskverbia
jvairios adaptyvios ir jgimtos imuninés lgstelés, kurios gali atlikti ir navikui
palankias, ir priesnavikines funkcijas.
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1.4.1. Navika infiltruojantys limfocitai naviko mikroaplinkoje ir jy
vertinimas

Naviko imuninei mikroaplinkai budinga imuniniy lgsteliy jvairove. T
limfocitai yra gausiausias lasteliy tipas kriities vézio audiniuose (70-80 %
visy imuniniy lasteliy), mazesne dalj sudaro B lgstelés (10-20 %) ir
makrofagai (5-10 %), o lgstelés natiiralios Zudikés ir dendritinés lastelés —
maziausig (~ 5 %) (35, 344, 345). T lastelés yra pagrindinis navika
infiltruojanéiy limfocity komponentas (346) ir pagal savo pavirSiaus Zymenis,
atliekamas funkcijas bei sintetinamus citokinus yra skirstomos j potipius:
CD8+ citotoksines T lasteles, CD4+ T pagalbines Iasteles,
CD4+CD25+FOXP3+ T reguliacines lasteles (Treg) ir kitas (347).

CD8+ T limfocitai yra pagrindinés efektorinés lastelés, tiesiogiai
naikinanCios vézines lgsteles. CD8+ T atpazjsta Zmogaus audiniy
suderinamumo komplekso (angl. major histocompatibility complex; MHC) |
klasés molekuliy pateiktus antigenus ir, sgveikos vietoje sekretuodami
citotoksinus (perforina, granzimus), sukelia Igstelés taikinio Zatj (347).

CD4+ T limfocitai atlieka svarby vaidmenj reguliuojant imuninj atsaka.
Jos atpazjsta MHC II klasés molekuliy pateikiamus antigenus ir, jvykus
saveikai, diferencijuojasi j skirtingus pagalbiniy CD4+ T lasteliy potipius,
tokius kaip Th1, Th2, Th17 bei Treg ir kitus (348). Pagalbinés lastelés gamina
jvairius citokinus: Th1l sekretuoja IFNy (interferong gama), TNF-a (naviky
nekrozés faktoriy alfa), IL-2 (interleuking 2) ir kt., skatina¢ius CD8+
citotoksiniy T limfocity, naturaliy zudikiy aktyvumg ir yra ypac svarbiis
palaikant prie§vézinj imunitetg (349); Th2 i8skiria interleukinus IL-4, IL-5,
IL-6, IL-10, 1L-13, aktyvina su naviku susijusius M2 makrofagus, skatina
naviko progresavima (348); Thl7 yra uzdegima skatinancios Iastelés,
sintetinancios IL-17 Seimos citokinus (350).

Treg — tai imuninj atsaka slopinantys T limfocitai. Sios Igstelés,
iSskirdamos citokinus (TGF-f, IL-10, IL-35 ir kt.) bei tiesioginio kontakto
metu, slopina kity imuninés sistemos Iasteliy (T pagalbiniy lasteliy,
citotoksiniy T limfocity, B limfocity, lasteliy nataraliy zudikiy, dendritiniy
lasteliy) funkcijas (347, 351).

Navikg infiltruojanciy limfocity buvimas navike ir (arba) perinavikinése
vietose yra pripazintas svarbiu imunologiniu biozymeniu — didesnis jy kiekis
yra siejamas su stipresniu imuniniu atsaku j vézines lgsteles ir paskirtg
gydyma (35, 36). Kriities navikams, palyginti su melanomos ar plauciy
navikais, buidingi negausiis navikg infiltruojantys limfocitai, mazas mutacijy
kiekis, menka PD-L1 ekspresija, todél ilgai manyta, kad kriities vézys yra
mazai imunogeniska liga (352). Taciau naujesniais tyrimais parodyta, kad
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kraties navikus infiltruoja limfocitai, o didesnis navika infiltruojanciy
limfocity kiekis nustatomas esant agresyvesniems — TN ir HER2 teigiamam
kriities vézio potipiams ir yra susijes su gera prognoze (353-355). Esant HR*
kriities vézio potipiui aptinkama nedaug infiltraty (36, 355) ir tai siejama su
ER raiska, kuri koreliuoja su Th2 infiltracija ir sumazéjusia MHC II klasés
molekuliy ekspresija kriities véZzio lgstelése (356).

Pagal i8sidéstymg naviko mikroaplinkoje isskiriami stromoje ir navike
esantys limfocitai, i§ kuriy tik pastarieji turi tiesioginj salytj su vézinémis
lastelémis (345, 346, 354). Tiek stromoje, tiek navike esantys limfocitai
suteikia prognozine ir predikcing informacija, taCiau stromg infiltruojantys
limfocitai yra gausesni, todél juos galima patikimiau kiekybiskai jvertinti
(345). Kriities navikai, kuriuose ne maziau kaip 50 % naviko ploto randama
navikg infiltruojanc¢iy limfocity, apibréziami kaip limfocity gausts navikai.
Tokie navikai sudaro 20 % TN, 16 % HER?2 teigiamy ir 6 % HR* naviky (355).

Navika infiltruojanéiy limfocity nustatymas galéty biti naudingas
jvertinant paciento prognoze, suteikty tikslesn¢ informacija priimant
terapinius sprendimus, padéty numatyti gydymo veiksmingumg ir kt. (357),
taciau navikg infiltruojanc¢iy limfocity vertinimas, kuris atliekamas $viesiniu
mikroskopu hematoksilinu ir eozinu dazytuose histologinuose preparatuose,
néra jdiegtas j klinikine praktika, daugiausia dél subjektyvaus ir varijuojancio
tyréjy vertinimo bei nepakankamo rezultaty atsikartojimo (35, 357). Siekdama
standartizuoti navikg infiltruojan¢iy limfocity vertinimg krities ir kity tipy
navikuose, Tarptautiné imunoonkologiniy biozymeny darbo grupé parengé
rekomendacijas (angl. International Immuno-Oncology Biomarker Working
Group), kuriomis $iuo metu ir yra vadovaujamasi (358, 359). Pagrindiniai
navikg infiltruojanéiy limfocity vertinimo ypatumai: vertinamos tik
vienbranduolés lastelés ir tik invazinio naviko ribose; nustatomas invazijos
krastas — tai 1 mm plocio sritis, skirianti naviko Serdj nuo aplink navika
esancios stromos; navikg infiltruojantys limfocitai jvertinami atskirai stromos
ir naviko srityse; krities vézio atveju sitiloma vertinti tik stromoje esancius
limfocitus; jvertinus navika infiltruojan¢ius limfocitus, pagal imuninio
infiltrato gausuma navikai yra priskiriami Zzemai (< 10 %), vidutinei (> 10 ir
<40 %) bei aukstai kategorijoms (> 40 %).

Nors navikg infiltruojanéiy limfocity tyrimo hematoksilinu ir eozinu
dazytuose preparatuose metodas yra praktiskas ir laboratorijose lengvai
prieinamas, tyrimuose daznai taikomas IHC metodas, kuriuo galima
specifiskai nustatyti imunines lasteles (345, 358, 359). Taip pat galimi
daugybinés imunofluorescencijos, tékmés citometrijos ir Kiti navikg
infiltruojanéiy limfocity tyrimo metodai (357-359).
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Ypa¢ dideles galimybes naviko imuninés aplinkos tyrimuose atveria
skaitmeninés vaizdo analizés technologijos (360, 361). Taikant jas, galima
pasalinti daugelj vizualaus vertinimo trakumy (362), atlikti tikslius
kiekybinius imuniniy lgsteliy matavimus, jvertinti erdvinius navika
infiltruojanéiy limfocity pasiskirstymo aspektus viso pjavio vaizduose ir
atskleisti galimus svarbius skirtumus tarp navike ir stromoje esanéiy infiltraty
(363-365).

1.4.2. Prognoziné ir predikciné navika infiltruojanciy limfocity reikSmé

Navikg infiltruojantys limfocitai siejami su palankiomis pacienty
klinikinémis baigtimis (iSgyvenamumu be ligos, bendruoju iSgyvenamumu)
sergant melanoma, plauciy, strosios zZarnos, kriities bei kitomis vézinémis
ligomis (345, 366-368).

Kriities vézio atveju prognoziné navikg infiltruojan¢iy limfocity reikSmé
skiriasi ir priklauso nuo potipio: nustatyta teigiama didesnio navika
infiltruojanciy limfocity kiekio koreliacija su geresne pacienty iSgyvenamumo
prognoze esant TN ir HER2 teigiamam potipiams, taciau liuminalinio tipo
navikuose ji kol kas neaiski (353, 357, 369). Vieny tyréjy nuomone, esant ER+
kraties véziui, navika infiltruojantys limfocitai néra prognozinis rodiklis (36,
370), kiti nustaté didesnio imuninio lgsteliy infiltrato Kiekio sasaja su
trumpesniu pacienty iSgyvenamumu (354, 371).

Be to, ne tik navikg infiltruojanéiy limfocity buvimas naviko
mikroaplinkoje, bet ir jy tipai bei pasiskirstymas stromoje arba navikiniame
audinyje yra susijes su pacienty prognoze (372, 373). Ypac daug tyrimy atlikta
analizuojant CD8+ T limfocity prognozine reikime. Sie, badami vieni
pagrindiniy imuninio atsako komponenty, yra siejami su geresne prognoze ir
didesne visisko patologinio atsako tikimybe (374), ypac¢ esant ER neigiamam
kraties véziui (37, 346). Istyrus daugiau nei 12 000 kraties naviky, nustatyta,
kad CD8+ T lasteliy infiltraty buvimas yra susijes su sumazéjusia mirties nuo
kraties vézio rizika esant TN ir HER2 teigiamam potipiams, ta¢iau ER
teigiamuose navikuose tokio rySio nenustatyta (37). CD4+T lasteliy potipiy
prognoziné reikSmé yra skirtinga: Thl, biidamos pagrindinis IFNy Saltinis,
siejamos su gera pacienty i§gyvenamumo prognoze (349), padidéjusi Th2 ir
Th17 infiltracija daZniausiai siejama su nepalankiomis pacienty prognozémis
(375). Treg prognozinis vaidmuo taip pat priklauso nuo krities véZio potipio.
Daugumoje tyrimy nustatomas padidéjusio Treg kiekio naviko
mikroaplinkoje rySys su nepalankia pacienty iSgyvenamumo prognoze (376,
377), taciau pateikiama ir priesingy rezultaty (378).
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Navika infiltruojan¢iy limfocity buvimas yra siejamas su atsaku |
chemoterapija esant TN ir HER2 teigiamam kriities vézio potipiams (354,
357). Didelése klinikinése ankstyvyjy TN naviky studijose, tyrusiose
prognozing navikg infiltruojanciy limfocity reikSme, stromoje esantys
imuniniai infiltratai po gydymo adjuvantine chemoterapija nustatyti kaip
nepriklausomas prognozinis geresnio iSgyvenamumo be ligos ir bendrojo
iSgyvenamumo veiksnys (379). Nustatyta, kad kai TN krities véziu
sergan¢ioms pacientéms taikoma chemoterapija, 10 % navike ir stromoje
esan¢iy navikg infiltruojanciy limfocity padidéjimas sumaZzina ligos
pasikartojimo rizikg atitinkamai 17 % ir 15 %, o mirties rizikg atitinkamai 27
% ir 17 % (36).

Nustatyta, kad TN ir HER2 teigiamu kriities véziu sergantiems pacientams
gausiis limfocity kiekiai prognozuoja visiSka patologinj atsaka po
neoadjuvantinés chemoterapijos (354, 380). Be to, didelio navika
infiltruojanéiy limfocity Kiekio ir visisko patologinio atsako rySys nustatytas
ir HR*/HER2 neigiamu krities véziu sergantiems pacientams (354, 381).

Duomenys apie gydymui taikomo trastuzumabo ry§j su navika
infiltruojanéiais limfocitais yra priestaringi. Vienoje i$ studijy nustatytos
geresnés pacienty, sergan¢iy HER2 teigiamu krities véziu ir kuriems
nustatytas didesnis navika infiltruojanc¢iy limfocity Kiekis, klinikinés baigtys,
kai jy gydymui taikyta chemoterapija ir trastuzumabas (379). Taciu kitoje
studijoje tokios sgveikos nauda nepatvirtinta — sumaz¢jes ligos atsinaujinimas
buvo nustatytas pacienty, kuriems nustatytas didesnis navika infiltruojanciy
limfocity Kiekis ir jie gydyti tik chemoterapija, grupéje, o ne kai gydymui
taikyta chemoterapija ir trastuzumabas (382).

51



2. TIRIAMIEJI IR TYRIMO METODAI
2.1. Tiriamieji ir tyrimo strategija

Retrospektyviam HER2 geno biiklés tyrimui skaitmenine vaizdo analize
atrinkta Nacionaliniame véZio institute gydyty 50 pacienciy, kurioms 2012 m.
rugs¢jj—2015 m. vasarj Valstybiniame patologijos centre, VS| Vilniaus
universiteto ligoninés Santaros kliniky filiale, diagnozuota invaziné duktaliné
kraties karcinoma ir IHC diagnostikos metodu nustatyta paribiné (IHC 2+)
HER2 baltymo rai$ka, 0 FISH metodu jvertinta HER2 geno biiklé pagal 2013
m. ASCO/CAP gaires. Tyrimui atlikti gautas Lietuvos bioetikos komiteto
leidimas Nr. 6B-13-90 (pateikta 1 priede).

Automatizuotam HER? vertinimui atrinkti tie méginiai, kuriy kokybé buvo
tinkama Siai analizei atlikti. Atvejai neanalizuoti, kai:

e Dbranduoliai buvo i$ dalies uzdenge vienas kita, neturéjo aiskiy riby ar

buvo sunkiai sufokusuojami;

e signalai buvo mazo intensyvumo, nediskretis, nespecifiniai ar sunkiai

sufokusuojami;

¢ buvo triukSmingy foniniy dariniy;

¢ riebalinis audinys uzdengé didelg analizuojamy branduoliy dalj.

ISsamiai krties vézio imunohistocheminiy (ER, PR, HER2, Ki67) bei
CD8 Zzymeny skaitmeninei vaizdo analizei atlikti pradiné imtis (n = 50)
papildyta tiriamaisiais invazinés duktalinés kriities karcinomos atvejais,
kuriuose nustatyta paribiné IHC 2+ raiska, ir jvertinta HER2 geno biuklé (n =
252), rinktais laikotarpiu nuo 2012 m. rugséjo iki 2017 m. kovo. Tyrima
pratesti gautas Lietuvos bioetikos komiteto leidimas Nr. 6B-16-161 (pateikta
2 priede). I tyrimg nejtraukti atvejai, kai parafino blokuose esancios
medziagos nepakako atlikti ER, PR, Ki67 ir CD8 IHC dazymus ir skaitmening
vaizdo analiz¢ (n = 15). Taip pat nejtrauktos pacientés, kuriy statusas (gyva /
mirusi) nebuvo Zinomas (n = 12). Galuting tiriamyjy imtj sudaré 275
pacientés. Imtis pagal HER2 geno bikle dichotomizuota j HER2
neamplifikuotg (HER2/CEP17 < 2; vid. HER2 kopijy sk. < 4 signalai
branduolyje) ir amplifikuota (HER2/CEP17 > 2; vid. HER2 kopijy sk. > 4
signalai branduolyje) grupes (15), kuriose duomenys analizuojami atskirai.
2018 m. pasikeitus ASCO/CAP gairiy vertinimo kriterijams, visi atvejai (n =
59, 37,3 %), kurie pagal 2013 m. ASCO/CAP gaires priklaus¢ HER2 FISH
paribinei kategorijai (HER2/CEP17 santykis < 2; vid. HER2 kopijy sk. > 4 ir
< 6 signaly branduolyje ribose) (22), buvo perklasifikuoti ir priskirti HER2
neamplifikuoty naviky grupei.
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Pacienciy klinikinés-patologinés charakteristikos pateiktos 2.1 lenteléje.
Pacienciy, kurioms diagnozuota HER2 geno amplifikacija, grupéje nustatyta
daugiau blogai diferencijuoty naviky (G3), palyginti su pacienéiy, kurioms
nediagnozuota HER2 amplifikacija, grupe (atitinkamai 50,4 % ir 25,5 %, p <
0,0001). Pasiskirstymas pagal naviko stadijg abiejose grupése nesiskyré:
dominavo T1 (48,7 % ir 44,4 % atitinkamai neamplifikuotoje ir
amplifikuotoje) ir T2 navikai (46,2 % ir 47,9 % atitinkamai neamplifikuotoje
ir amplifikuotoje), o T3 ir T4 kategorijos navikai sudaré gerokai mazesne dalj
(atitinkami abiejy po 2,5 % neamplifikuotoje grupéje bei 4,3 % ir 3,4 %
amplifikuotoje grupéje). Didesnei daliai pacienciy (60,8 % ir 59 % atitinkamai
neamplifikuotoje ir amplifikuotoje grupése) metastaziy sritiniuose
limfmazgiuose (NO) nenustatyta. Likusiai daliai pacienc¢iy metastaziy pazeisty
sritiniy limfmazgiy procentas buvo pasiskirstes taip: N1 — 26 % ir 24,4 %, N2
— 10,1 %, ir 12 %, N3 - 3,2 %, 7,7 % atitinkamai neamplifikuotoje ir
amplifikuotoje grupése. Trims pacientéms (1,09 %) buvo nustatytos
tolimosios metastazeés.

2.1 lentelé. Pacienéiy, suskirstyty pagal HER2 geno bukle, klinikinés-patologinés
charakteristikos

Charakteristika IS viso, n HER2 HER2 p

neamplifikuota | amplifikuota reik§meé
grupé, n (%) grupé, n (%)

Pacientiy skaicius 275 158 (57,5) 117 (42,5) -

AmzZiaus mediana, 60 (29-92) 59 (33-86) 63 (29-92) 0,2247

metai (intervalas)

Stebéjimo laikotarpis, ménesiais

Mediana (intervalas) 58 (0,7-102) 64 (2-102) 52 (0,7-100) -

Mir¢iy skaiius 42 22 (13,7) 20(17,1) -

Naviko diferenciacijos laipsnis (G)

G1 22 18 (11,4) 4(34) <0,0001*

G2 153 99 (62,7) 54 (46,2)

G3 100 41 (25,5) 59 (50,4)

Pirminis navikas (T)

Tl 129 77 (48,7) 52 (44,4) 0,7578

T2 129 73 (46,2) 56 (47,9)

T3 9 4 (2,5) 5(4,3)

T4 8 4 (2,5) 434)

Naviko i$plitimas j limfmazgius (N)

NO 166 96 (60,8) 69 (59) 0,3225

N1 66 41 (26) 25(21,4)
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N2 30 16 (10,1) 14 (12)

N3 14 5(3,2) 9(7,7)

Tolimosios metastazés (M)

MO 272 156 (98,73) 116 (99,15) 0,9999
M1 3 2(1,27) 1(0,85)

G1 — gerai diferencijuotas navikas; G2 — vidutiniskai diferencijuotas navikas; G3 — blogali
diferencijuotas navikas; T1 — navikas <2 cm, T2 — navikas > 2 cm, <5 c¢m); T3 — navikas > 5
cm; T4 — bet kokio dydzio navikas, tiesiogiai infiltraves kriitinés lastos sieng ir (arba) oda; NO
— metastaziy sritiniuose limfmazgiuose nenustatyta, N1 — metastazés 1-3 sritiniuose
limfmazgiuose, N2 — metastazés 4-9 sritiniuose limfmazgiuose, N3 — metastazés 10 ir daugiau
sritiniy limfmazgiy; MO — tolimyjy metastaziy néra; M1 — tolimosios metastazés yra; kKintamieji
palyginti naudojant y? ir FiSerio tikslyjj Kriterijus; * — statistikai reikmingi (p < 0,05)
skirtumai.

2.2.Tyrimo metodai
2.2.1.Fluorescencinés in situ hibridizacijos tyrimai
2.2.1.1. HER2 FISH reakcija

HER2 geno buklei nustatyti naudotas PathVysion HER2 FISH rinkinys
(Abbott-Vysis, Inc., Downers Grove, IL, JAV). Siame rinkinyje naudojami du
fluorescenciniais dazais pazyméti Zymenys: SpectrumOrange zymi HER2
geng (17q11.2-q12), o SpectrumGreen — 17 chromosomos centromerg
(17p11.1-g11.1).

Atpjauti 4 pm storio | parafing jlieti audiniy pjaviai perkeliami ant
objektiniy, elektrostatinj kravj turinéiy stikleliy ir inkubuojami per naktj 56
°C temperatiiroje. Pjiiviai deparafinuojami ksilene, dehidratuojami etilo
alkoholyje ir i8dziovinami ore. Kitame etape pjtiviai 20 min. veikiami 0,2 N
HCI tirpalu, plaunami 2x SSC buferiu (pH 7,0), 30 min. inkubuojami
specialiame PathVysion rinkinio tirpale (80 = 1 °C) ir 26 min. apdorojami
proteazés tirpalu (37 + 1°C). Paskui ant tiriamyjy pjuviy uzlasinami Zymenys.
Stiklai uzdengiami dengiamaisiais stikleliais, sutvirtinami gumos Kklijais ir
dedami | hibridizatoriy (Dako Diagnostics, Glostrupas, Danija). Pjuviai
denat@iruojami 5 min. 72 °C temperatiiroje, paskui 19 val. hibridizuojami 37
°C temperatiiroje. Reakcijai pasibaigus stiklai su tiriamaisiais pjaviais 2 min.
plaunami 72 °C temperatiiros 2 X SSC/0,3 % NP-40 buferiu. Ant pjaviy
uzlasinamas DAPI tirpalas (Invitrogen Corporation, Carlsbadas, JAV) ir Sie
uzdengiami dengiamaisiais stikleliais.
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2.2.1.2. HER2 FISH vertinimas mikroskopu

Mikroskopinis ir skaitmeninis tiriamyjy atvejy vertinimas atlickamas tuo
paciu fluorescenciniu Zeiss mikroskopu (Zeiss, Axio Imager.Z2, Gottingenas,
Vokietija). Mikroskopu signalai vertinami naudojant SpectrumOrange (HER2
nustatymas), SpectrumGreen arba FITC (CEP17 nustatymas) ir trigubg
DAPI/FITC/Texas Red fluorescencijos filtrus. HER2 FISH analizé atlikta
vadovaujantis 2013 m. ASCO/CAP gairiy rekomendacijomis (22), 0 nuo 2018
m. jsigaliojus naujoms gairéms, atvejai perklasifikuoti pagal naujus nustatytus
kriterijus (15). Analizuojami du naviko laukai, kuriuose skirtingi tyréjai
jvertina po 20 branduoliy (i$ viso 40). Nustacius ribing HER2 verte jvertinama
dar 20 branduoliy. Apskai¢iuojami HER2, CEP17 kopijy skaiiaus vidurkiai
bei HER2/CEP17 santykis, kuris suskai¢iuojamas HER2 signaly suma dalijant
i§ CEP17 signaly sumos.

HER2 geno buklé vertinta pagal 2013 m.(22) ir 2018 m. (15) ASCO/CAP
gairése pateiktus vertinimo kriterijus (zr. 1.2 lentelg).

HER2 heterogeniskumas vertintas remiantis: 1) ASCO/CAP gairése
nurodytu genetinio heterogeniskumo apibrézimu — jis konstatuojamas, jei
tirlamajame méginyje randama > 5 % ir <50 % lasteliy, kuriose HER2/CEP17
santykis > 2,2; taip pat, atsizvelgiant | HER2 genetinio heterogeniskumo
apibrézimg, nenaudojant kontrolinio CEP17 zondo, atskirai jvertintas
heterogeniskumas pagal HER2 kopijy skai¢iy — jis konstatuojamas, Kai
tirlamajame méginyje randama > 5 % ir < 50 % lasteliy, kuriose HER2 geno
kopijy skaicius > 6 (25) (taikyta mikroskopu (MD) ir automatiniu bidu (AD)
jvertintiems duomenims); 2) statistiniais bimodaliskumo rodikliais — A§mano
D (angl. Ashman’s D, toliau AshD) rodikliu ir bimodaliskumo indeksu (Bl),
kurie abu taikyti tik automatiniu biidu jvertintiems HER2, CEP17 bei
HER2/CEP17 santykiui. AshD apskai¢iuojamas pagal formulg:

AShD = V3 |y — w2

2 2’
Voi + o

&ia pq ir p, yra vidurkiai, oy ir o, — standartiniai nuokrypiai; skai¢iavimui taikytas Gauso
skirstiniy mi$inio modelis (angl. Gaussian Mixture Model) (383) ir tikétinumo maksimizavimo
(angl. Expectation Maximization) algoritmas (384).

BimodaliSkumas nustatomas, kai AshD > 2.
Bimodaliskumo indeksas apskai¢iuojamas pagal formule (283):

_ [ 11—tz —
BI= — Jw(l —w),
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¢ia pq ir p, yra vidurkiai; o — standartinis nuokrypis; w — svorio koeficientas pirmajam
komponentui; skai¢iavimui taikytas Gauso skirstiniy miSinio ir tikétinumo maksimizavimo
algoritmas (384).

Bimodaliskumas nustatomas, kai BI > 0,6.

Padidéjgs 17 chromosomos skaiius konstatuojamas, jei lastelés
branduolyje nustatomas > 3 vidutinis CEP17 kopijy skai¢ius (296).

HER2 neamplifikuoty, paribiniy, amplifikuoty ir kai padidéjes CEP17
kopijy skai¢ius atvejy pavyzdziai pateikti 2.1 pav.

A B
C D

2.1 pav. HER2 geno buklés pavyzdziai: (A) HER2 geno amplifikacija nenustatyta;
(B) nustatyta ribiné HER2 geno verté ir padidéjes CEP17 kopijy skaicius; (C)
nustatyta HER2 geno amplifikacija; (D) nustatytas padidéjes CEP17 kopijy skaicius.
HER?2 signalai yra oranZzinés spalvos, CEP17 — zalios spalvos. Vaizdai skenuoti 63 x
padidinimu (skiriamoji geba 0,16 pm/pikseliui).

2.2.1.3.Skaitmeniniy HER2 FISH vaizdy sukiirimas ir jy analizé

Skaitmeniniai HER2 FISH vaizdai kurti TissueFax-plus skaitmeninés
mikroskopijos jranga (TissueGnostics, Austrija). Vaizdai skenuoti imersiniu
63 x padidinimo objektyvu (skaitiné apertira 1,4). Skenuotame audinio vaizde
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rankiniu biidu pazymimos norimos analizuoti sritys (angl. regions of interest
(ROI)), sudarytos i§ matymo lauky (angl. fields of view (FOVs)), kuriy
kiekviena reprezentuoja i§ trijy kanaly gauty signaly vaizdai: DAPI
(branduolio nustatymas), Acridine Orange (HER2 nustatymas), FITC (CEP17
nustatymas). Kiekvieng ROl sudaro maziausiai 4 matymo laukai (vieno
matymo lauko dydis yra 0,12 mm? (0,4 mm plo¢io ir 0,3 mm ilgio)). Galutinis
geriausiai fokusuotas kiekvieno kanalo vaizdas gautas sujungus atskirus
vaizdus i§ 9 plokstumy, 0,45 um atstumu.

Skaitmeniné automatiné HER2 FISH vaizdy analizé atlikta StrataQuest
v.205 (TissueGnostics, Austrija) programa, apimancia branduoliy
segmentavimo bei HER2 ir CEP17 tasky nustatymo algoritmus. Pirmiausia,
vykdyta abiejy algoritmy kalibracija: branduoliy nustatymui parinkti
branduoliy dydzio, ploto, intensyvumo, atskyrimo nuo fono slenkstinés vertés
bei kompaktiskumo parametrai, 0 HER2 ir CEP17 tasky nustatymui — dyzio,
intensyvumo, atskyrimo nuo fono slenkstinés vertés ir jautrumo parametrai.
Segmentuoti branduoliai kiekybiskai jvertinami pagal dydj, forma ir
intensyvumg. Pagal $iuos parametrus, naudojantis diagramomis, atrenkama
tiksliné branduoliy subpopuliacija, o jvairis branduoliy fragmentai,
netaisyklingy formy dariniai bei artefaktai yra atmetami. Atrankos seka
pavaizduota ir iSsamiau paaiSkinta 2.2 pav.

Tiriamuosiuose méginiuose analizuota nuo 2 iki 5 sri¢iy. Jose jvertinti visi
algoritmo nustatyti branduoliai (kiekvienoje srityje turéjo bati ne maziau nei
40 branduoliy).

Automatinio branduoliy segmentavimo bei HER2 ir CEP17 nustatyty tasky
rezultatai kompiuterio ekrane buvo patikrinti ir, radus Kklaidg, iStaisyti
(koreguoti duomenys (KD)). Segmentavimo uzdavinys yra sudétingas, nes
branduoliai skiriasi tiek savo morfologija: dydziu, forma, tekstiira, tiek
iSsidéstymu: yra atskiri, susitelke j grupes, besilieCiantys kraStais arba i$ dalies
uzdengia vienas kitg. Be to, dél didelés fluorescenciniy vaizdy variacijos (fono
intensyvumo skirtumai, morfologiné branduoliy jvairove, autofluorescencija
ir kt.) nei segmentavimo, nei signaly nustatymo klaidy nejmanoma i$vengti
nustacius net ir optimalias parametry vertes. Galimos branduoliy
segmentavimo klaidos parodytos 2.3 pav. Skaitmeninés vaizdo analizés
programoje jdiegtu jrankiu branduoliai galéjo biiti atskiriami (jei sujungti po
keletg j vieng darinj), sujungiami (jei perskelti), sukuriami arba iStrinami.
HER2 ir CEP17 signalus taip pat buvo galima iStrinti arba sukurti (2.4 pav.).

AD ir KD HER2/CEP17 santykis apskai¢iuojamas taip pat kaip ir MD.
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DAPI plotas/DAPI vid. DAPI kompaktisSkumas DAPI elscentrizkumas/
Cc Intensyvumas D /DAPI plotas E DAPIplotas

g lamt |
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DAPI elzcentrizkumas/ HER2 vid. : i
DAPI plotas intensyvamas/CEPI HER2 ir CEPI7 taikal
E F vid. intensyvumas G
. aret oy SS - 4o o 2 o

2.2 pav. Analizei tinkamy branduoliy atrankos naudojantis diagramomis etapai. (A)

pradinis skenuotas vaizdas; (B) segmentuoti branduoliai; (C) DAPI ploto (um?) /

DAPI vid. intensyvumo diagrama, Kkurioje atmetamos branduoliy ,,nuolauzos®,
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smulkiis neanalizuojami branduoliai (apibrézta apatiné dalis); like branduoliai
(apibrézta virSutiné dalis) toliau analizuojami D diagramoje; (D) DAPI
kompaktiskumo / DAPI ploto (um?) diagrama, kurioje atmetamos netaisyklingos
formos branduoliai (apibrézta apatiné dalis); toliau analizuojami disko formos
branduoliai (apibrézta virSutiné dalis) E diagramoje; (E) DAPI ekscentriskumo
(matuoja, kiek objekto forma atitinka apskritimg ir linijos segmentg) / DAPI ploto
(um?) diagrama, kurioje atmetami istjse branduoliai (apibréZta virSutiné dalis); toliau
atrenkami branduoliai, kuriuose bus skai¢iuojami HER2 ir CEP17 taskai (apibrézta
apatiné dalis); (F) HER2 vid. intensyvumo / CEP17 vid. intensyvumo diagrama,
kurioje atmetami nevertintini branduoliai, turintys tik po vieng zalig arba oranZinj
signalg (i$sidéste ant x ir y asiy); (G) HER2 tasky / CEP17 tasky diagrama, kurioje
pazyméti visi tiriamieji branduoliai su jvertintais HER2 ir CEP17 taskais; (H) galutinis
analizuotiny segmentuoty branduoliy su juose nustatytais HER2 (oranZinés spalvos
apskritimai) ir CEP17 (zalios spalvos apskritimai) taskais vaizdas.

2.3 pav. Branduoliy segmentavimo klaidos: (A) du branduoliai sujungti j vieng; (B)
perskelti branduoliai.

A

2.4 pav. Branduoliuose nustatyti HER2 (A) ir CEP17 (B) signalai, kuriuos, esant
klaidai, buvo galima koreguoti.
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2.2.2. Imunohistocheminis tyrimas

Imunohistocheminei ER, PR, HER2, Ki67 ir CD8 zZymeny analizei atlikti
i§ FFPI naviko audiniy bloky, atrinkty gydytojo patologo, atpjauti 3 um storio
pjuviai ir perkelti ant objektiniy SuperFrost Plus (Thermo Fisher Scientific,
JAV) stikleliy. Pries pradedant IHC reakcijas pjaviai 60 min. inkubuoti
termostate, 56 °C temperatiiroje. Dazymas atliktas naudojant visiskai
automatizuotg Roche Ventana BenchMark ULTRA (Ventana Medical Systems,
JAV) sistema. Pjliviai deparafinuoti EZ prep (Ventana Medical Systems, JAV)
tirpalu, antigeny epitopai atkurti Ventanos lgsteliy kondicionavimo tirpalu
(pH 8,5) 36 min., 95 °C temperatiiroje, o inkubacija su antik@inais vykdyta 32
min. 37 °C temperatiiroje, iSrySkinimui naudojant ultraView Universal DAB
Detection kit sistema (8 min., 36 °C temperatiroje; Ventana Medical Systems,
JAV). ER, PR ir HER2 IHC reakcijose naudoti gamintojo paruosti triusio
monokloniniai antikfinai, atitinkamai SP1, 1E2 ir 4B5 klonai (Ventana
Medical Systems, JAV); Ki67 ir CD8 IHC — pelés monokloniniai antikiinai,
atitinkamai MIB-1 ir C8/144B klonai (Dako, Danija), abu skiesti santykiu
1:100.

Dvigubam PR-HER2 THC dazymui naudoti pirmiau isvardyti gamintojo
paruosti antikfinai; pirmiausia 12 min. 37 °C temperatiiroje Vykdyta
inkubacija prie§ PR, iSrySkinimui naudojant ultraView Universal DAB
Detection kit sistemg; paskui, atk@irus antigeny epitopus (4 min. 37 °C
temperatiiroje), 12 min 37°C temperatiiroje vykdyta inkubacija prie§ HER2,
iSrySkinimui naudojant ultraView Universal Alkaline Phosphatase Red
Detection kit (Ventana Medical Systems, JAV) sistemg.

Reakcijy pabaigoje pjiviai nudazyti Mayer hematoksilinu 10 min., 37 °C
temperatiiroje, dehidratuoti etilo ir izopropilo alkoholiais ir uZdengti
dengiamaisiais stikleliais, naudojant Biomount medziaga (Biognost, Kroatija).

IHC reakcijy kokybés kontrolei naudoti kriities naviky audiniai.

ER ir PR baltymus ekspresuojanéiy lgsteliy skaicius jvertinamas procentais
— pagal ASCO/CAP gairiy rekomendacijas teigiama jy raiska nustatoma esant
> 1 % slenkstinei vertei (114).

HER2 raiska vertinama atsizvelgiant | tris parametrus: baltyma
ekspresuojanciy lasteliy skaiéiy, jvertintg procentais, membranos nusidazymo
vientisuma bei stiprumg ir priskiriama vienai i§ kategorijy pagal skale nuo 0
iki 3 (0, 1+ (neigiama), 2+ (paribiné), 3+ (teigiama)) (15).
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2.2.3. Skaitmeniné vaizdo analizé

ER, PR, HER2 ir Ki67 IHC mikropreparatai skenuoti ScanScope XT Slide
Scanner (Leica Aperio Technologies, Vista, JAV), o CD8 ir dPR-HER2 —
Aperio AT2 Slide Scanner (Leica Biosystems, Buffalo Grove, JAV) jranga,
abiem atvejais taikant 20 x padidinimag (skiriamoji geba — 0,5 pm).
Skaitmeniniai vaizdai analizuoti naudojant HALO programinés jrangos
platformg (3.0311.174 versija, Indica Labs, Koralis, JAV).

2.2.3.1.Tiriamojo audinio klasifikavimas

Tiriamojo audinio Klasifikavimui taikytas dirbtinio intelekto pagrindu
veikiantis HALO Al (versija 1.2) modulis. Klasifikatorius buvo apmokomas
atpazinti tikslines audinio struktiiras — navikinj epitelj, stromg ir fona (stikla,
nekrozés ir uzdegimines sritis bei Kitus artefaktus). Apmokymui strukttiros
rankiniu biidu pazymétos pasirinktuose kuo jvairesniuose vaizduose (15-20
atvejy). Mokymas klasifikuoti audinj atliktas taikant 0,5 pm/pikseliui
skiriamajg gebg ir 600 um? minimalaus atpaZjstamo objekto plotg. Pasibaigus
mokymuisi (> 400 000 cikly, kai kryZzminés entropijos (angl. cross-entropy)
klaidos funkcija < 0,1)) audiniy struktiiry priskyrimo naviko, stromos ir fono
klaséms tikslumas jvertintas gydytojo patologo. Tikslumas pakankamas esant
> 90 %.

Skirtingi Klasifikatoriai taikyti HER2, CD8 ir dPR-HER2 THC dazymy
audiniams, 0 ER, PR ir Ki67 — tas pats (2.5 pav.).
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Audinio klasifikacija Skaitmeniné analizé

Imunohistochemija
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Imunohistochemija Audinio klasifikacija Skaitmeniné analizé

2.5 pav. HER2, ER, PR, Ki67, CD8 ir dPR-HER2 imunohistochemijos, audinio
klasifikavimo ir kiekybinés skaitmeninés analizés rezultatai. A stulpelyje pateikti
analizuoty Zymeny IHC rezultatai: ruda spalva pazymeétos baltymus ekspresuojancios
lastelés, mélyna — Igstelés, kuriose néra baltymy raiskos; dPR-HER?2 analizéje ruda
spalva zymi PR rai§ka, raudona — HER2. B stulpelyje pateikti analizuoty zymeny
audinio klasifikavimo rezultatai: raudona spalva Zymi navikinj audinj, zalia — stroma,
geltona — fono klasés darinius. C stulpelyje pateikti skaitmeninés vaizdo analizés
rezultatai: HER2 analizéje raudona spalva zymi stiprig baltymo raiskg (3+), oranziné
— paribing (2+), geltona — silpng (1+), 0 mélyna spalva paZzyméti branduoliai; ER, PR,
Ki67 ir CD8 raiska lastelése pazyméta ruda spalva, jos nebuvimas — mélyna; dPR-
HER2 analizéje PR ekspresuojancios lgstelés pazymétos ruda spalva,
neekspresuojancios — mélyna; HER2 raiSka Zymi raudona spalva.

2.2.3.2.Skaitmeniné imunohistocheminiy Zymeny analizé

Kiekybiné zymeny analizé atlikta taikant skirtingus HALO programos
algoritmus: branduolyje ekspresuojamiems ER, PR, Ki67 baltymams bei
citoplazmoje ekspresuojamam CD8 baltymui taikytas Multiplex IHC
algoritmas (versija 1.2), 0 HER2 Zymens, kurio raiska vyksta membranoje, —
membraninis HER2 algoritmas (versija 1.4).

Algoritmai  buvo kalibruoti atpazinti ir segmentuoti biozymenis
ekspresuojancias / neekspresuojancias lgsteliy strukturas — branduolius,
citoplazmg ar membrang, atsizvelgiant j sintetinamo baltymo lokalizacija.
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Atpazinimas pagrjstas spalvy atpazinimu — parinkus lastelés fragmenta, jam
pagal RGB spalvy maiSymo sistema priskiriami atitinkamos spalvos pikseliai.
Kalibruoti branduoliy ir membranos nustatymo parametrai: jautrumas,
kontrastas, optinis tankis, dydis, forma, vientisumas, atskyrimo nuo fono
slenkstinés vertés, segmentavimo stiprumas. Siekiant uztikrinti kokybe, visos
skaitmeninés analizés perziiirétos gydytojo patologo. Kiekvieno IHC zZymens
skaitmeninés vaizdo analizés pavyzdziai pateikti 2.5 pav.

Pagal HER?2 algoritmu nustatytus baltymo rai§kos vientisumo membranoje
(membrana gali buti trukinéjanti arba vientisa) bei reakcijos dazymosi
stiprumo rodiklius lastelés yra automatiskai priskiriamos 0, 1+, 2+, 3+
kategorijoms.

Tolesnei analizei naudoti §ie skaitmenine analize gauti IHC Zymeny
rodikliai:

e ER, PR, Ki67 ir CD8 — siuos baltymus ekspresuojancéiy lasteliy
procentai;

e HER2 - baltyma ekspresuojanciy lasteliy, priklausanciy 2+ ir 3+
kategorijoms (jy suma), procentai ir membranos vientisumo
rodiklis.

Be to, skaitmeninés vaizdo analizés algoritmais nustatomos tiriamy lasteliy
koordinatés vaizde, kurios yra naudojamos sesiakampiy gardeliy analitikoje.

Vidunavikinio heterogeni$kumo parametry apskai¢iavimas

Siekiant apskaiCiuoti erdvinés naviko tekstiiros ir zymeny raiSkos
vidunavikinio heterogeni§kumo parametrus, buvo pritaikyta SeSiakampiy
gardeliy metodika. Si metodika, irasta jungtinémis Pranziizijos ir Lietuvos
tyréjy pajégomis (283), yra pagrista skaitmeninés vaizdo analizés duomeny
(pagal jy koordinates) padalijimu j vienodo dydzio SeSiakampius, Kkuriais
padengiamas visas audinio plotas. Naudoti SeSiakampiai, kuriy krastinés ilgis
— 257 pm, skersmuo — 514 pm, plotas — 0,17 mm?. Gardelés, turin¢ios maziau
nei 50 lasteliy, buvo laikomos neinformatyviomis ir i tolesn¢ analizg
nejtrauktos. Kiekviename SeSiakampyje apskaic¢iuoti ER, PR, HER2 ir Ki67
zymeny rai$kos procentai suskirstyti j 10 intervaly: (0-10 %, > 10-20 %, >
20-30 %, > 30-40 %, > 40-50 %, > 50-60 %, > 60-70 %, > 70-80 %, > 80—
90 %, > 90-100 %). Sie intervalai reikalingi bendrosios masés matricos,
skirtos Haralicko tekstiiros rodikliams (kontrastui, skirtingumui, entropijai,
energijai ir homogeniSkumui) apskai¢iuoti, sudarymui (385).
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Taip pat apskaiciuoti kiekvieno IHC biozymens pasiskirstyma
apibtidinantys bimodaliskumo rodikliai (AshD).

2.2.3.3. Naviko ir stromos sgveikos zonos nustatymas ir CD8+ limfocity
tankio rodikliy apskai¢iavimas

Automatizuotas naviko ir stromos saveikos zonos nustatymas pagrjstas
skaitmeninés vaizdo analizés audiniy klasifikacijos duomenimis ir jy
padalijimu j SeSiakampes gardeles. Neseniai iSrastas metodas (jj Kuriant
dalyvavo Vilniaus universiteto tyréjy grupé) yra iSsamiai apraSytas
Rasmusson ir bendraautoriy (365).

Sgveikos zonos nustatymo etapai supaprastintai pavaizduoti 2.6 pav.
Taikytos gardelés, kuriy krastinés ilgis — 65 pm, skersmuo — 130 pm, plotas —
0,00 mm? (maZesnio dydZio SeSiakampiai nei S$eSiakampiai, naudoti
apskaiéiuojant vidunavikinio heterogeniskumo rodiklius, buvo tinkamesni
subtiliems audiniy klasiy ploty poky¢iams aptikti). Pirmiausia nustatoma
naviko ir stromos salyCio riba — naviko krastas. Tuo tikslu naviko kraStui
priskiriamos gardelés pagal kiekviename $eSiakampyje apskaiéiuotus naviko,
stromos ir fono klasiy plotus bei jvertintus staigius naviko audinio ploto
poky¢ius. Pagal tam tikras taisykles priskyrus $esiakampius naviko, stromos,
naviko kraSto ir fono klaséms, kitame etape nustatoma naviko ir stromos
sgveikos zona. ApskaiCiuojami visy naviko ir stromos klasiy SeSiakampiy
trumpiausi atstumai iki naviko krasto. Jais remiantis ir gardeléms suteikiant
rangus pagal toliau pateikta taisykle, iSskiriamos naviko ir stromos sritys
sgveikos zonoje:

jei SeSiakampis priklauso naviko klasei,rangas = atstumas
jei SeSiakampis priklauso stromos klasei,rangas = —atstumas
jei Sesiakampis priklauso naviko krasto klasei,rangas = 0
kitu atveju SeSiakampi ignoruoti

rangas =

Taigi sgveikos zonos naviko kraStui suteikiamas rangas O; nuo jo
atstumams stromos puséje suteikiamas neigiamas zenklas, o atstumams
naviko pus¢je suteikiamas teigiamas Zenklas. Likusioms fono bei naviko ir
fono klaséms priklausantys Sesiakampiai toliau neanalizuojami.

Toks rangy suteikimo principas leidzia pasirinkti jvairius saveikos zonos,
sudarytos i$ naviko krasto ir abipus jo esanc¢iy naviko ir stromos sri¢iy, plo¢ius
(2.7 pav.). Naviko krastas taip pat gali biiti skirtingy rangy plo¢iy. Darbe istirti
optimalts kiekybiniams ir erdviniams CD8+ limfocity tankio parametrams
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apskaiciuoti sgveikos zonos ir naviko krasto plociai (rezultatai pateikti 3.2.2
skyriuje).

2.6 pav. Naviko ir stromos saveikos zonos nustatymo etapai. (A) — skenuotas viso
pjivio CD8 THC dazymo vaizdas. (B) — skaitmeniné vaizdo analizé, audinio
klasifikavimo etapas: raudona spalva Zymi naviko audinio, zalia — stromos audinio,
pilka — fono klases. (C) — skaitmeniné vaizdo analizé SeSiakampése gardelése. (D) —
gardelés priskiriamos naviko (raudona spalva), stromos (zalia spalva), naviko ir
stromos sgveikos krasto (naviko krastas, geltona spalva), naviko ir fono krasto (pilka
spalva) bei fono (mélyna spalva) klaséms. (E) — atsitiktinémis spalvomis vizualizuoti
gardeliy atstumai nuo naviko krasto. (F) — nustatyta 7 rangy plo¢io naviko ir stromos
sgveikos zona: stromos sritis pazyméta zalia, naviko krasto — geltona, naviko —
raudona spalvomis.

66



R,
aRoon |
- @EEK
Jooost

NK;

NKs
2.7 pav. Skirtingy plo¢iy naviko ir stromos saveikos zonas (SZ) reprezentuojanti
schema: SZ3, SZs, SZ7 ir SZg atitinka 3, 5, 7 ir 9 rangy plo¢io SZ, o NK; ir NK3 atitinka
1 ir 3 rangy plo¢io naviko krasta. Zalia spalva pazyméti SZ-0s stromos srities rangai,
geltona — naviko kra$to rangai, raudona — naviko srities rangai.

Taikant S$esiakampiy gardeliy metodika gauti audiniy klasifikavimo
duomenys ir tiriamy lgsteliy koordinatés leido apskaiGiuoti CD8+ lgsteliy
tankj, pirmiausia, visose gardelése; véliau CD8+ lgsteliy tankio vidurkiai ir
standartiniai nuokrypiai apskaiciuoti Kiekvienoje nustatytos sgveikos zonos
srityje (stromoje, naviko kraSte ir navike). CD8+ lasteliy tankis
apskaiCiuojamas Zymenj ekspresuojanciy lasteliy skaiCiy padalijus i$
tiriamojo audinio ploto (mm?).

Be kiekybiniy kintamyjy, siekiant iSreiksti CD8+ lasteliy tankio profiliy (t.
y. CD8+ lasteliy tankio pasiskirstymus ir variacijas saveikos zonos ranguose)
iSilgai analizuojamos sgveikos zonos, gradienta nuo stromos ] navika,
apskaiciuoti erdviniai CD8+ limfocity tankio parametrai — imunogradiento
rodikliai:

e Masés centras (MC).

MC rodikliu apskai¢iuojama CD8+ lgsteliy tankio profilio koordinaté palei
horizontalig a$j, kurioje buty iSlaikyta ideali jo pusiausvyra. MC rodikliu
nusakoma ir jvertinama CD8+ lgsteliy tankio kitimo Kryptis (gradientas)
sgveikos zonoje i stromos j navika. MC apskaiciuojamas pagal formule:
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Zr- Ti Q(ri)
MC(q) = =
Zri q (ri)
¢ia ri — visi sgveikos zonos rangai, kai ri € [i; i], q(ri) — apskai¢iuotas atitinkamame range
kintamasis, pavyzdZiui, CD8+ lasteliy tankio vidurkis ar standartinis nuokrypis.

e Imunonuokrytis (IN)

Imunonuokry¢io rodiklis parodo staigius CD8+ Igsteliy tankio poky¢ius
Salia sgveikos zonos naviko kraSto. Biitent pastebétas daznas CD8+ lasteliy
tankio sumazéjimas (,,Kritimas®) artimiausiuose naviko kraStui ranguose i$
stromos (—1) ir naviko (1) sri¢iy pusiy salygojo $io reiskinio pavadinimg. IN
apskaiciuojamas pagal formulg:

q(r-1)

IN(q) = ,
@ q(r1)

¢ia q(r-i) ir q(ri) — atitinkamuose saveikos zonos stromos ir naviko sri¢iy ranguose (-1 arba 1)
apskaiciuotas CD8+ lasteliy tankio vidurkis.

Taip pat vidutinis CD8+ lasteliy tankis buvo jvertintas ir viso pjiivio naviko
ir stromos srityse (ne sagveikos zonoje).

2.2.4, Statistiné analizé

Kiekybiniai kintamieji (IHC, FISH, vidunavikinio heterogeniskumo,
bimodaliskumo, CD8+ lgsteliy tankio ir imunogradiento rodikliai) aprasyti
pateikiant jy vidurkj, standartinj nuokrypj ir mediana, kokybiniai kintamieji
(klinikos ir patologijos rodikliai) — pateikiant jy absoliuty skai€iy ir procentus.

Duomeny pasiskirstymo normalumas jvertintas Sapiro ir Vilko (angl.
Shapiro-Wilk) bei Kolmogorovo ir Smirnovo (angl. Kolmogorov-Smirnov)
testais. Normaliai pasiskirs¢iusiy duomeny analizei taikyti parametriniai
testai, 0 esant asimetriSkai duomeny sklaidai — neparametriniai. Siekiant
normalizuoti asimetriskai pasiskirsciusius Kiekybinius ir erdvinius CD8+
lasteliy tankio Kintamuosius ir tenkinti parametrinés statistikos testy
prielaidas, atlikta logaritminé kintamyjy ver¢iy transformacija.

Automatiniu ir koreguotu bei automatiniu ir mikroskopavimo badais
nustatyty vidutiniy HER2, CEP17 kopijy skai¢iaus bei HER2/CEP17 santykio
skirtumai palyginti dvipusiu poriniu t testu ir Bland-Altman analize.

Dviejy grupiy (HER2 neamplifikuoty ir amplifikuoty) kiekybiniy
kintamyjy vidurkiams palyginti taikytas parametrinis Stjudento t testas arba
neparametrinis Mano ir Vitnio (Mann-Whitney’s) U testas. CD8+ lasteliy
tankio variacijos skirtingose saveikos zonos srityse analizuotos vienfaktorine
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dispersine analize (angl. one-way ANOVA) atliekant tarpgrupinj palyginima,
naudojant Bonferonio (Bonferroni) post-hoc testa. Kiekybiniy kintamyjy
porinéms sgsajoms jvertinti taikytos Pirsono (angl. Pearson) arba Spirmano
(angl. Spearman) koreliacijos analizés. Kokybiniy Kintamyjy skirtumai
grupése analizuoti porinémis dazniy lentelémis, taikant x? ir FiSerio tikslyjj
kriterijy.

Kiekybiniy kintamyjy sasajos tirtos faktorinés analizés budu, taikant
pagrindiniy komponenc¢iy metoda ir naudojant ortogonalyjj pasukima varimax
metodu. Kintamyjy tinkamumas faktorinei analizei tikrintas Kaizerio—
Mejerio—Olkino (angl. Kaiser—Meyer—Olkin; KMO) matu (tinkamas, kai
KMO > 0,6) (386). Veiksniy skaicius nustatomas pagal tikrines reikSmes
(angl. eigenvalue), kurios turi biiti > 1.

HER2 FISH kintamyjy faktorinés analizés metu iSskirty veiksniy jverciy
klasteriné analizé atlikta taikant nehierarchinio Kklasterizavimo K-vidurkiy
(angl. k-means clustering) metoda.

ISgyvenamumo analizei atlikti taikytas Kaplano ir Mejerio (angl. Kaplan—
Meier) isgyvenamumo metodas, o skirtumai tarp grupiy vertinti logranginiu
kriterijumi (angl. log-rank). Pacien¢iy i§gyvenamumas skai¢iuotas nuo krties
vézio operacijos datos (steb¢jimo pradzia) iki 2020 m. geguzés 31 d.
(stebéjimo pabaiga) arba iki mirties datos. Slenkstinés kintamyjy reikSmés,
pagal kurias pacientés stratifikuotos j prognozines grupes, nustatytos
naudojant Cutoff Finder jrankj (2.1 versija; Charité universitetas, Berlynas,
Vokietija) (387).

Bendrojo isgyvenamumo prognoziniai veiksniai jvertinti Kokso regresijos
metodu (angl. Cox proportional hazards regression), taikant vienaveiksne ir
daugiaveiksne analizes. Kokso regresijos modeliai patvirtinti vienos dalies
atidéjimo kryZminés patikros budu (angl. leave-one-out cross-validation)
(388).

Rezultatai laikyti statistiSkai reikSmingais, kai p reiksmeé buvo < 0,05.

Statistiné analizé atlikta SAS programiniu paketu (9.4 versija; SAS Institute
Inc., Keris, JAV). Paveikslai ruosti naudojantis SAS ir R programiniais
paketais (4.1.0 versija; R Development Core Team).
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3. REZULTATAI
3.1.Skaitmeniné HER2 FISH vaizdo analizé

3.1.1. Automatiniu bidu nustatyty, koreguoty ir vertinty mikroskopu HER2
FISH rezultaty palyginimas

ISanalizuoti 155 HER2 FISH skaitmeniniai vaizdai i§ 50 kriities
karcinomos atvejy. Juose nustatyti 36 154 branduoliai, i$ kuriy 27 266 (75,4
%) buvo teisingai segmentuoti, 5 626 (15,6 %) klaidingai, 0 3 262 (9 %)
branduoliai visai nesegmentuoti. Viename tiriamajame méginyje vidutini$kai
jvertinti 723 branduoliai (maziausiai 192, 0 daugiausia 1 789 branduoliai).
Atmetus nevertinamus branduolius (t. y. tuos, kurie neturéjo signaly arba
turéjo tik po vieng zalig ar oranzinj signalg), atomatikai iSanalizuotas 25 731
branduolys.

Automatine analize i§ viso nustatyti 87 092 HER2 ir 65 309 CEP17
signalai. 1§ jy 81 704 (93,8 %) HER2 ir 64 233 (98,4 %) CEP17 signalai
nustatyti teisingai, 2 163 (2,5 %) HER2 ir 1 116 (1,7 %) CEP17 klaidingai
teigiamai, 0 3 225 (3,7 %) HER2 ir 1 115 (1,7 %) CEP17 klaidingai neigiamai.

Palyginus automatiniu ir koreguotu buidais gautus duomenis, reikSmingo
nuokrypio nustatant vidutinij CEP17 kopijy skaiiy navike nenustatyta
(vidutinis skirtumas —0,0023, Pl = [-0,013; 0,008], p = 0,6614), o nustatant
HER2 kopijy skaiéiy ir vidutinj HER2/CEP17 santykj nustatytas tik nedidelis
nuokrypis atitinkamai (vidutinis skirtumas 0,046, Pl = [0,013; 0,078], p =
0,0072 ir vidutinis skirtumas 0,025, Pl = [0,005; 0,045], p = 0,0149). Siuos
rezultatus atspindi duomeny palyginimas Bland-Altman grafikuose (3
priedas).

Taciau palyginus duomenis, vertintus automatiniu biidu ir mikroskopu,
nustatytas didelis sisteminis nuokrypis: automatine analize gautos reik§mingai
mazesnés vidutinés HER2 kopijy vertés navike (vidutinis skirtumas 1,428, PI
= [1,188; 1,668], p < 0,0001), vidutinés CEP17 kopijy skaiciaus (vidutinis
skirtumas 0,580, Pl = [0,483; 0,676], p < 0,0001) ir vidutinés HER2/CEP17
santykio (vidutinis skirtumas 0,240, Pl = [0,150; 0,330], p <0,0001) reiksmés
nei analizuojant mikroskopu. Tai taip pat buvo patvirtinta Bland-Altman
analize (3.1 pav.).

Prielaidg, kad signalai gali biiti prarandami skenavimo metu, leidzia
atmesti taikyta skenavimo technologija, kai skenuojamos devynios atskiros
plokStumos, kurios véliau sujungiamos j geriausiai fokusuotg vaizda. Be to,
siekiant paneigti abejone, kad signalai gal¢jo iSblukti skenuojant, FISH
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signaly kiekis buvo palygintas skenuotuose vaizduose ir zidirint ,,gyvai per
mikroskopa; jokiy neatitikimy nerasta.

Apibendrinant — nustatéme, kad vertinant FISH signalus automatiniu badu,
aptinkamas sisteminis nuokrypis ir nustatomos mazesnés HER2, CEP17
kopijy skai¢iaus ir HERZ2/CEP17 santykio reik8més, palyginti su
mikroskopijos metodu.
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3.1 pav. FISH signaly nustatymo skirtumai tarp automatinio ir vertinant mikroskopu
budy: (a) HER2 kopijy skaiciaus (vidurkiy skirtumas 1,43, p <0,0001 (mélyna linija),
matavimy skirtumy apatiné riba — 0,26, virSutiné riba 3,12 (raudonos linijos)); (b)
CEP17 kopijy skai¢iaus (vidurkiy skirtumas 0,58, p < 0,0001 (mélyna linija),
matavimy skirtumy apatiné riba — 0,1, virSutiné riba 1,26 (raudonos linijos)); (c)
HER2/CEP17 santykio (vidurkiy skirtumas 0,24, p < 0,0001 (mélyna linija),
matavimy skirtumy apatiné riba — 0,40, virSutiné riba 0,88 (raudonos linijos)).

HER2 — zmogaus epidermio augimo veiksnio receptorius 2; CEP17 — 17
chromosomos centromera Zymintis zondas; SN — standartinis nuokrypis.

3.1.2. HER2 FISH analizés mikroskopu rezultatai

Ivertinus 50 tiriamyjy atvejy mikroskopu pagal 2013 m. ASCO/CAP
HER2 FISH tyrimo rekomendacijas, 16 (32 %) atvejy HER2 geno
amplifikacija nenustatyta, 21 (42 %) nustatyta paribiné verté, 13 (26 %)
nustatyta HER2 geno amplifikacija. ,,Klasikiné“ HER2 amplifikacija, kai
HER2/CEP17 > 2, o vid. HER2 kopijy skaifius > 4 signalai branduolyje,
nustatyta 6 (46,2 %) atvejais; 2 (15,4 %) atvejai buvo amplifikuoti tik pagal
HER2 geno kopijy skaiciy (t. y. kai HER2/CEP17 < 2, o vid. HER2 kopijy
skaiCius > 6 signalai branduolyje) ir 5 (38,5 %) tik pagal HER2/CEP17 santyki
(t. y. kai HER2/CEP17 > 2, o HER2 geno kopijy skaiciaus vidurkis lastelés
branduolyje yra < 4).

Nustatyti 8 (16 %) genetiskai heterogeniski atvejai, i§ kuriy 3 buvo
amplifikuoti ir 5 paribiniai.

Nustatyti 22 atvejai, kai padidéjes CEP17 kopijy skaic¢ius (> 3 kopijos); i$
ju 3 buvo amplifikuoti, 17 paribiniy ir 2 neamplifikuoti atvejai.
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3.1.3. Automatiniu btidu vertinty HER2 FISH duomeny heterogeniskumo
analizé

Automatizuotu biidu nustatytos mazesnés HER2 FISH duomeny reik§meés
tur¢jo jtakos skirtingam amplifikuoty lgsteliy (HER2/CEP17 santykis > 2,2)
procentiniy daliy nustatymui automatiniu ir mikroskopiniu vertinimo budais.
Sis skirtumas atsiskleidzia skirtinguose diapazonuose: 3.2 (a) paveiksle
parodyta, kad vertinant mikroskopu, nuo 25 % amplifikuoty lasteliy ribos,
nustatyta didesné amplifikuoty Igsteliy procentiné dalis (amp_%_ M) nei
vertinant automatiniu biidu (amp_%_A); taciau, esant Zemesnei nei 5 % ribai,
amp_%_A yra didesné (siekia iki 20 %) nei amp_%_M.

Teigiamy, paribiniy, neigiamy bei genetiSkai heterogenisky atvejy,
jvertinty mikroskopu pagal ASCO/CAP HER2 FISH gairiy rekomendacijas
(22, 25), issidéstymas parodytas atitinkamai 3.2 (b) ir 3.2 (c) paveiksluose.
GenetiSkai heterogeniski atvejai buvo aptikti tik, kai juose yra bent 28 %
amplifikuoty lasteliy, ta¢iau nuo 5 iki 28 % tokiy atvejy nenustatyta (3.2 (C)
pav.)). 3.2 (d) pav. parodytas automatiniu biidu nustatyty teigiamy, paribiniy
ir neigiamy atvejy iSsidéstymas. Matyti, kad dél mazesniy automatiniu badu
nustatyty reikSmiy dauguma mikroskopu jvertinty teigiamy ir paribiny atvejy
»peréjo j neigiamy atvejy grupe (3.2 (d) pav.)): nustatyti 7 amplifikuoti, 3
paribiniai ir 40 neamplifikuoty atvejy; $i jtaka atsispindi ir 3.2 (e) pav.
parodytam amp_% A pasiskirstymui. Taciau svarbu pabrézti, kad biutent
automatiniu badu nustatyty amp_% A pasiskirstymas yra tolydus (3.2 (e)
pav.)).

HER2 FISH vertinimas remiasi klinikinése ASCO/CAP gairése
nurodytomis reikSmémis, skirtomis mikroskopu analizuotiems duomenims,
todél AD negali buti naudojami apibréziant HER2 bukle be tinkamos
validacijos. Taciau tolydiis duomenys, gauti didelio pajégumo automatine
vaizdo analize, atveria galimybeg atskleisti lasteliy jvairove informatyvesniais
biidais nei tradiciniu mikroskopavimu. Sis automatinés vaizdo analizés
pranaSumas gali buti panaudotas aptinkant issibars¢iusius po visa audinj
amplifikuotus branduolius. Viso tiriamojo audinio ploto skenavimas
mikroskopu yra varginanti procediira, todél iSsibarste pavieniai amplifikuoti
branduoliai gali likti nepastebéti. Siekiant patikrinti $ig hipoteze, iSmatuota
atstumo tarp artimiausiy amplifikuoty branduoliy (kurinose HER2/CEP17
santykis > 2,2) mediana automatiniu budu ir mikroskopu analizuotuose
duomenyse. Atlikus logaritming transformacija, rasta, kad 24-iais galbit
heterogeniskais automatiniu biidu nustatytais atvejais amplifikuoty
branduoliy pasiskirstymas buvo reikSmingai retesnis (p = 0,0138) nei
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aStuoniais mikroskopu nustatytais genetiSkai heterogeniskais atvejais (3.3
pav.).
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3.2 pav. Naviky pasiskirstymas atsizvelgiant | HER2 amplifikacijos biklés ir
genetinio heterogeniskumo gaires. (a) pavaizduota atitiktis tarp amplifikuoty Igsteliy
procentiniy daliy, apskai¢iuoty mikroskopu ir automatiniu btdu vertintuose
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duomenyse, atitinkamai amp_%_M ir amp_%_A. Punktyriné linija zymi atitikima.
AD pervertina mazas mikroskopu nustatytas reik§mes (pazyméta kryziukais), tadiau
nepakankamai jas jvertina nuo > 28 % ribos (pazyméta apskritimais); (b) grafiko y
aSyje atidéjus HER2 kopijy skaiciaus, 0 x — HER2/CEP17 santykio rodiklius, gautus
vertinant mikroskopu, ir punktyrine linija pazyméjus 2013 m. ASCO/CAP gairése
nurodytas slenkstines vertinimo reik§mes, pavaizduotas teigiamy, paribiniy, neigiamy
atvejy pasiskirstymas. Kryziukais pazyméti avejai yra pervertinti atvejai i§ (a); (c)
grafiko y aSyje atidéjus amp % M, o x — HER2/CEP17 santykio rodiklius,
pavaizduotas atvejy pasiskirstymas genetinio heterogeniskumo vertinimo ribose.
Horizontalios punktyrinés linijos Zymi genetinio heterogeniskumo slenkstines ribas
(5-50 %). Ribose nuo 3 % iki 28 % galima pastebéti atvejy trakuma; (d) grafiko y
aSyje atidéjus HER2 kopijy skaiciaus, o x — HER2/CEP17 santykio rodiklius, gautus
vertinant automatiniu biidu ir punktyrine linija paZzyméjus 2013 m. ASCO/CAP
gairése nurodytas slenkstines vertinimo reikSmes, pavaizduotas teigiamy, paribiniy,
neigiamy atvejy pasiskirstymas; (e) grafiko y asyje atidéjus amp % A, o x —
HER2/CEP17 santykio rodiklius, pavaizduotas atvejy pasiskirstymas genetinio
heterogeni§kumo vertinimo ribose. I§ viso vertinant mikroskopu nustatyta: 13
amplifikuoty, 21 paribinis, 16 neamplifikuoty ir 8 genetiskai heterogeniski atvejai;
vertinant automatine analize nustatyta: 7 amplifikuoti, 3 paribiniai, 40 neamplifikuoty
ir 36 genetiskai heterogeniski atvejai.

HER2 — Zmogaus epidermio augimo veiksnio receptorius 2; CEP17 — 17 chromosomos
centromera zymintis zondas; HER2_M, HER2/CEP17_M — mikroskopu nustatyti atitinkamai
HER?2 kopijy skai¢ius bei HER2/CEP17 santykis; HER2_A, HER2/CEP17_A — automatine
analize nustatyti atitinkamai HER2 kopijy skaiéius ir HER2/CEP17 santykis; amp_%_M ir

amp_%_A — amplifikuoty lasteliy procentinés dalys, nustatytos mikroskopu ir automatine
analize.
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3.3 pav. Vidutinis atstumas tarp artimiausiy amplifikuoty branduoliy (matuotas
pikseliais; skiriamoji geba 0,16 pm/pikseliui) heterogeniskuose automatiniu badu ir
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mikroskopu nustatytuose navikuose. A grupe sudaro (n = 24) galbut heterogeniski
automatiniu biidu nustatyti atvejai (5 < amp_%_A < 25), kurie mikroskopu nebuvo
ivertinti kaip heterogeniski. B grupe reprezentuoja (n = 8) heterogeniski mikroskopu
nustatyti atvejai (5 <amp_%_M < 50). A grupéje atstumo mediana tarp amplifikuoty
branduoliy buvo didesné (2,4024) nei B grupéje (2,2249), p = 0,0138.

Dar vienas didelio pajégumo skaitmeninés vaizdo analizés pranasumas yra
galimybé apskaiCiuoti objektyvius bimodaliskumo rodiklius. Darbe
bimodaliSkumas vertintas apskai¢iuotu AshD koeficientu. Pirmiausia, siekiant
nustatyti patikima bimodaliskuma, pagrista AshD kriterijumi, buvo
apskaiciuotas reikalingas minimalus tiriamyjy branduoliy kiekis atsitiktinai
parenkant AD branduoliy éminius ir modeliuojant laipsniskai didéjanti jy
kiekj (nuo 40 iki 1 000 branduoliy). Apskaiciavus AshD kaip vidurkj i§ 1 000
pakartojimy kiekvienam skirtingam branduoliy éminiui, nustatyta, kad esant
200 naviko lgsteliy branduoliy, antroji pasiskirstymo smailé aptinkama retai
(maziau nei pusé€je branduoliy éminiy iteracijy), nors tokie atvejai, remiantis
visos tiriamosios branduoliy imties analize ir priklausé bimodaliniy atvejy
kategorijai (n = 23). Modeliavimo rezultatai parodé, kad, didéjant branduoliy
éminiy apimtims, bimodaliskumo nustatymas jvertinant AshD (AshD > 2)
akivaizdziai geréja, o norint patikimai nustatyti §j rodiklj, biity tikslinga
jvertinti apie 800 branduoliy (3.4 pav). Sis eksperimentas parodo
automatizuotos vaizdo analizés pajéguma istirti didelj lasteliy branduoliy
kiekj, gerokai virsijantj mikroskopinés analizés pajéguma, Kai jvertinamas tik
ribotas branduoliy skaicius.

Nustatyti 23, 11 ir 5 bimodaliski (AshD > 2) atitinkamai pagal HER2
kopijas, CEP17 kopijas ir HER2/CEP17 santykj atvejai.
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Branduolig éminia Branduoliy éminia
3.4 pav. ASmano D (AshD) reik§miy pasiskirstymas atsitiktinai parinktuose
branduoliy éminiuose. Horizontalioje aSyje pazyméti atsitiktinai parinkty branduoliy
éminiy dydZiai. Vertikalioje aSyje paZzymétos AshD reikSmés. StaCiakampése
diagramose parodyta, kaip vidutinés AshD reik8meés, gautos i§ atsitiktinai parinkty
branduoliy éminiy, pasiskirsto dviejose grupése: remiantis visos branduoliy imties
AshD reik§me, grupe A sudaro atvejai, kai AshD > 2 (n = 23), 0 B — atvejai, kai AshD
<2 (n=27).

3.1.4. HER2 FISH rodikliy faktoriné analizé

Prie§ faktoring analiz¢ kintamyjy tarpusavio rySiai jvertinti porine
koreliacijos analize (4 priedas). Duomeny tinkamumg faktorinei analizei
patvirtino bendrasis visy kintamyjy KMO rodiklis, kuris buvo 0,72.
Atsizvelgta ir | kiekvieno kintamojo KMO — esant mazesnei nei 0,5 reikSmei,
kintamasis j faktoring analiz¢ nejtraukiamas.

Atlikus faktoring FISH MD ir AD (HER2 ir CEP17 kopijy skaiCiaus,
HER2/CEP17 santykio, amplifikuoty lgsteliy procentiniy daliy, branduoliy
dydzio) bei bimodaliskumo parametry (HER2_AshD, CEP17_AshD,
HER2/CEP17_AshD, HER2_BI, CEP17_BIl, HER2/CEP17_BI) analizg,
iSskirti trys veiksniai, kurie kartu paaiSkino 74 % visos duomeny
variacijos.Visy trijy veiksniy kriiviai, po varimax pasukimo, pateikti 3.5 pav.,
0 juy struktiira — 5 priede.

Pirmajj veiksnj apibudino stipris teigiami HER2 amplifikacija rodantys
kraviai: HER2 kopijy skaic¢ius, HER2/CEP17 santykis bei amplifikuoty
lasteliy procentinés dalys, nustatytos vertinant mikroskopu ir automatiniu
bdu. Sis veiksnys paaiskino didziausia kintamyjy dispersijos dalj (55,59 %)
ir buvo pavadintas amplifikacijos veiksniu. Antrgjj veiksnj — padidéjusj
CEP17 kopijy skaiciy, paaiskinantj 27,41 % kintamyjy variacijos,
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charakterizavo stipris CEP17 kopijy skaiCiaus, nustatyto mikroskopu ir
automatiniu  budu, kriiviai bei neigiamas CEP17 kopijy skaiiaus
bimodaliskumo indeksas. TreCiajj veiksnj, sudarantj 17 % kintamyjy
variacijos, apibiidino bimodaliskumo rodikliy kraviai: stipresni AshD
koeficientai, apskaiciuoti HER2 bei CEP17 kintamiesiems ir silpnesnis
HER2/CEP17 kintamajam; todél Sis veiksnys pavadintas bimodaliskumo
veiksniu.
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32 0.51 HER2_M 2 0.51 ® e
- [=] o L
< HER2IGEP17_BI HERZ A| © HERS Bl CEP17_BI
R HERQ_AS.hD Eganduoliu dydis t : CEP17_A HERZ_A
o =
w 0.0 HERZICEP17-AshD® w 0.0 CEPITMT | HERZM s )
E- ceptr :ShD amp_% M E- Branduoliy dydis = amp_%_|
w - w
= HER2_BI RER2ICEPTL = HERECEP1:|_EI\-F:2!Cr;r;1;_:
g e - HER2ICEP17_M~2mp_%_A| 2 -
o 0.5 e 0.5
CEP17_BI
®
-1.01 -1.01
-1.0 0.5 0.0 0.5 1.0 -1.0 0.5 0.0 05 1.0
1 veiksnys (55.59%) 1 veiksnys (55.59%)

3.5 pav. HER2 FISH rodikliy, gauty automatine analize bei vertinant mikroskopu,
pasukty veiksniy krtviai: (A) 1-0jo ir 2-0jo, (B) 1-0jo ir 3-iojo.

HER2 — Zmogaus epidermio augimo veiksnio receptorius 2; CEP17 — 17 chromosomos
centromerag zymintis zondas; HER2_A, CEP17_A, HER2/CEP17_A — automatine analize
nustatyti atitinkamai HER2, CEP17 kopijy skaicius bei HER2/CEP17 santykis; HER2_M,
CEP17_M, HER2/CEP17_M - mikroskopu nustatyti HER2, CEP17 kopiju skaiius ir
HER2/CEP17 santykis atitinkamai; amp_%_A iramp_%_M —amplifikuoty lasteliy procentinés
dalys, nustatytos automatine analize ir mikroskopu; HER2_AshD, CEP17_AshD ir
HER2/CEP17_AshD — ASmano D rodikliai, apskai¢iuoti automatiniu biidu nustatytiems HER2,
CEP17 bei HER2/CEP17 santykiui; HER2_BI, CEP17_Bl ir HER2/CEP17_Bl -
bimodaliSkumo indeksai, apskaitiuoti automatiniu biidu nustatytiems HER2, CEP17 bei
HER2/CEP17 santykiui.

3.1.5.Klasterin¢ analizé

Toliau analizuojant veiksnius, gautus atliekant faktorine analize,
nubraizyti jy jver¢iy isibarstymo grafikai (3.6 (a—c) pav.). 3.6 (a) pav. matyti
galblit netiesinis rySys tarp amplifikacijos ir padidéjusio CEP17 kopijy
skai¢iaus veiksniy bei naviky susigrupavimas j klasterius.

Atlikus klastering 3-y veiksniy jver¢iy analizg, iSskirti 4 skirtingi klasteriai.
Klasteriai pavaizduoti 3.7 pav., jy charakteristikos pateiktos 3.1 lenteléje, o

informacija apie visus atvejus klasteriuose apraSyta 6 priede. 1-am ir 2-am
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klasteriams (sudarytiems atitinkamai i§ 1 ir 9 atvejy) priklausé jvairaus
amplifikacijos ir bimodaliSkumo veiksniy jver¢iy laipsnio navikai. 3-igjj
klasterj sudaré neamplifikuoti navikai (18 atvejy); taiau nemazai jy daliai
buvo budingas didelis HER2 bimodaliskumo jvertis (33,3 % atvejy (AshD >
2)). 4-3ji klasterj sudar¢ daugiausia paribiniai, kuriy CEP17 kopijy skaicius
padidéjes, navikai (22 atvejai).
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3.6 pav. Veiksniy jveréiy issibarstymo grafikai tarp: (a) pirmojo (amplifikacijos) ir
antrojo (padidéjusio CEP17 kopijy skai¢iaus) veiksniy; (b) pirmojo ir treciojo
(bimodaliskumo) veiksniy; (c) tarp antrojo ir tre¢iojo veiksniy.
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3.7 pav. Diagrama, kurioje pavaizduoti klasteriai, gauti i§ 1, 2 ir 3 veiksniy jver&iy.
Klasteriai pazyméti spalvomis: 1 klasteris — raudona, 2 klasteris — geltona, 3 klasteris
— mélyna, 4 Kklasteris — violetiné. Burbulo dydis reprezentuoja 3 veiksnj
(bimodaliskuma); pilnaviduriai burbuliukai atspindi teigiamas 3 veiksnio jver¢io
reikSmes, tusiaviduriai — neigiamas. SkaiCiais paZzyméti keletas atvejy i§ visy
klasteriy, kurie pavaizduoti ir i§samiau charakterizuoti 3.8 pav.
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3.1 lentelé. Klasteriy, sudaryty remiantis automatinés vaizdo analizés duomenimis, charakteristikos

1 klasteris 2 klasteris 3 klasteris 4 klasteris I8 viso

Atvejy skaidius 12 %) 9 (18 %) 18 (36 %) 22 (44 %) 50
Amplifikacija imtyje

Lo 1 (2 %)/0/0 9 (18 %)/0/0 0/4 (8 %)/14 (28 %) 3 (6 %)/17 (34 %)/2 (4 %) 50
'Yra / Paribiné / Néra
IAmplifikacija klasteriuose 3 (23,1 %)/17

L 1 (7,7 %)/0/0 9 (69,2 %)/0/0 | 0/4 (19,1 %)/14 (87,5 %) 13/21/16
'Yra / Paribiné / Néra (80,9 %)/2 (12,5 %)
>3 CEP17 kopijy sk. 0 0 3 (13,6 %) 19 (86,4 %) 22
ﬁgé;/“é%;/l";m’ apskaic. i3 0 1(12,5 %) 1(12,5 %) 6 (75 %) 8
Sgégrﬁgaﬁkw’ apskaic. is 0 4(14.8 %) 6 (22,2 %) 17 (63 %) 27
HER2/CEP17_AshD > 2 1 (20 %) 1 (20 %) 2 (40 %) 1 (20 %) 5
HER2_AshD > 2 1 (4,3 %) 4 (17,4 %) 6 (26,1 %) 12 (52,2 %) 23
CEP17_AshD > 2 1(9 %) 0 5 (45,5 %) 5 (45,5 %) 11
\Vyraujantys atvejai Amplifik. Amplifik. Neamplifik. Paribiniai;

Su >3 CEP17 kopijy sk.;
Bimodaliniai

HER2 — Zzmogaus epidermio augimo veiksnio receptorius 2; CEP17 — 17 chromosomos centromerg Zymintis zondas; GH (amp_%_M): genetinis hetrogeni§kumas
vertinant mikroskopu — apskai¢iuotos amplifikuoty lasteliy procentinés dalys i§ HER2/CEP17 santykio ir vien tik pagal HER2 kopijy skai¢iy. HER2_AshD,
CEP17_AshD ir HER2/CEP17_AshD: Asmano D rodiklis, apskai¢iuotas automatiniu biidu gautiems HER2, CEP17 ir HER2/CEP17 dumenims.
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Nors klasterinés analizés biidu navikai buvo aiSkiai suskirstyti j
amplifikuotus, neamplifikuotus ir paribinius, kai padidéjgs CEP17 kopijy
skaicius, tipus, bimodaliSkumo veiksnys buvo kintantis visuose klasteriuose ir
suteiké nepriklausomag lasteliy jvairovés charakteristika. Atvejy i§ visy
klasteriy pavyzdziai pateikti 3.8 pav. HER2 kopijy skaiCiaus ir (arba)
HER2/CEP17 santykio pasiskirstymo bimodaliSkumas gali biti nustatytas
kaip nepriklausomas ir neamplifikuoty, ir amplifikuoty atvejy pozymis — tokiy
atvejy pavyzdziai pateikti 3.8 (@), (b) ir (C) pav. (né vienas i§ $iy atvejy nebuvo
nustatytas kaip genetiskai heterogeniskas vertinant mikroskopu). Svarbu
pazyméti, kad paribiniy ir kai padidéjes CEP17 kopijy skaiCius atvejy
klasteryje (3.8 (d), (e) ir (f) pav.) buvo atvejy, kuriems biidingas bimodalinis
HER2 ir (arba) CEP17 pasiskirstymas, todél jie gali buti suskirstyti j
,Hparibiniy, kai padidéjes CEP17 kopijy skaic¢ius“ (3.8 (d) pav.) ir ,,paribiniy,
kai padidéjes CEP17 kopijy skai¢ius ir esan¢iu HER2 bimodaliskumu* (3.8
(e) ir 3.8 (f) pav.) kategorijas. Tik vienas atvejis (3.8 (¢)) i$ $iy pavyzdziy
pagal galiojanéiy gairiy apibrézimg buvo genetiskai heterogeniskas.
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3.8 pav. Naviky atvejy i$ visy klasteriy pavyzdziai. Parodytos 3.7 pav. skaiéiais
pazyméty atvejy HER2, CEP17 ir HER2/CEP17 histogramos su apibendrintomis
Gauso kreivémis. Amplifikacijos, > 3 CEP17 kopiju skaiciaus (padidéjes CEP17
kopijy skai¢ius) ir genetinio heterogeniSkumo kategorijos yra pagristos jprastos
vertinimo mikroskopu procedaros rezultatais. HER2_bimod, CEP17_bimod ir
HER2/CEP17_bimod reprezentuoja bimodaliskumo kategorijas, pagristas ASmano D

> 2 kriterijumi.

HER2 — Zmogaus epidermio augimo veiksnio receptorius 2; CEP17 — 17 chromosomos
centromerg Zymintis zondas; GH — genetinis heterogeniskumas; HER2_bimod, CEP17_bimod
ir HER2/CEP17_bimod — HER2, CEP17 ir HER2/CEP17 bimodaliskumas.
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3.2. I8sami kriities vézio imunohistocheminiy (ER, PR, HER2, Ki67) ir CD8
zymeny Skaitmeniné vaizdo analizé

3.2.1.I1HC, FISH ir vidunavikinio heterogeniskumo rodikliy analizé

IHC zymeny (ER, PR, HER2, Ki67) raiskos ir jy vidunavikinio
heterogeniskumo rodikliy (Haralicko tekstiiros ir bimodaliskumo parametrai)
analizé atlikta 2-ose pagal HER2 bukle atskirtose pacienciy grupése;
rezultatai, kartu jtraukiant ir HER2 FISH mikroskopinio vertinimo duomenis,
pateikti 3.2 lenteléje.

Palyginus rodiklius tarp grupiy, didesn¢ ER ir PR, 0 mazesné¢ Ki67
biozymeny raiska nustatyta HER2 neamplifikuotuose navikuose.
Analizuojant vidunavikinio heterogeniSkumo rodiklius, reik§Smingai skyrési
tik Ki67 zymens tekstiiros parametrai: didesnés kontrasto, skirtingumo ir
entropijos bei mazesnés energijos ir homogenisSkumo reikSmés nustatytos
HER2 amplifikuotuose navikuose. Siuose navikuose, kartu su didesniu HER2
kopijy skaic¢iumi, nustatytas ir reikSmingai didesnis CEP17 kopijy skaiCius.

3.2 lentelé. THC, FISH ir vidunavikinio heterogeniskumo rodikliy apraSomosios
statistikos rezultatai HER2 neamplifikuotuose (n = 158) ir amplifikuotuose (n = 117)
navikuose

Neamplifikuota HER2 Amplifikuota HER2
buklé biiklé

Rodikliai Vid. \ SN ’ Mediana | Vid. \ SN ‘ Mediana| p reik§mé
IHC rodikliai
HER2 % 2937 [ 1396 | 2807 [3176[ 1576 | 29,29 0,414
HER2 MV 4455 | 1302 | 4816 | 4446 | 11,85 | 48,26 0,6574
ER % 82,72 | 17,43 | 87,99 | 7139 | 30,35 | 84,74 0,0017*
PR % 51,76 | 3479 | 67,6 | 3865 | 34,12 | 36,91 0,0007*
Ki67 % 1354 [ 1126 | 9,49 [1819 | 1252 | 1424 | <0,0001*
FISH rodikliai
HER2 366 | 1,03 | 355 | 7,37 | 248 67 | <0,0001*
kopijy skaicius
CEP17 278 | 072 | 2,78 | 339 | 1,62 | 323 | <0,0001*
kopijy skaicius
HER2/CEP17 132 | 021 | 1,28 | 243 | 1,12 | 223 | <0,0001*
santykis
Vidunavikinio heterogeniskumo rodikliai
HER2_kontrastas 1,25 0,8 1,07 1,32 | 0,77 1,18 0,3803
HERZ_ 071 | 027 | 069 | 073 | 026 | 0,74 0,4768
skirtingumas
HER2_entropija | 3,71 | 1,12 39 384 | 094 3,99 0,4299
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HER2_energija 0,16 | 0,19 0,1 0,14 | 0,14 | 0,09 0,5662
HERZ_ 069 | 01 0,69 0,69 | 009 | 067 0,5477
homogeniskumas

HER2_AshD 421 | 46 2,37 37 | 352 | 232 0,8704
HERZ MV_ 089 | 05 0,82 096 | 051 | 0,86 0,4157
kontrastas

HER2 MV_ 057 | 023 | 058 06 | 022 | 058 0,5569
skirtingumas

HER2 MV_ 318 | 1,07 | 336 335 | 09 3,47 0,3976
entropija

HER2 MV_ 022 | 02 015 | 019 | 043 | 015 0,602
energija

HER2 MV_ 074 | 009 | 074 | 073 | 008 | 073 0,642
homogeniskumas

HER2 MV_AshD | 2,07 | 1,18 1,84 21 | 117 177 0,9688
ER_Kontrastas 133 | 1,36 | 0091 125 | 113 | 0,9 0,9067
ER_skirtingumas | 058 | 0,39 | 054 | 057 | 039 | 053 0,9359
ER_entropija 2,7 1,51 2,68 2,7 1,57 2,81 0,8607
ER_energija 035 | 028 | 025 | 036 | 031 | 0,23 0,8296
ER_ 077 | 013 | 077 | 077 | 014 | 0,76 0,8022
homogeniskumas

ER_AshD 467 | 7,15 1,92 3,63 | 452 1,87 0,5756
PR_kontrastas 1,66 | 1,38 1,52 155 | 1,52 1,17 0,229
PR_skirtingumas 0,66 | 0,45 0,67 0,62 | 0,52 0,58 0,2751
PR_entropija 306 | 1,8 3,41 282 | 2,08 | 313 0,4117
PR_energija 035 | 036 | 0,19 042 | 039 | 025 0,4303
PR_ 0,75 | 0,16 0,73 0,77 | 0,18 0,77 0,3256
homogeniskumas

PR_AshD 23 | 1,87 1,84 23 | 212 1,82 0,558
Ki67_kontrastas 0,5 0,44 0,38 0,63 | 0551 0,47 0,0034*
Ki67_ 036 | 024 | 035 | 047 | 024 | 042 0,001*
skirtingumas

Ki67_entropija 2,05 | 1,22 2 255 | 1,11 | 249 0,0013*
Ki67_energija 042 | 03 0,31 029 | 022 | 0,23 0,0006*
Kie7_ 083 | 011 | 08 | 078 | 01 0,79 0,0004*
homogeniskumas

Ki67_AshD 436 | 7,25 1,87 506 | 7,44 | 208 0,9274

HER2 — Zmogaus epidermio augimo veiksnio receptorius 2; CEP17 — 17 chromosomos
centromerg zymintis zondas; HER2_MV — HER2 membranos vientisumas; Vid. — vidurkis; SN
— standartinis nuokrypis; AshD — ASmano D bimodaliskumo rodiklis; p* — statistiSkai
reikSmingi (p < 0,05) skirtumai.
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3.2.2.CD8+ limfocity tankio rodikliy analizé

CD8+ limfocity pasiskirstymo matavimai atlikti automatiniu bidu
nustatytuose naviko kraste bei naviko ir stromos saveikos zonoje. Si metodika,
kadangi SeSiakampéms gardeléms priskiriami erdviniai rangai, leidZia
pasirinkti jvairius sgveikos zonos, sudarytos i§ naviko kraSto ir abipus jo
easnéiy naviko ir stromos sri¢iy, plocius (zr. 2.2.3.3 skyriy). Renkantis
didziausia galima saveikos zonos plotj, remtasi tyréjy, kurie pirmieji pritaiké
§j analizés jrankj imuninio atsako rodikliy tyrimams krities vézio audinyje,
duomenimis: gardelés nuo naviko krasto gali biiti nutolusios ne didesniu kaip
4 rangy atstumu (sgveikos zonos iSplétimas didesniu naviko klasés gardeliy
rangy skai¢iumi gali turéti jtakos skai¢iavimams naudojamy rangy duomeny
disproporcijoms) (389). Taigi kiekybiniams ir erdviniams CD8+ limfocity
tankio parametrams apskaiciuoti sudaryti 7 skirtingy plo¢iy naviko krasto (1
rango ploc¢io (NK3, sudaro 0 rangas) ir 3 rangy ploc¢io (NKs, sudaro -1, 0 ir 1
rangai)) bei naviko ir stromos saveikos zonos (SZs, SZs, SZ7, SZ,, atitinkamai
3, 5, 7 ir 9 rangy plocio saveikos zonos) variantai (2.7 pav.). Kiekviename i§
ju apskaicivoti CD8+ lasteliy tankio (vidurkiai ir standartiniai nuokrypiai)
rodikliai visose saveikos zono srityse (stromoje, naviko kraste, navike) bei
imunogradiento (CD8+ lasteliy masés centro vidurkis ir standartinis
nuokrypis bei imunonuokrytis) rodikliai.

Tinkamiausio naviko krasto ir sgveikos zonos derinio, kai biity nustatyti
prognoziskai stipriausi rodikliai, atranka atlikta vienos dalies atidéjimo
kryZminés patikros btidu. Galimy Kokso regresijos modeliy, j juos jtraukiant
ir klinikos bei patologijos rodiklius, pasikartojimo bei statistinio
reik§Smingumo rezultatai pateikti 3.3 (HER2 neamplifikuota naviky grupé) ir
3.4 (HER2 amplifikuota naviky grupé) lentelése. HER2 neamplifikuotoje
grupéje visy Kokso modeliy pasikartojimy skai¢ius buvo labai panasus, todel
galutinj pasirinkimg lémé modeliy statistinis reikSmingumas (x2), kuris
didziausias (13,82, p = 0,0002) nustatytas, esant 1 rango ploc¢io naviko kraStui
ir 7 rangy plocio sgveikos zonos variantui (t. y. NKj ir SZ;). Be to, renkantis
tarp NK; ir SZy bei NK; ir SZ7, pastaroji sgveikos zona biity ,,saugesné®, jei
tiriamasis navikas biity nedidelis. HER2 amplifikuotoje grupéje visi modeliai,
kuriuose naviko krastas buvo 3 rangy plo¢io (NK3), pasikartojo daugiau karty,
taciau jy statistinis reikSmingumas buvo mazesnis, palyginti su modeliais,
kuriy naviko krastas buvo 1 rango plo¢io (NK1) (isskyrus NKi ir SZy derinio
modelj). IS modeliy varianty, kai NKi, 7 rangy plo¢io sgveikos zonos (t. V.
NK1 ir SZ7) abu atrankos kriterijai buvo vieni geriausiy — pasikartojo 107
kartus, o y? sické 8,04 (p = 0,005). Taigi CD8+ limfocity pasiskirstymo
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tyrimams pasirinkta 1 rango plocio naviko krastas ir 7 rangy plocio sgveikos
zona abiejose, HER2 neamplifikuoty ir amplifikuoty naviky grupése.

3.3 lentelé. Skirtingy naviko krasto ir sgveikos zonoS plociy atrankos rezultatai,
taikant vienos dalies atidéjimo kryzminj patikrinimg HER2 neamplifikuoty naviky

grupéje

NK ir SZ Lo - Modelio 2 p
derinys Modelio kintamieji pasikartojimai « reik§meé
NK; ir SZs IngBm,{’AeC(TO ir N1-3) 131 826 | 0,004
NK; ir SZs ggg—'s\ﬂCNtK 134 1004 | 0,002
CD8 t N
NK.ir Sz, | CDS_MC_t 133 1382 | 0,0002
CD8_sn_NK
CD8_t N
NK:irSZs | CDS_MC_t 131 1353 | 0,0002
CD8 _sn_NK
NKs ir SZs IngSmfeN(NO ir N1-3) 133 1102 | 0,0009
NKs ir SZ7 E'DgsmféN(No ir N1-3) 131 1287 | 0,0004
NKs ir SZo Ingg“tpeN(NO ir N1-3) 128 1264 | 0,0004

NK — naviko krastas; SZ — sgveikos zona; N — i$plitimas j sritinius limfmazgius; CD8 MC_t—
CDS8+ lagsteliy tankio masés centro vidurkis; CD8 sn_NK — CD8+ lgsteliy tankio standartinis
nuokrypis sgveikos zonos naviko krasto srityje; CD8 t N — CD8+ lasteliy tankio vidurkis
sgveikos zonos naviko srityje.

3.4 lentelé. Skirtingy naviko krasto ir sgaveikos zonos ploc¢iy atrankos rezultatai,
taikant vienos dalies atidéjimo kryZminj patikrinimg HER2 amplifikuoty naviky

grupéje

NK ir SZ Lo - Modelio 2 p
derinys Modelio kintamieji pasikartojimai X reik§meé
. N grupé (NO ir N1-3)

NKiirSZs | oo T 75 803 | 0,004

NKy ir SZ ngg“feN(NO ir N1-3) 79 810 | 0,004

NK( ir SZ; IngSY“tl’eN(NO ir N1-3) 107 804 | 0,005

NK1 ir SZo Ingguspne '(\11\:(() ir N1-3) 107 450 | 0,035
N grupé (NO ir N1-3)

NKsirSZs | CD8_t NK 111 524 | 0023
CD8_IN t
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N grupé (NO ir N1-3)
NKszirSZ; | CD8_t NK 110 5,24 0,023
CD8 IN_t

N grupé (NO ir N1-3)
NKs3irSZys | CD8 t NK 110 6,14 0,014
CD8 IN _t
NK — naviko krastas; SZ — saveikos zona; N — i§plitimas j sritinius limfmazgius; CD8 t N —
CD8+ lasteliy tankio vidurkis saveikos zonos naviko srityje; CD8 sn NK — CD8+ lasteliy
tankio standartinis nuokrypis saveikos zonos naviko krasto srityje; CD8 t NK — CD8+ lasteliy
tankio vidurkis saveikos zonos naviko krasto srityje; CD8 IN_t — CD8+ lasteliy tankio
imunonuokryc¢io vidurkis.

Abiejose naviky grupése apskaiCiuoti CD8+ lasteliy tankio ir
imunogradiento (masés centras ir imunonuokrytis) rodikliai naviko ir stromos
sgveikos zonos stromos, naviko krasto ir naviko srityse; CD8+ lasteliy tankis
taip pat apskai¢iuotas viso pjivio naviko ir stromos srityse (ne sgveikos
zonoje) (3.5 lentelé).

3.5 lentelé. CD8+ lasteliy tankio ir imunogradiento rodikliy aprasomoji statistika
HER2 neamplifikuoty (n = 158) ir amplifikuoty (n = 117) naviky grupése

CDS last. Neamplifikuota HER2 Amplifikuota HER2
imutr?:gkrigdi irento Pke bikle

rodikliai Vid. SN Mediana | Vid. SN |Mediana p

reik§mé

CD8_S 1356 | 1326 94,87 1544 | 1584 96,65 0,2457
CD8_N 109,1 | 1276 60,9 1309 | 176,7 72,25 0,6105
CD8_t_S 1731 | 1609 1223 1934 | 1783 | 131,83 0,2396
CD8_sn_S 268,1 | 157,6 228,8 286,7 | 58,5 245,14 0,2577
CD8_t_NK 1584 | 1739 101,1 184,5 | 201,5 | 109,35 0,1746
CD8_sn_NK 2295 | 1455 189,6 256,3 | 1429 | 226,36 0,0524
CD8_t_N 1009 | 1252 52,7 1219 | 181,22 57,93 0,618
CD8_sn_N 153,7 | 1158 1225 1733 | 1259 141,08 0,1592
CD8_MC_t -0,61 0,67 -0,64 -0,56 | 0,63 0,56 0,5245
CD8_MC_sn -0,64 0,48 -0,60 -0,56 | 0,45 -0,53 0,1917
CD8_IN_t 3,48 4,56 2,14 3,42 3,48 2,19 0,5683

CD8_Sir CD8_N — CD8+ Igsteliy tankio vidurkis (I3stelés/mm?) atitinkamai stromos ir naviko
audiniy srityse; CD8_t ir CD8_sn — CD8+ lasteliy tankio vidurkis ir standartinis nuokrypis
(Iastelés/mm?) saveikos zonos stromos (S), naviko krasto (NK) ir naviko (N) srityse; MC_t ir
MC_sn —atitinkamai CD8+ Iasteliy tankio masés centro vidurkis ir standartinis nuokrypis; IN_t
— CD8&+ lasteliy tankio imunonuokry¢io vidurkis; SN — standartinis nuokrypis.
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Tarp vidutinio CD8+ lgsteliy tankio viso pjiivio naviko ir stromos srityse
statistiskai reikSmingy skirtumy nenustatyta nei HER2 neamplifikuotuose, nei
amplifikuotuose navikuose (p > 0,05). Taciau vidutinis CD8+ lgsteliy tankis
sgveikos zonos stromos Srityje buvo reik§mingai didesnis nei naviko srityje ir
HER2 neamplifikuotuose, ir amplifikuotuose navikuose (p < 0,001) (3.9 pav.).
Didziausia CD8+ lgsteliy variacija nustatyta sgveikos zonoS Stromos srityje,
mazesné naviko krasto ir maziausia — naviko srityje HER2 neamplifikuoty
naviky grupéje (3.10 pav.). HER2 amplifikuotuose navikuose CD8+ lasteliy
variacija stromos srityje buvo didesné nei naviko srityje (p < 0,0001), ta¢iau
naviko krasto ir stromos srityse CD8+ lgsteliy i$sibarstymas buvo panasus (p
> 0,05). Palyginus CD8+ lasteliy tankio pasiskirstyma tarp HER2
neamplifikuoty ir amplifikuoty naviky grupiy, reikSmingy skirtumy né vienoje
i§ sgveikos zonos sri¢iy nenustatyta.
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3.9 pav. CD8+ lgsteliy tankio pasiskirstymas sgveikos zonos stromos (Zalia spalva) ir
navikinéje (raudona spalva) srityse HER2 neamplifikuoty (A) ir amplifikuoty (B)
naviky grupése.
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3.10 pav. CD8+ lasteliy tankio variacija sagveikos zonos stromos (zalia spalva), naviko
krasto (geltona spalva) ir navikinéje (raudona spalva) srityse HER2 neamplifikuoty
(A) ir amplifikuoty (B) naviky grupése.
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3.2.3. IHC, FISH, vidunavikinio heterogeniskumo ir CD8+ Igsteliy tankio
rodikliy faktoriné analizé

Faktorine analize jvertinti vidiniai variacijos veiksniai, nusakantys
tarpusavio sgsajas (daugybing koreliacijg) Siame Kintamyjy rinkinyje ir $iy
kintamyjy informatyvumg vidiniy veiksniy kontekste:

e [|HC: ER, PR, Ki67, HER2 (raiska, jvertinta %) ir HER2
membranos vientisumo parametras;

e FISH: HER2 kopijy skaicius, CEP17 kopijy skaicius,
HER2/CEP17 santykis, amplifikuoty lasteliy procentiné dalis
vertinant HER2 kopijy skai¢iy (amp % HER?2) ir HER2/CEP17
santykj (amp_%_S);

e vidunavikinio heterogeniSkumo: visy IHC kintamyjy Haralicko
teksttros (kontrasto, skirtingumo, entropijos, homogeniskumo,
energijos) ir bimodaliSkumo (ASmano D) parametrai;

e CD8+ limfocity tankio: vidurkiai ir standartiniai nuokrypiai
sgveikos zonos stromos, naviko krasto, naviko srityse (kiekybiniai
rodikliai) ir CD8+ lgsteliy masés centro vidurkis, standartinis
nuokrypis ir imunonuokrytis (erdviniai rodikliai).

Taip pat Siy kintamyjy tarpusavio rySiai jvertinti atliekant poring
koreliacijos analize abiejose HER2 neamplifikuoty ir amplifikuoty naviky
grupese.

Nustatyti labai stipris ryS$iai tarp Haralicko tekstiiros rodikliy (r > 0,9 arba
r > —0,9), galintys iskreipti tyrimo rezultatus ir jy interpretacija (rezultatai
pateikti atitinkamai 7 ir 8 prieduose). Todél, siekiant iSvengti
daugialypiskumo (angl. multicollinearity) ar isskirtinumo (angl. singularity)
tolesnéje analizé¢je vienos dalies atidéjimo kryzminio patikrinimo biuidu
atrinkta po vieng, prognoziskai stipriausig ER, PR, Ki67, HER2 ir HER2
membranos vientisumo kintamyjy tekstiros heterogeniSkumo rodiklj.
Atrankoje analizuoty modeliy, sudaryty i§ IHC, FISH, bimodaliskumo,
klinikos ir patologijos rodikliy bei vieno konkretaus Haralicko teksttiros
rodiklio, rezultatai pateikti 3.6 ir 3.7 lentelése, atitinkamai tiriamosiose HER2
neamplifikuoty ir amplifikuoty naviky grupése. Geriausi rezultatai gauti esant
entropijos parametrui: HER2 neamplifikuoty naviky grupéje modelis
pasikartojo 149 kartus, y?sieké 6,75 (p = 0,01), 0 amplifikuoty naviky grupéje
modelis pasikartojo 112 karty, ¥? sieké 6,42 (p = 0,01); todél faktorinése
analizése naudotas IHC Zymeny Haralicko tekstiiros entropijos rodiklis.
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3.6 lentelé. Haralicko tekstturos rodikliy atrankos rezultatai, taikant vienos dalies
atid¢jimo kryzminj patikrinimag HER2 neamplifikuoty naviky grupéje

Haralicko
tekstiuiros
rodikliai

Modelio kintamieji

Modelio
pasikartojimai

p

reik§meé

Energija

T grupé

HER2 MV

Ki67 %

HER2 MV _energija

135

4,17

0,04

Homogeniskumas

T grupé
HER2 MV
Ki67 %

130

6,62

0,01

Entropija

T grupé

HER2 MV

Ki67 %

HER2 MV _entropija

149

6,75

0,01

Kontrastas

T grupé
HER2 MV
Ki67 %

ER kontrastas

133

6,69

0,01

Skirtingumas

T grupe
HER2 MV
Ki67 %

130

6,62

0,01

HER2 — Zmogaus epidermio augimo veiksnio receptorius 2; MV — membranos vientisumas; T
— pirminis naviko dydis.

3.7 lentelé. Haralicko tekstiiros rodikliy atrankos rezultatai, taikant vienos dalies
atidéjimo kryzminj patikrinima HER2 amplifikuoty naviky grupéje

Haralicko Modelio
tekstiiros Modelio kintamieji oge0 e | P
rodikliai pasikartojimai reik§meé
Energija N grupé 108 6,12 0,01
N grupe
Homogeniskumas | HER2 MV 50 7,17 0,008
HER2 MV_homogen.
Entropija N grupe . 112 642 | 0,01
HER2 MV _entropija
Kontrastas N grupe 110 6,39 0,01
HER2 MV_Kkontrast.
Skirtingumas Ngrupe 88 489 | 0,03
HER2 MV _skirting.

HER2 — Zmogaus epidermio augimo veiksnio receptorius 2; MV — membranos vientisumas; N
— iSplitimas j sritinius limfmazgius.

Labai stipri koreliacija nustatyta ir tarp CD8+ lasteliy tankio kintamyjy —
vidurkiy ir standartiniy nuokrypiy (9 ir 10 priedai, atitinkamai HER2
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neamplifikuoty ir amplifikuoty naviky grupéms). Vienos dalies atidéjimo
kryZzminio patikrinimo btidu palyginti modeliai, sudaryti i§ (1) CD8+ lasteliy
tankio vidurkiy visose sgveikos zonos srityse bei klinikos ir patologijos
rodikliy ir i§ (2) CD8+ lasteliy tankio standartiniy nuokrypiy visose sgveikos
zonos srityse bei klinikos ir patologijos rodikliy. Pirmesniojojo (1) modelio
rezultatai (pasikartojo 150 karty, ¥*> = 6,78 (p = 0,009) neamplifikuotuose
navikuose ir 74 kartus, y*>= 7,9 (p = 0,005) amplifikuotuose navikuose)) buvo
Siek tiek geresni nei antrojo (2) (pasikartojo 147 kartus, y*> = 4,98 (p = 0,03)
neamplifikuotuose navikuose ir pasikartojo 77 kartus, ¥*> = 6,76 (p = 0,01)
amplifikuotuose navikuose)). Todél i faktoring analizg jtraukti CD8+ Iasteliy
tankio vidurkiy sgveikos zonos stromos ir naviko srityse kintamieji (CD8_t_S
ir CD8_t N); tatiau CD8+ lgsteliy tankio vidurkio sgveikos zonos naviko
krasto srityje Kintamasis (CD8_t_NK) labai stipriai koreliavo net su trimis
kintamaisiais, todél vietoj jo jtrauktas lasteliy tankio standartinio nuokrypio
sgveikos zonos naviko krasto srityje kintamasis (CD8_sn_NK).

Pagalinus labai stipriai koreliuojan¢ius kintamuosius, sudaryta faktorinés
analizés kintamyjy koreliacijy matrica (pateikta 11 ir 12 prieduose,
atitinkamai HER2 neamplifikuoty ir amplifikuoty naviky grupéms).
Tarpusavio koreliacijos rodo, kad kintamieji yra tinkami faktorinei analizei.

Duomeny tinkamuma faktorinei analizei patvirtino bendrasis visy
kintamyjy KMO rodiklis, kuris buvo 0,66 abiejose tirty naviky grupése. Jei
kintamojo KMO buvo mazesné nei 0,5, jis j faktorine analize nejtrauktas.
Bitent dél Sios priezasties j analize jtraukti ne HER2 % ir HER2 entropijos
kintamieji, 0 HER2 membranos vientisumas ir HER2 membranos vientisumo
entropija; be to, ER entropijos rodiklis buvo pakeistas kontrastu HER2
neamplifikuoty naviky grupéje (remiantis Haralicko tekstliros rodikliy
atrankos rezultatais 3.6 lentéje). HER2 amplifikuoty naviky grupéje né vieno
i§ HER2 membranos vientisumo Haralicko tekstiiros rodikliy KMO nesieké
0,5, todél jie j faktoring analize¢ nejtrauki. Abiejose, HER2 neamplifikuoty ir
amplifikuoty naviky, grupése nustatyta po 6 nepriklausomus veiksnius, kurie
kartu paaiSkino atitinkamai 74 % ir 80 % visos duomeny variacijos. Veiksniy
kriiviai, po varimax pasukimo, pavaizduoti 3.11 ir 3.12 pav., o jy struktiira
pateikta 13 ir 14 prieduose, atitinkamai HER2 neamplifikuoty ir amplifikuoty
naviky grupiy.

HER2 neamplifikuoty naviky grupéje 1-aji veiksnj apibtidino teigiami
CD8+ lgsteliy tankio visose sgveikos zonos srityse kintamyjy kriiviai; todél jis
buvo pavadintas CD8+ tankio veiksniu. Antraji veiksnj apibtdino teigiami
HER2 FISH kintamyjy (HER2 kopijy skai¢ius, HER2/CEP17 santykis,
amplifikuoty lasteliy procentiné dalis vertinant HER2 kopijy skaiciy ir
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amplifikuoty lasteliy procentiné dalis vertinant HER2/CEP17 santykj) kruviai;
sis veiksnys pavadintas amplifikacijos veiksniu. Treciaji veiksnj
charakterizavo didéjantis CD8+ lgsteliy tankis link sgveikos zonos naviko
srities (stipras teigiami CD8+ lasteliy tankio MC vidurkio ir standartinio
nuokrypio kintamyjy kriviai) ir vidutinis CD8+ tankio saveikos zonos naviko
srityje kravis; veiksnys pavadintas CD8+ tankio gradiento veiksniu. Ketvirtajj
veiksnj apibiidino stipris teigiami Ki67 raiskos bei Ki67 entropijos kintamyjy
kroviai. Penktajj veiksnj charakterizavo teigiami 2-y Haralicko tekstiros
rodikliy — HER2 membranos vientisumo entropijos ir ER kontrasto kriiviai bei
neigiamas ER raiskos kriivis; §is veiksnys interpretuotas kaip HER2&ER
heterogeniskumo veiksnys. Sestajj veiksnj apibtidino teigiami PR raiskos bei
PR entropijos kintamyjy kriiviai.

HER2 amplifikuoty naviky grupéje 1-asis veiksnys buvo amplifikacijos
veiksnys, 2-asis — CD8+ tankio veiksnys, 3-iasis — CD8+ tankio gradiento
veiksnys. Ketvirtgjj veiksnj charakterizavo stipriis teigiami Ki67 raiskos ir
Ki67 entropijos kintamyjy krtiviai bei vidutinis neigiamas ER raiskos kravis.
Penktajj veiksnj apibiidino teigiami abiejy hormony receptoriy rai§kos bei PR
entropijos kintamyjy kriiviai. Sestajj veiksnj charakterizavo stiprus teigiamas
HER2 membranos vientisumo kintamojo kraivis.
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3.11 pav. Pasukty veiksniy kriiviai HER2 neamplifikuoty naviky grupéje: (A) 1-0jo
ir 2-0jo, (B) 1-o0jo ir 3-iojo, (C) 1-ojo ir 4-0jo, (D) 1-ojo ir 5-0jo, (E) 1-0jo ir 6-0jo
veiksniy kriiviai.

HER2/CEP17_S — HER2/CEP17 santykis; amp_%_S ir amp_%_HER2 — amplifikuoty lasteliy
procentiné dalis vertinant HER2/CEP17 santykj ir HER2 kopijy skai¢iy; CD8 MC t ir
CD8_MC_sn — atitinkamai CD8+ lasteliy tankio masés centro vidurkis ir standartinis
nuokrypis; CD8_t_S, CD8_t_N — atitinkamai CD8+ Iasteliy tankio vidurkis (lastelés/mm?)
sgveikos zonos stromos (S) ir naviko (N) srityse; CD8 sn NK — lIgsteliy tankio standartinis
nuokrypis saveikos zonos naviko krasto (NK) srityje;, HER2 MV — HER2 membranos
vientisumas.

95



>

1.0

0.5

0.0

2 veiksnys (20.17%)

-0.5

-1.0

0

1.0

0.5

0.0

-0.5

4 veiksnys (16.09%)

-1.0

m

1.0

0.5

0.0

6 veiksnys (9.42%)

-0.5

-1.0

CD8_I_S

% DB_sn_NK
]

_t_|

CD8_tI_N

HERZICEP17_S

ER_entropija COB MC en
CD8_MC_t R2 kopljy sk
KIETH a w s

En%".xisr _entropiia =

e

PR_entropija .. PR%  amp_%_HER2
HER2 MV

1.0

05 0.0 05 1.0

1 veiksnys (20.70%)

KiGT%
vy

KIiET_entropia

amp_%_HER2
CcD&_t_S

co8_sn HK-.—? HERZ2 kopijy k.
T .
/C'F— WHERZICEP17_S®
PR_entrapija e PR% amp_%_S
ER%

p ER_entropija

1.0

05 0.0 05 1.0

1 veiksnys (20.70%)

L]
HERZ MV

-

ER%
ER_entrapija @
PR_amronua.o

amp_%_5S
HER2/CEP17_S

PR%

L
CD8_t & amp_%_HER2

L ]
HERZ kopijy sk.

1.0

05 0.0 05 1.0

1 veiksnys (20.70%)

3 veiksnys (17.62%)

=)

5 veiksnys (16.00%)

1.0

0.5

0.0

-0.5

-1.0

1.0

b
tn

o
o

o
tn

-1.0

CDB_MC_t
COE_MC_sn

CDB_LN
®

CDE_sn_NK

- HERZ Kepijy sk.
KiBT%, P

ER_entropija
HERZ MV PR%
PR_antfopija amn_%_HEzi?
CD8_LS® | thoicep17_ahip_%_S
ER% KiB7_entroplja

-1.0 -0.5 0.0 05 1.0
1 veiksnys (20.70%)
PR%
®
PR_entrapija
.
ER%
amp_%_HERZ2
[]
ER_antropila Hem2 kopijuy sk.
HERZMY HERZICEF1 r_g
Ki6T% 0 D8 _sn_NK
KiBT_entropija amp_%_5S
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

1 veiksnys (20.70%)

3.12 pav. Pasukty veiksniy kriiviai HER2 amplifikuoty naviky grupéje: (A) 1-0jo ir
2-0jo, (B) 1-o0jo ir 3-iojo, (C) 1-0jo ir 4-0jo, (D) 1-ojo ir 5-0jo, (E) 1-ojo ir 6-0jo
veiksniy kriiviai.
HER2/CEP17_S — HER2/CEP17 santykis; amp_%_S — amplifikuoty lasteliy procentiné dalis
vertinant HER2/CEP17 santykj; amp_% HER2 — amplifikuoty lasteliy procentiné dalis
vertinant HER2 kopijy skai¢iy; CD8 MC tir CD8_MC _sn — atitinkamai CD8+ lasteliy tankio
masés centro vidurkis ir standartinis nuokrypis; CD8 t S, CD8 t N — atitinkamai CD8+
Igsteliy tankio vidurkis (lastelés/mm?) sgveikos zonos stromos (S) ir naviko (N) srityse ;
CD8_sn_NK —1asteliy tankio standartinis nuokrypis sgveikos zonos naviko krasto (NK) srityje;
HER2 MV — HER2 membranos vientisumas.
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3.2.4.1HC, FISH, vidunavikinio heterogeniskumo, CD8+ Igsteliy tankio,
klinikos ir patologijos rodikliy prognoziné reikSme

Prognozinis klinikos ir patologijos, IHC, FISH, vidunavikinio
heterogeniskumo, CD8+ lasteliy tankio ir imunogradiento rodikliy
potencialas, siekiant prognozuoti pacienciy bendrajj iSgyvenamuma, istirtas
vienaveiksne regresijos analize. Nustatyti statistiSkai reikSmingi rodikliai
HER2 neamplifikuoty ir amplifikuoty naviky grupése pateikti 3.8 lenteléje.
HER2 neamplifikuoty naviky grupéje nustatyta, kad auksStesné pirminio
naviko i$plitimo kategorija (pT3—4), naviko iSplitimas j limfmazgius, didesni
saveikos zonos CD8+ lgsteliy tankio stromos srityje, CD8+ lasteliy tankio
standartinio nuokrypio saveikos zonos stromos ir naviko krasto srityse, CD8+
lasteliy tankio imunonuokry¢io rodikliai bei didesni Haralicko tekstiiros
rodikliai, atspindintys HER2 procentinés raiskos ir HER2 membranos
vientisumo homogeniskumg (energija, homogeniS§kumas), buvo statistiskai
reik§mingai susije su trumpesniu pacienciy iSgyvenamumu (p < 0,05); didesni
HER2 raiSkos lygio, CD8+ Igsteliy tankio ir jo standartinio nuokrypio
sgveikos zonos naviko srityje, CD8+ lgsteliy masés centro ir jo standartinio
nuokrypio rodikliai, taip pat didesni Haralicko tekstiiros rodikliai, atspindintys
HER2 procentinés raiskos ir HER2 membranos vientisumo heterogeniskuma
(entropija, kontrastas ir skirtingumas), buvo statistiskai reik§mingai susij¢ su
ilgesniu pacienciy isgyvenamumu (p < 0,05). HER2 amplifikuoty naviky
grupéje nustatyta reikSminga sgsaja tarp trumpesnio pacienciy iSgyvenamumo
ir aukstesnés pirminio naviko i$plitimo kategorijos (pT3—4), naviko isplitimo
| limfmazgius, didesnio CD8+ lasteliy tankio imunonuokrycio, HER2
membranos vientisumo homogeniskumo, Ki67 entropijos ir PR AshD
(bimodaliskumo) rodikliy (p < 0,05) ir tarp ilgesnio pacienciy i§gyvenamumo
ir didesnio CEP17 kopijy skaic¢iaus, CD8+ lgsteliy tankio sgveikos zonos
naviko ir naviko krasto srityse, CD8+ lgsteliy tankio standartinio nuokrypio
saveikos zonos naviko srityje, CD8+ Igsteliy masés centro, HER2 entropijos,
HER2 membranos vientisumo kontrasto ir skirtingumo rodikliy (p < 0,05).
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3.8 lentelé. IHC, FISH, vidunavikinio heterogeniskumo, CD8+ lasteliy tankio bei
klinikos ir patologijos rodikliy vienaveiksnés regresijos analizés taikant logranginj
kriterijy pacienCiy iSgyvenamumui prognozuoti, rezultatai HER2 neamplifikuoty ir
amplifikuoty naviky grupése.

Rodikliai RS 95 % PI p Slenkstiné
reik§mé reik§mé
HER2 neamplifikuoty naviky grupé
pT stadija 4,41 1,30-14,97 0,0173 -
(pT1-2 pries pT3-4)
pN stadija 3,2 1,30-7,86 0,0111 -
(pNO pries pN1-3)
HER2 % 0,25 0,11-0,62 0,001 16,62
HER2 MV 0,12 0,05-0,32 < 0,0001 23,19
HER2_kontrastas 0,22 0,09-0,52 0,0002 0,65
HER2_skirtingumas 0,21 0,08-0,55 0,0005 0,44
HER2_entropija 0,23 0,10-0,56 0,0004 2,92
HER2_energija 4,28 1,81-10,08 0,0003 0,17
HER2_homogeniskumas 2,95 1,26-6,90 0,009 0,72
HER2 MV _Kkontrastas 0,37 0,14-0,94 0,029 0,41
HER2 MV _skirtingumas 0,36 0,14-0,92 0,025 0,34
HER2 MV _entropija 0,31 0,13-0,72 0,004 2,31
HER2 MV _energija 3,25 1,36-7,79 0,005 0,32
HER2 MV_homogeniskumas 2,9 1,18-7,13 0,015 0,83
ER_kontrastas 0,21 0,05-0,91 0,021 1,34
CD8 N 0,37 0,16-0,87 0,017 3,25
CD8_MC_t 0,2 0,08-0,49 < 0,0001 -1,46
CD8 MC sn 0,36 0,15-0,84 0,013 -1,08
CD8 t S 3,22 0,94-11,05 0,049 6,10
CD8 sn_S 2,65 1,08-6,51 0,027 5,45
CD8_sn_NK 2,81 1,21-6,54 0,012 5,54
CD8 t N 0,3 0,13-0,71 0,003 2,97
CD8 sn_N 0,35 0,14-0,85 0,016 3,94
CD8_IN_t 3,49 1,51-8,06 0,002 1,49
HER?2 amplifikuoty naviky grupé
pT stadija 3,49 1,01-12,05 0,049 -
(pT1-2 pries pT3-4)
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pN stadija 3,2 1,31-7,83 0,011 -
(pNO pries pN1-3)

CEP17 kopijy skaicius 0,25 0,09-0,68 0,003 1,93
HER2_entropija 0,4 0,16-1.02 0,047 3,98
HER2 MV_kontrastas 0,32 0,12-0,85 0,016 0,44
HER2 MV _skirtingumas 0,35 0,14-0,88 0,019 0,39
HER2 MV_homogeniskumas 2,49 0,99-6,27 0,044 0,81
Ki67_entropija 2,39 0,99-5,77 0,044 3,18
PR_AshD 3,72 1,35-10,26 0,006 3,66
CD8_N 0,38 0,16-0,91 0,024 3,58
CD8_MC_t 0,41 0,17-0,99 0,041 -0,89
CD8_t NK 0,37 0,15-0,89 0,021 4,22
CD8 t N 0,34 0,13-0,89 0,021 2,80
CD8_sn_N 0,35 0,14-0,89 0,022 4,35
CD8_IN_t 3,05 1,24-7,48 0,01 1,23

HER2 — Zmogaus epidermio augimo veiksnio receptorius 2; MV — membranos vientisumas; T
— pirminis naviko dydis; N — iSplitimas j sritinius limfmazgius; CEP17 — 17 chromosomos
centromerg Zymintis zondas; CD8_N — CD8+ lgsteliy tankio vidurkis (Igstelés/mm?) naviko
audinio srityje; MC_t ir MC_sn — atitinkamai CD8+ lasteliy tankio masés centro vidurkis ir
standartinis nuokrypis; CD8_t ir CD8_sn — CD8+ lasteliy tankio vidurkis ir standartinis
nuokrypis (Igstelés/mm?) saveikos zonos stromos (S), naviko krasto (NK) ir naviko (N) srityse;
IN_t — CD8+ lasteliy tankio imunonuokry¢io vidurkis; AshD — ASmano D bimodaliskumo
rodiklis.

Vienaveiksne regresijos analize nustatyty rodikliy, turin¢iy reikSminga
jtaka iSgyvenamumui, nepriklausoma verté analizuota daugiaveiksne Kokso
regresijos analize. Abiejose pagal HER2 geno bukle atskirtose grupése
sudaryti trijy tipy prognoziniai modeliai i§ skirtingy rodikliy rinkiniy: 1)
modeliai, apimantys Klinikinius, patologinius, IHC, FISH ir vidunavikinio
heterogeniskumo rodiklius; 2) modeliai, apimantys klinikinius, patologinius
ir CD8+ lasteliy tankio bei imunogradiento rodiklius; 3) modeliai, apimantys
1-0jo ir 2-ojo modeliy rodiklius (3.9 ir 3.10 lentelés atitinkamai HER2
neamplifikuoty ir amplifikuoty naviky grupéms).

HER2 neamplifikuotoje grupéje 1-ajame modelyje nustatyti trys
nepriklausomi geros prognozés rodikliai: didesni HER2 membranos
vientisumo, HER2 membranos vientisumo entropijos ir ER kontrasto
(atitinkamai p = 0,0007; p = 0,0341 ir p = 0,0449) rodikliai prognozavo ilgesnj
pacienciy iSgyvenamuma, aukStesné pirminio naviko iSplitimo kategorija
buvo susijusi su trumpesniu pacienéiy iSgyvenamumu (p < 0,0014). 2-ajame
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modelyje nustatyti trys nepriklausomi rodikliai: didesnis CD8+ lasteliy tankis
saveikos zonos naviko srityje ir didesnis CD8+ lasteliy tankio masés centras
buvo susije su geresne pacienciy iSgyvenamumo prognoze (atitinkamai p =
0,0079 ir p = 0,0014), 0 CD8+ lgsteliy tankio variacija sgveikos zonos naviko
krasto srityje buvo susijusi su trumpesniu pacien¢iy isgyvenamumu (p =
0,0002). Visi Sie trys rodikliai turéjo nepriklausomg verte ir 3-iajame modelyje
ir gerokai sustiprino jo prognozine galig (TS: 56,1, p < 0,0001, palyginti su 1-
0jo modelio TS: 27,1, p < 0,0001). HER2 amplifikuotoje grupéje 1-0jo tipo
modelyje (4 modelis) nustatyti didesni HER2 membranos vientisumo
kontrasto ir CEP17 kopijy skaiciaus (atitinkamai p = 0,0367 ir p = 0,0035)
rodikliai buvo ilgesnio pacienciy iSgyvenamumo Vveiksniai, 0 naviko
iSplitimas j limfmazgius prognozavo trumpesnj pacienciy isgyvenamuma (p =
0,0018). Penktajame modelyje (2-0jo tipo modelis) nustatytas didesnis CD8+
lasteliy tankis sgveikos zonos naviko srityje buvo nepriklausomas ilgesnio
pacienéiy iSgyvenamumo prognozinis rodiklis (p = 0,0047), o naviko
iSplitimas j limfmazgius prognozavo trumpesnj pacienciy isgyvenamuma (p =
0,0023). Sestajame modelyje (3-iojo tipo modelis) taip pat CD8+ lasteliy
tankio bei imunogradiento rodikliy prijungimas sustiprino modelio galig (TS:
29,03, p < 0,0001 palyginti su 4-ojo modelio TS: 17,64, p < 0,0005).

Visi modeliai patvirtinti vienos dalies atidé¢jimo kryzminés patikros budu
(15 ir 16 priedai atitinkamai HER2 neamplifikuoty ir amplifikuoty naviky
grupéms).

3.9 lentelé. Daugiaveiksné prognoziniy veiksniy, susijusiy su pacienéiy bendruoju
iSgyvenamumu, regresijos analizé HER2 neamplifikuoty naviky grupéje.

Rodiklis ] RS \ 95 % PI p reik§mé
1 modelis (TS: 27,1, p < 0,0001)
pT stadija 6,04 2,31-33,04 0,0014
(pT1-2 pries pT3-4)
HER2 MV 0,18 0,07-0,48 0,0007
HER2 MV _entropija 0,37 0,15-0,93 0,0341
ER_kontrastas 0,21 0,05-0,97 0,0449
2 modelis (TS: 28,26, p < 0,0001)
CD8 MC t 0,14 0,04-0,47 0,0014
CD8 t N 0,23 0,08-0,68 0,0079
CD8_sn_NK 9,45 2,9-30,78 0,0002
3 modelis (TS: 56,05, p < 0,0001)
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pT stadija 13,65 3,05-61,03 0,0006
(pT1-2 pries pT3-4)

HER2 MV 0,17 0,05-0,66 0,0102
HER2 MV_entropija 0,33 0,13-0,88 0,0263
ER_kontrastas 0,16 0,03-0,80 0,0258
CD8_MC_t 0,223 0,08-0,64 0,0053
CD8_t_ N 0,147 0,05-0,47 0,0013
CD8_sn_NK 7,82 2,63-23,28 0,0002

HER2 — Zmogaus epidermio augimo veiksnio receptorius 2; MV — membranos vientisumas; T
— pirminis naviko dydis; CD8_MC_t — CD8+ lasteliy tankio masés centro vidurkis; CD8_t_N
— CD8+ lasteliy tankio vidurkis saveikos zonos naviko srityje; CD8 sn NK — CD8+ lasteliy
tankio standartinis nuokrypis sgveikos zonos naviko krasto srityje.

3.10 lentelé. Daugiaveiksné prognoziniy veiksniy, susijusiy su pacienciy bendruoju
iSgyvenamumu, regresijos analizé HER2 amplifikuoty naviky grupéje.

Rodiklis \ RS \ 95 % PI p reik§mé
4 modelis (TS: 17,64, p = 0,0005)
PN stadija 4,75 1,77-12,62 0,0018
(pNO pries pN1-3)
HER2 MV _Kkontrastas 0,35 0,13-0,94 0,0367
CEP17 kopijy skai¢ius 0,191 0,06-0,58 0,0035
5 modelis (TS: 12,52, p = 0,0019)
pN stadija

) 4,55 1,72-12,06 0,0023
(pNO pries pN1-3)
CD8 t N 0,22 0,08-0,63 0,0047
6 modelis (TS: 29,03, p < 0,0001)
PN stadija 7,985 2,7-23,63 0,0002
(pNO pries pN1-3)
HER2 MV _kontrastas 0,243 0,09-0,69 0,0077
CEP17 kopijy skai¢ius 0,135 0,04-0,44 0,0008
CD8 t N 0,117 0,04-0,37 0,0002

HER2 — zmogaus epidermio augimo veiksnio receptorius 2; MV — membranos vientisumas;
CEP17 — 17 chromosomos centromera zZymintis zondas; N — i§plitimas  sritinius limfmazgius;
CD8_t_N — CD8+ lasteliy tankio vidurkis sgveikos zonos naviko srityje.

Nustatyty reik§mingy nepriklausomy rodikliy Kaplano ir Mejerio
iSgyvenamumo kreivés pateiktos 3.13 ir 3.14 pav. atitinkamai HER2
neamplifikuoty ir amplifikuoty naviky grupéms.
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3.13 pav. Kaplano ir Mejerio iSgyvenamumo kreivés, vaizduojanéios bendrojo
iSgyvenamumo ir nepriklausomy prognoziniy rodikliy sasajas pacienciy, kurioms
nenustatyta HER2 geno amplifikacija, grupéje.
HER2 — Zmogaus epidermio augimo veiksnio receptorius 2; MV — membranos vientisumas; ER
— estrogeny receptoriai; CD8 MC t— CD8+ lasteliy tankio masés centro vidurkis; CD8 t N —
CD8+ lasteliy tankio vidurkis sgveikos zonos naviko srityje; CD8 sn NK — CD8+ lasteliy
tankio standartinis nuokrypis sgveikos zonos naviko krasto srityje; T — pirminis naviko dydis.
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3.14 pav. Kaplano ir Mejerio iSgyvenamumo kreivés, vaizduojancios bendrojo
iSgyvenamumo ir nepriklausomy prognoziniy rodikliy sasajas pacienciy, kurioms
nustatyta HER2 geno amplifikacija, grupéje.

HER2 — Zmogaus epidermio augimo veiksnio receptorius 2; CEP17 — 17 chromosomos
centromerg Zymintis zondas; MV — membranos vientisumas; CD8_t_N — CD8+ lasteliy tankio
vidurkis sgveikos zonos naviko srityje; N — i$plitimas j sritinius limfmazgius.

3.2.5. Sudétinis nepriklausomy SZ-0s CD8+ tankio rodikliy prognozinis
jvertis pacienciy, kurioms nenustatyta HER2 geno amplifikacija, grupéje

Siekiant papildomai jvertinti prognozing nepriklausomy CD8+ limfocity
erdvinio pasiskirstymo rodikliy, nustatyty daugiaveiksnés Kokso regresijos
analizés buidu HER2 neamplifikuoty naviky grupéje, galia, apskaiciuotas
sudétinis sgveikos zonos CD8+ tankio rodikliy prognozinis jvertis. Tuo tikslu
susumuoti rodikliy, pagal mazas / dideles vertes priskirty atitinkamai
kategorijai, balai: dideliy CD8 MC_t ir CD8_t N rodikliy veréiy
kategorijoms suteiktas 1 balas, mazy — 0 baly; didelei CD8 _sn_NK rodiklio
vertei suteikta 0 baly, mazai — 1 balas. Sis prognozinis jvertis leidzia patikimai
stratifikuoti pacientus j tris prognozines grupes, kuriy penkeriy mety bendrojo
iSgyvenamumo tikimybés buvo 98 %, 80 % ir 49 %, kai rodikliy baly jver¢iai
yra atitinkamai 3, 2 ir 1 (3.15 pav.). Pacienciy, kuriy visiems trims rodikliams
bty suteikta 0 baly, hebuvo.
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3.15 pav. Prognoziniy grupiy, gauty apskaiciavus sudétinj sgveikos zonos CD8+
tankio rodikliy prognozinj jvertj pacienciy, kurioms nenustatyta HER2 geno
amplifikacija, grupéje, bendrojo i§gyvenamumo Kaplano ir Mejerio kreivé.

3.2.6. PR ir HER2 biozymeny raiskos sasajy tyrimai

PR ir HER2 biozymeny raiskos sasajos analizuotos 154 HER2
neamplifikuotuose ir 94 amplifikuotuose atvejuose (visy iméiy nebuvo
galimybés istirti dél tiriamosios medziagos trikumo). Tuo tikslu atliktas
dvigubas siy IHC Zymeny dazymas ir jy skaitmeniné vaizdo analizé pasitelkus
SeSiakampiy gardeliy analitika.

Nustatyta, kad abiejy baltymy koekspresija lgstelése yra labai reta:
dvigubai teigiamy lasteliy mediana buvo 0,11 % ir 0,35 %, o maksimali — 5,88
% ir 4,31 % atitinkamai HER2 neamplifikuoty ir amplifikuoty naviky grupése.

Taciau, nepaisant nepriklausomos PR ir HER2 raiskos lasteléje, buvo
iSkelta hipoteze apie galimg regioning abiejy Zymeny sgveika, kuri galéty
paaiskinti prognoziniuose modeliuose nustatytus heterogeniskumo matmenis.
Atlikus poring koreliacijos analizg¢ tarp PR ir HER2 baltymus ekspresuojanciy
lasteliy kiekviename SeSiakampyje, HER2 neamplifikuotoje imtyje gauta
statistiskai reikSminga pacienéiy stratifikacija | prognozines grupes;
neigiamas regioninis PR ir HER2 rySys buvo susijes su geresne pacienciy
bendrojo i§gyvenamumo prognoze (3.16 pav.).
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Egyvemimo trukme, meta
3.16 pav. Kaplano ir Mejerio iSgyvenamumo kreivé, vaizduojanti regioninio PR ir

HER2 ryS$io sasaja su bendruoju i§gyvenamumu pacien¢iy, kurioms nenustatyta HER2
geno amplifikacija, grupéje.

Siekiant iSaiSkinti abiejy biozymeny tarpusavio priklausomybes,
nubraizyti iSsibarstymo grafikai tarp PR ir HER2 baltymus ekspresuojanciy
lasteliy (%) ir viso lgsteliy skaiciaus kiekviename $eSiakampyje. Rasta jvairiy
abiejy zymeny pasiskirstymo formy. Pateiktuose pavyzdziuose matyti, kad,
didéjant navikiniy lasteliy skaiciui SeSiakampiuose, vyksta pasikeitimas tarp
PR ir HER2 teigiamy lasteliy proporcijy (3.17 1-4 A, 1-4 B pav.). Kitaip
tariant, lokalus PR raiskos sumazéjimas, HER2 ekspresuojanciy lasteliy
padidéjimas ir kartu vykstantis lokalus naviko Igsteliy sutankéjimas
(lastelingumo padidé¢jimas) gali reprezentuoti lokaly lasteliy profilio
transformacijy procesa naviko mikroaplinkoje. 17 priede pateikti Kiti PR ir
HER?2 regioniniy sgveiky formy pavyzdZziai. Taip pat, apskai¢iave HER2
ekspresuojanéiy lgsteliy (%) ir PR ekspresuojanéiy lgsteliy (%) santykio
logaritmg (log sHER2/PR) ir padauging jj i$ viso lgsteliy skaiciaus, galéjome
nubraizyti regioninés abiejy zZymeny ekspresijos zemélapius (3.17, 1-4 C
pav.), kuriuose parodéme PR ir HER2 sgveiky variacijg ir ,.karStus taskus®.

Sis ,regioninis i§ PR j HER2 ir biidingu padidéjusiu Igstelingumu*
transformacijos reiskinys, kuris yra jvairaus masto ir pasiskirstymo navikuose,
nustatytas 10 ir 12 atvejy atitinkamai HER2 neamplifikuoty ir amplifikuoty
naviky grupése (3.17 1-4 A, 1-4 B pav.). Daugumoje $iy atvejy buvo
nustatytas padidéjes CEP17 kopijy skai¢ius (5 ir 9 HER2 atitinkamai
neamplifikuotuose ir amplifikuotuose navikuose). Be to, 6 i$ Siy atvejy buvo
jvertinti kaip HER2 FISH paribiniai pagal 2013 m. ASCO/CAP gaires (22), 0
4 18 jy dar buvo ir genetiskai heterogeniski (25).
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3.17 pav. Keturiy atvejy, kai nustatytas transformacijos i§ PR vyraujancios raiskos j
HER2 dominuojancia, reiskinys, iSsibarstymo grafikai ir zemélapiai HER2
neamplifikuotuose (1 A-C, 2 A-C) ir amplifikuotuose (3 A-C, 4 A-C) navikuose.
(1-4 A) issibarstymo grafikai, kuriuose Y aSyje atidéti PR % (mélyni burbuliukai) ir
HER2 % (raudoni burbuliukai), o X asyje — visy lgsteliy skai¢ius. Norint parodyti
abiejy baltymy ekspresija tame pacCiame SeSiakampyje, tas pats burbuliukas
pavaizduotas du kartus. (14 B) issibarstymo grafikai, kuriuose Y asyje atidétas log
SHER2/PR, o X aSyje — visy lasteliy skaiGius. (1-4 C) Zemélapiai, vaizduojantys
erdvinj PR ir HER2 rai$kos heterogeniSkuma navikuose. Spalvy juosta koduoja log
sHER2/PR lygj: mélyna spalva apacioje rodo maziausig reik§me, o raudona spalva
virSuje rodo didZiausia reikSme. Pilka spalva pazyméti SeSiakampiai, kuriuose
biozymeny raiskos néra.
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4. REZULTATU APTARIMAS
4.1.Skaitmeniné HER2 FISH vaizdo analizé

Disertaciniame darbe istirta galimybé automatizuotai vertinti HER2 geno
bukle krities vézio audinyje taikant FISH skaitmening vaizdo analize¢
(StrataQuest v.205 programa (TissueGnostics, Austrija)). I$analizavus 50
IHC paribiniy kraties karcinomos atvejy, nustatyta, kad automatiniu HER2
FISH vaizdy analizés badu nustatomi vidutiniS$kai mazesni HER2 ir CEP17
tasky skaicius bei HER2/CEP17 santykis nei vertinant mikroskopu (zr. 3.1.1
skyriy), todél skaitmeniné vaizdo analizé negali biiti naudojama kaip klinikinj
sprendimg padedanti priimti priemoné vertinant HER2 geno raiska. Nuokrypi
labiausiai salygojo analizuojamy lasteliy atrankos skirtumai minétais tyrimo
budais: mikroskopu jvertinamas ribotas lasteliy skaicius atkreipiant démesj |
Hitartinesnius® (galbait amplifikuotus) branduolius su gausesniais HER2
signalais, o skaitmenine analize jvertinami visi algoritmo aptikti branduoliai.

Taciau skaitmeninés vaizdo analizés suteikiami didelio pajégumo ir
neselektyvaus navikiniy lasteliy tyrimo pranaSumai buvo panaudoti kuriant
objektyvius kiekybinius vidunavikinio HER2 heterogeniskumo rodiklius. Be
to, darbe parodyta, kad AD atskleidé tolydy amplifikuoty lasteliy dalies
pasiskirstyma, 0 to negalima nustatyti vertinant mikroskopu. AD taip pat leido
gauti vidunavikinio heterogeniSkumo charakteristikas, pagristas ne
amplifikuoty lagsteliy dalimi, o bimodaliSkumo rodikliais. Galiausiai,
automatinis tyrimo metodas leido isskirti tiesiSkai nepriklausomus
amplifikacijos, padidéjusio CEP17 kopijy skaiciaus ir bimodaliskumo
jver¢ius, 0 paskui ir stratifikuoti navikus j vienmodalinius ir bimodalinius;
pastaroji kategorija tik i§ dalies sutapo su genetiskai heterogeniskais atvejais,
apibréztais pagal ASCO/CAP gairése nurodytg apibrézima (25).

Klinikinis HER2 FISH neamplifikuoty ir amplifikuoty atvejy tyrimas yra
gana nesudétingas, ta¢iau nemazy sunkumy kelia paribiniy atvejy vertinimas
tiek tradiciniu mikroskopavimo, tiek skaitmeninés vaizdo analizés metodais
(226, 227, 390). Patikimy, jrodymais pagristy analizés metody poreikj rodo
tai, kad dabartiniai terapiniai sprendimai priimami remiantis riboto lasteliy
skaiCiaus analize, kuri turi atspindéti egzistuojancia lasteliy jvairove HER2
kopijy skaiciaus atzvilgiu, ir kiek dirbtiniais apibrézimais ir slenkstinémis
reikSmémis. Viename i§ naujesniy tyrimy nustacius, kad dabartinis
ASCO/CAP reikalavimas istirti tik 40 navikiniy lasteliy yra arti klaidingo
jvertinimo ribos (ypa¢ esant paribiniams ir heterogeniSkiems atvejams),
siiloma didinti analizuojamy lasteliy skai¢iy, kartu | pagalbg pasitelkiant ir
skaitmening vaizdo analiz¢ (275). Vietoj vizualaus riboto lasteliy skaic¢iaus
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vertinimo didelio pajégumo vaizdo analizés taikymas gali suteikti papildoma
verte jveikiant jprasto HER2 tyrimo apribojimus, ypa¢ tobulinant genetinio
heterogeniskumo savoka ir atskleidziant CEP17 variabilumo jtaka teisingai
testo rezultaty interpretacijai.

Darbe pademonstruota, kad matematiniai bimodaliSkumo rodikliai,
apskaiciuoti i§ AD, yra tiesiskai nepriklausomi nuo HER2 amplifikacijos ar
padidéjusio CEP17 kopijy skai¢iaus (ar HER2/CEP17 santykio). Todél jie gali
biti naudojami kaip objektyvis ir kiekybiniai vidunavikinio heterogeniskumo
matavimo jrankiai, pagristi tikra vidunavikine variacija. Toks vidunavikinio
heterogeniskumo matavimo biidas yra pranaSesnis uz genetinio
heterogeniskumo koncepcijg, kuri remiasi tik amplifikuoty lasteliy dalimi ir,
kaip pademonstruota Chang ir bendraautoriy (23), yra priklausoma nuo
bendro amplifikacijos lygio. Si sasaja buvo pastebéta ir miisy tyrime (3.2 (c)
pav.). Bimodaliskumo rodikliai atspindi tirtos lasteliy populiacijos
pasiskirstymo struktiirg, todél, kitaip nei ASCO/CAP gairése apibrézta
genetinio heterogeniskumo samprata (22, 25), perteikia informacija apie
skirtingas naviky heterogeniSkumo charakteristikas. Pabréztina, kad miisy
tyrime nustatytas tik dalinis genetiskai heterogenisky ir bimodaliniy (AshD >
2) atvejy sutapimas. Be to, atlikus eksperimentg, kuriame buvo modeliuojami
atsitiktiniai skirtingi imties dydziai, nustatyta, kad, norint patikimai aptikti
HER2 amplifikacijos bimodaliSkumo pozym;j kriities véZiniame audinyje,
reikia maziausiai 800 lgsteliy. Nors, siekiant nustatyti optimaly reikalinga
lasteliy éminiy kiekj, reikéty §j eksperimentg atlikti sukaupus didesnius
duomeny rinkinius, akivaizdu, kad mikroskopinio vertinimo pajégumas Siam
reiSkiniui atskleisti yra per mazas.

Dar viena automatinés vaizdo analizés didelio pajégumo teikiama
potenciali HER2 FISH tyrimo nauda yra susijusi su galimybe neselektyviai
istirti navikiniy lgsteliy pasiskirstymg ir aptikti retai iSsibarsCiusias
amplifikuotas lgsteles didelése lgsteliy populiacijose. Misy tyrime
automatiniu biidu ir mikroskopu jvertinty duomeny palyginimas atsizvelgiant
i ASCO/CAP genetinio heterogeniskumo apibrézimg (25) atskleidé
specifinius amplifikuoty lasteliy pasiskirstymy skirtumus (3.2 (a), (c), (e)
pav.). Visi mikroskopu nustatyti genetiskai heterogeniski atvejai (n = 8) turéjo
maziausiai 28 % amplifikuoty lasteliy, tatiau zemesniame intervale (nuo 5 iki
28 %) tokiy atvejy nenustatyta. Biitent zemesniame diapazone automatiniu
budu i§ 36 galbiit genetiSkai heterogenisky nustatyty atvejy net 24 turéjo
amplifikuoty lagsteliy intervale nuo 5 % iki 21 %.

Sis neatitikimas gali bati susijes su tuo, kad amplifikuotos lastelés yra
iSsibarsciusios po audinj ir jy galima nepastebéti dél didelio mikroskopuojamo
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audinio ploto. Patikrinus $ig hipoteze, nustatyta, kad vidutinis atstumas tarp
amplifikuoty branduoliy buvo reikSmingai didesnis atvejais, Kuriais
heterogeniSkumas mikroskopu nebuvo aptiktas (3.3 pav.). Diapazonas,
kuriame nustatytas amplifikuoty lasteliy procentinés dalies vertinant
mikroskopu triikumas, atitinka kity tyréjy praneSimuose iSkeltas abejones dél
gairése apibrézty genetinio heterogeniSkumo slenkstiniy verc¢iy: klausimas dél
apatinés slenkstinés genetinio heterogeniskumo ribos (5 %) tinkamumo kyla
dél galin¢ios bati klaidingos atvejy klasifikacijos kaip genetiskai
heterogenisky, kai juose randama tik 1 i§ 20 lasteliy, kuriy HER2/CEP17
santykis > 2,2 (27, 28, 274). Layfield ir Schmidt parodé, kad lastelés, kuriose
nustatytas 3:1 HERZ2/CEP17 santykis, buvo lemiantis genetinio
heterogeniskumo veiksnys 46 % heterogenisky atvejy, kai net 35 % genetiskai
heterogenisky atvejy buvo nustatyti dél vienos lastelés su 3:1 HER2/CEP17
santykiu (28). Taciau 2,2 santykis gali bati dél CEP17 signaly nupjovimo
(pvz., HER2/CEP17 santykis 3:1 ir 4:1) (253) ar minimaliai pagauséjusiy
HER?2 signaly (HER2/CEP17 santykis 5:2). Siy signaly kombinacijy klinikiné
svarba néra aiski. Kita vertus, Bartlett su bendraautoriais pranes¢, kad tik tie
atvejai, kuriais nustatyta > 30 % amplifikuoty lasteliy (HER2/CEP17 santykis
> 2,2), buvo siejami su trumpesniu i§gyvenamumu be ligos (27). Allison su
bendraautoriais parodé, kad skirtingoms kategorijoms priklausanciais atvejais
heterogeniSkumas buvo nustatytas skirtinguose intervaluose — neigiamuose
nuo 5 % iki 15 %, paribiniuose — 25-35 % intervale (274). Autoriai i8kélé
prielaida, kad rekomenduojamos genetinio heterogeniskumo slenkstinés
vertés gali biti per mazos. Ir nors nuo 2013 m. HER2 genetinio
heterogeniSkumo apibrézimas yra pagrjstas lasteliy populiacijy procentiniy
daliy nustatymu tiriamajame méginyje (22), ir jis nesuteikia informacijos apie
tikraja HER?2 raiskos variacijg.

Siame tyrime nesiekéme Kalibruoti skaitmeninés vaizdo analizés jrankio,
kuriuo naudojantis biity skaic¢iuojami FISH signalai ribotame lasteliy skaiciuje
pagal ASCO/CAP gaires. Ankstesnése studijose, kuriose taikyta HER2 FISH
vaizdo analizé¢ HER2 buklés jvertinimui, netyrinéti didesnio lasteliy kiekio
teikiami pranaSumai ir jprastai analizuota nuo 40 iki 60 branduoliy (224, 227)
ar ,,maziausiai 60 tinkamy branduoliy“ (390), arba ,,vidutiniskai 113 Igsteliy
atvejyje (mediana lygi 93, nuo 47 iki 254)“ (226). Miisy tyrimas parodé, kad
automatiné vaizdo analizé gali biiti naudojama ne vien tik kaip pagalbiné
priemoné vizualiam vertinimui pagal dabartines klinikines gaires, bet ir
suteikti pridéting verte, nes ja pasitelkus gaunama naujos kokybés informacija
apie vidunavikinj heterogeniskumg. Bimodaliskumo rodikliai yra
matematiskai pagristi duomenimis ir, nustacius jy kliniking / predikcing verte,

109



gali buti jrodyta, kad jie yra biologiskai svarbesni Vvidunavikinio
heterogeniskumo poZzymiai, j kuriuos reikia atsizvelgti apibréziant genetinio
heterogeniskumo reiskinj.

4.2. I§sami kriities vézio imunohistocheminiy (ER, PR, HER2, Ki67) ir CD8
zymeny skaitmeniné vaizdo analizé

Disertacijoje pristatyti prognoziniai modeliai, pagrjsti ER, PR, HER2 ir
Ki67 biozymeny raiskos bei CD8+ lasteliy tankio rodikliais, apskai¢iuotais
remiantis navikinio audinio skaitmeninés vaizdo analizés duomenimis, leidzia
prognozuoti pacienéiy, serganéiy kriities véZio, kai nustatyta paribiné HER2
baltymo raiska, bendrajj i§gyvenamumga. Sie standartiniai IHC biozymenys,
pasitelkus skaitmeninés vaizdo analizés rezultaty matematinj aprodorojima,
buvo praturtinti apskaiciuotais rodikliais, kiekybiskai jvertinanciais erdvinius
vidunavikinio heterogeniskumo ir naviko mikroaplinkos aspektus. Darbe
atskleista CD8+ limfocity pasiskirstymo kriities vézio mikroaplinkoje rodikliy
prognoziné verté — jie labai sustiprino modelius abiejose, HER2
neamplifikuoty ir amplifikuoty, naviky grupése. Be to, Sie rodikliai buvo
stipresni  prognoziniai veiksniai nei patologijos rodikliai ir leido
nepriklausomai stratifikuoti pacientes, kurioms nenustatyta HER2 geno
amplifikacija, j prognozines grupes.

Atkreiptinas démesys, kad miisy tyrimas yra retrospektyvus, neapimantis
standartizuotos informacijos apie pacientéms taikytas gydymo schemas bei
gydymo efektus, kurie galéjo paveikti pacienciy bendrajj iSgyvenamumuma.
Todél miisy pateiktiems prognoziniams modeliams galéjo turéti jtakos
skirtingos gydymo schemos, ypa¢ HER2 amplifikuoto véZio grupéje, taikant
atitinkamg taikiniy terapija. Antra vertus, pacientés buvo gydomos vienoje
istaigoje, taikant standartinius klinikinius algoritmus.

Nustatydami darbe aprasytus rodiklius kartu parodéme skaitmeninés
vaizdo analizés technologijos taikymo, matuojant THC Zzymeny raiska,
galimybes. Didziulis automatizuotos analizés pajégumas yra vienas i§ esminiy
jos pranaSumy, palyginti su vizualiu IHC tyrimo vertinimu. Gausios
informacijos, slypincios didelivose tiriamyjy méginiy plotuose, atskleisti
tyréjui tradiciniu mikroskopavimo biidu atrankiai jvertinant ribota lasteliy
skai¢iy nejmanoma. Vis délto, nepaisant ir kity skaitmeninés vaizdo analizés
teikiamy pranaSumy, tokiy kaip kiekybinis bioZymeny raiSkos matavimas,
tiksldis, objektyviis ir atsikartojantys rezultatai (205, 391, 392), kasdienéje
patologijos praktikoje tebéra taikomas vizualus THC reakcijy vertinimas.
Skaitmeninés vaizdo analizés diegimas j rutinine diagnostikg yra nelengvas
daugiaetapis procesas, kurio sudétingumga atspindi visai neseniai isleistos CAP
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gairés, skirtos kiekybinio HER2 vertinimo vaizdo analize jdiegimui
laboratorijose (393). Biologiniy Zymeny vertinimas audiniuose kiekybiniais
parametrais atskleidzia vertingg informacija apie lasteliy populiacijy jvairove
ir jy erdvines sgsajas naviko mikroaplinkoje. ER, PR, HER2 ir Ki67
biozymeny heterogeniskumo analizei taikéme Sesiakampiy gardeliy metodika,
pagrista skaitmeninés vaizdo analizés rezultaty padalijimu | lygias
Sesiakampes gardeles. Sis jrankis leido apskaiiuoti naviko tekstiiros
parametrus, kurie atskleidzia erdvinius biozymeny pasiskirstymo navikiniame
audinyje ypatumus. Netolygios zymeny raiSkos nustatymas yra itin svarbus
individualizuotoje terapijoje, kuris leidzia numatyti nepakankamg atsaka j
gydyma, nulemiantj tolesnj ligos progresavimga.

Skaitmeninés vaizdo analizés technologijy pranasumai ir tikslios HER2
diagnostikos svarba lémé S§io zymens tyrimy gausg taikant jvairig
skaitmeninés vaizdo analizés jrangg ir algoritmus. Dauguma atlikty tyrimy
parodé, kad skaitmeniné vaizdo analizé gali patikimai jvertinti atvejus,
kurivose HER?2 raiska nepadidéjusi (0—1+) arba padidéjusi (3+) ir sumazinti
atvejy, kai yra paribiné baltymo raiska (2+), skai¢iy (204, 207, 208). Darby,
kuriuose Zymeny raiskos heterogeniskumo matavimai krities navikuose
atliekami taikant skaitmenin¢ vaizdo analizg, néra daug. Viename jy HER2
raiSkos heterogeniSkumas matuotas ekologijos moksle daznai naudojamu
biologinés jvairovés matu — Rao kvadratine entropija (209). Tyré¢jai jvertino
HER?2 ekspresijos variacijg dviem — lasteliniu (variacija tarp gretimy lasteliy)
ir naviko (variacija tarp sri¢iy navike) lygiais, patologo pazymétose srityse,
taCiau konstatavo, kad tirty sri¢iy skaicius gali biiti nepakakankamas nustatant
naviko lygio heterogeniSkumg. Naujesniuose tyrimuose IHC bioZymeny
heterogeniskumas jvertintas viso pjuvio vaizduose taikant SeSiakampiy
gardeliy metodika (283-285). Siuo biidu nustatyti prognoziskai informatyvis
erdvinio biozymeny heterogeniskumo navikiniame audinyje rodikliai.

Disertacijoje siekéme jvertinti analizuoty daugybiniy IHC, FISH,
vidunavikinio heterogeniSkumo, CDS8+ Iasteliy tankio bei klinikos ir
patologijos rodikliy prognozing reikSme kriities navikuose, kuriuose nustatyta
paribin¢ HER2 baltymo raiska. HER2 neamplifikuotoje grupéje nustatyta, kad
i§ visy tirty THC kintamyjy tik du — HER2 % ir HER2 membranos vientisumo
rodikliai — buvo reikSmingai susij¢ su pacienciy bendruoju igyvenamumu
(atitinkamai RS = 0,25, p = 0,001 ir RS = 0,12, p < 0,0001, 3.8 lentel¢). I§ jy
HER2 membranos vientisumo rodiklis pasizyméjo stipresne prognozine
reikSme ir kartu su dviem vidunavikinio heterogeniskumo rodikliais — HER2
membranos vientisumo entropija ir ER kontrastu — daugiaveiksniuose Kokso
regresijos modeliuose nustatyti kaip nepriklausomi geros prognozés veiksniai,
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susij¢ su ilgesniu pacienc¢iy bendruoju isgyvenamumu. Pirminio naviko
i§plitimo kategorijos rodiklis Siuose modeliuose buvo nepriklausomas blogos
prognozés veiksnys, susijgs su trumpesniu pacienciy  bendruoju
iSgyvenamumu (3.9 lentelé, 1 ir 3 modeliai). Neseniai atliktoje studijoje,
tyrusioje HR* kriities navikus, didesné HER2 raiska (%) taip pat buvo susijusi
su geresne pacienéiy prognoze vienaveiksnéje regresijos analizéje (285).
Kitoje studijoje, tyrusioje ER teigiamus, HER2 neamplifikuotus navikus,
palankesné pacieniy iSgyvenamumo be atkryCio prognozé nustatyta
navikuose, kuriuose didesnis HER2 RNR kiekis (394).

HER2 baltymo raiska vyksta lastelés membranoje, tod¢l HER2
membranos vientisumo rodiklis atspindi HER2 raiskos laipsnj. Taigi ir HER2
membranos vientisumo entropija, bidama erdvinio heterogeniskumo rodiklis,
atskleidzia informacija apie HER2 baltymo raiSkos vidunavikinj
heterogeniSkuma. Nustatytas netiesinis rySys tarp HER2 membranos
vientisumo ir jo entropijos rodikliy: didelis vidunavikinis heterogeniSkumas
buvo budingas viduriniam HER2 membranos vientisumo diapazonui, o
mazesnis — esant mazoms ir ypa¢ dideléms HER2 membranos vientisumo
reik§méms (18 priedas). AnalogiSkos sgsajos tarp PR ir Ki67 zymeny raiskos
ir jy vidunavikinio heterogeniSkumo rodikliy jau buvo nustatytos
ankstesniuose tyrimuose (283-285); juose parodyta, kad THC Zzymeny
vidunavikinio heterogeniskumo rodikliai buvo prognoziskai stipresni uz pacia
§iy zymeny ekspresija. Siame darbe is radinys buvo patvirtintas — nustatyta
didesné ER vidunavikinio heterogeniSkumo prognoziné verté nei jo paties
raiskos laipsnis. ER kontrastas buvo vienintelis prognoziSkai reikSmingas
hormony receptoriy vidunavikinio heterogeniSkumo rodiklis ir vienaveiksnéje
regresijos analizéje (3.8 lentelé, RS = 0,21, p = 0,021), ir daugiaveiksniuose
Kokso regresijos modeliuose (3.9 lentelé, RS = 0,21, p = 0,0449, 1 modelis;
RS =0,16, p = 0,0258, 3 modelis). Nustatyty dviejy prognoziskai reik§mingy
vidunavikinio HER2 ir ER raiSkos heterogeniskumo rodikliy — HER2
membranos vientisumo entropijos ir ER kontrasto — sgsaja ir jy atvirkstinis
rySys su ER raiska parodyti faktorinéje analizéje (5 veiksnys, 3.11 pav. ir 13
priedas). Sis HER2&ER heterogeniskumo veiksnys atspindi didesnj HER?2 ir
ER baltymy raiskos vidunavikinj heterogeniskuma navikuose, kuriuose ER
raiSka yra sumazéjusi.

Didziajai daliai pacienéiy, kuriy navikuose buvo nustatyta HER2 geno
amplifikacija, taikytas adjuvantinis gydymas trastuzumabu (87 pacientéms,
74,4 %). Tikétina, kad taikininé terapija turéjo jtakos pacienciy
iSgyvenamumui, todél gautus prognozinius modelius Siame pogrupyje reikia
vertinti atsargiai. Daugiaveiksniuose Kokso regresijos modeliuose nustatyta
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didesné vidunavikinio HER2 raiskos heterogeniskumo rodiklio (membranos
vientisumo Kkontrasto) prognoziné verté nei paties kiekybinio HER2 baltymo
rai$kos rodiklio (membranos vientisumo) jver¢io (3.10 lentelé, RS = 0,35, p =
0,0367, 4 modelis ir RS = 0,243, p = 0,0077, 6 modelis). Nustatyto kito
nepriklausomo prognozinio veiksnio — CEP17 kopijy skai¢iaus, susijusio su
ilgesniu pacienciy iSgyvenamumu, reik§mé néra aiski, nes tai gali biti susije
su jvairiais gydymo baidais, taikytais pacientéms, sergan¢ioms HER2 teigiamu
kraties véziu. Keliuose tyrimuose buvo parodytas rySys tarp CEP17 kopijy
skaiciaus padidéjimo ir atsako j antraciklinais pagrista chemoterapinj gydyma
(319-321). Be to, 17 chromosomoje, be HER2 geno, yra ir kity svarbiy su
krtities veézio patogeneze bei DNR reparacija susijusiy geny: BRCA1, TOP2A,
TP53, RAD51C (295, 395). Todél jvairios 17 chromosomos anomalijos gali
turéti jtakos pacienciy iSgyvenamumo prognozei bei atsakui j gydyma.

Navikai, kuriuose nustatyta HER2 IHC 2+ raiska nesant HER2 geno
amplifikacijos, kliniskai priskiriami HER2 neigiamy naviky kategorijai; miisy
tirtoje pacienc¢iy imtyje jie atitinka liuminalinj A (93 atvejai) ir liuminalinj B
(65 atvejai) kriities vézio potipius, kai yra padidéjusi HER2 baltymo raiska.
Pastaruoju metu yra jvardijama dar viena — mazos HER?2 raiskos (angl. HER2-
low) kategorija, reprezentuojanti IHC 2+ ir IHC 1+ HER2 neamplifikuotus
navikus ir sudaranti apie 40-55 % kriities naviky (396-398). Klinikiniy tyrimy
duomenimis, §ios grupés pacienty gydymas naujos kartos anti-HER?2 agentais
gali buiti veiksmingas (399, 400), tod¢l, nors §i kategorija dar néra oficialiai
apibrézta, ilgainiui poreikis atskirti tikrus HER2 neigiamus navikus nuo
naviky, kuriy maza HER?2 rai8ka, gali tapti aktualus (398). Gydymo paZanga
skatina vykdyti i§samesnius $ios naviky grupés tyrimus. Siuo metu vis dar
triksta informacijos apie biologing ir kliniking paribinés HER2 raiskos
reik§me¢ liuminalinivose kriities vézio potipiuose, kuriems budinga ER ir
(arba) PR ekspresija. Sudétingos kryzminés saveikos tarp HER2 ir hormony
receptoriy signaly perdavimo keliy gali salygoti atsiradimg jvairiy naviko
savybiy, kurios paskatinty naviky progresavimg bei atsparumo iSsivystyma
taikomoms terapijoms (401-403). Atvirks¢ias rySys tarp hormony receptoriy
ir HER?2 raiSkos yra gerai zinomas (404); ta¢iau teigiama koreliacija tarp ER
ir HER2 RNR bei baltymo kiekio ER teigiamuose, HER2 neamplifikuotuose
navikuose taip pat buvo nustatyta (394). Be to, buvo parodyta, kad augimo
veiksniai gali sumazinti PR raiskos lygj nepriklausomai nuo ER (99, 404,
405). Todél mazesné PR raiSka arba jos nebuvimas gali rodyti ne tik ER
aktyvumo trikuma, bet ir padidéjusig kryzmine sgveikg tarp ER ir augimo
veiksniy signaly perdavimo keliy (99).
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Maza PR raiska arba jos nebuvimas kriities vézio audinyje siejami su
blogesne prognoze (406). Neseniai buvo nustatyta nepriklausoma prognoziné
vidunavikinio PR heterogeniskumo verté HR* kriities navikuose (285). Siame
darbe, nepaisant nustatyto glaudaus rySio tarp PR raiskos ir jos entropijos
faktorinése analizése (6-as ir 5-as veiksniai atitinkamai HER2
neamplifikuotuose ir amplifikuotuose navikuose), nei PR ekspresija, nei PR
entropija ar kitas Haralicko tekstiros rodiklis nenustatyti kaip statistiskai
reikSmingi nei vienaveiksngje, nei daugiaveiksnéje regresijos analizése. Tik
vienintelis prognoziskai reikSmingas PR bimodaliSkumo rodiklis (AshD)
nustatytas vienaveiksnéje HER2 amplifikuoty naviky grupés analizéje (3.8
lentelé, RS = 3,72, p = 0,006). Norédami toliau istirti galimas PR ir HER2
raiSkos sgveikas naviko mikroaplinkoje, darbe taikéme dPR-HER2 IHC
skaitmening vaizdo analiz¢ ir SeSiakampiy gardeliy analitika, kuri leido
jvertinti dviejy bioZymeny raiskos regionines sasajas. Misy ziniomis §i
metodika dar niekada nebuvo taikyta lokaliy vidunavikiniy rysiy tarp
hormony receptoriy ir HER2 raiskos tyrimuose. Jg pasitelke atskleidéme, kad
kraties vézio audinyje gali bati skirtingos lokalios PR ir HER2 raiskos
proporcijos, galimai pasireiskiancios transformacija i§ PR vyraujancios
regionings raiSkos | HER2 teigiamy lasteliy vyravima, susijusj su padidéjusiu
naviko lastelingumu. Kitaip tariant, kriities vézio audinyje aptinkami zidiniai,
kuriems buidingas santykinis (1) PR ekspresuojanciy lasteliy sumazéjimas, (2)
HER2 ekspresuojanciy lasteliy pagaus¢jimas ir (3) naviko lasteliy tankio
padidéjimas. Sis lokalus transformacijos i§ PR j HER2 reiskinys gali
atspindéti ligos progresavimg ir paremti teorijg, kad navikas evoliucionuoja
pradedant nuo liuminalinio A i liuminalinj B ir, galiausiai, | HER2 teigiama
kraties vézio potipj (407). Pazymétina, kad Siems ,,lokaliai transformuotiems*
navikams badingi radiniai, tokie kaip CEP17 kopijy skaiciaus padidéjimas,
didesnis HER2 geno kopijy skaiCius (ankstesné HER2 FISH paribiné
kategorija) (22) ir jvairios HER2 amplifikuoty klony proporcijos tarp
neamplifikuoty navikiniy lgsteliy (genetinio heterogeniskumo kategorija)
(25), taip pat gali rodyti vézio progresavima (16, 322, 408).

Nors PR/HER2 heterogenisky atvejy dalis yra maza (6,5 % ir 12,8 %
atitinkamai HER2 neamplifikuotuose ir amplifikuotuose navikuose), Sis
radinys gali biti kliniskai svarbus. Zidininé PR/HER2 transformacija gali
rodyti potencialy naviko progresavimg ir gydymo atsakus paribiniais HER2
IHC 2+ atvejais, nepriklausomai nuo HER2 amplifikacijos biiklés pagal
dabartinius klinikinius apibrézimus (15). Tokie pacientai, kuriems HER2
amplifikacija nebuvo nustatyta, galéty buti papildomai tiriami ir vertinami
kaip potencialiai sergantys HER2 teigiamu kraties véziu. Be to, taikant dPR-
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HER2 IHC tyrimg, galima bty tiksliau parinkti tiriamo audinio vieta HER2
FISH analizei esant paribiniams atvejams.

Diseratacijoje tyréme vieno i§ imuninio atsako rodikliy — CD8+ limfocity
pasiskirstymg kraties vézio mikroaplinkoje ir siekéme jvertinti nustatyty
CD8+ lasteliy tankio rodikliy prognozine verte. Siam uzdaviniui pritaikéme
neseniai iSrastg naviko ir stromos sgveikos zonos automatinio nustatymo
metodika (365). Dél mazo kai kuriy kriities vézio potipiy imunogeniskumo
yra ypac svarbu parinkti tinkamg metodika, kuria biity jmanoma kuo tiksliau
jvertinti CD8+ limfocity pasiskirstyma naviko  mikroaplinkoje.
Automatizuotas naviko krasto bei naviko ir stromos sgveikos zonos
nustatymas taikant Sesiakampiy gardeliy analitika, pagrista skaitmeninés
vaizdo analizés duomenimis, suteikia pranaSumy prie$ jprastai naudojamus
navikg infiltruojan¢iy limfocity pasiskirstymo tyrimo metodus. Pirmiausia,
toks saveikos zonos, kurios koncepcija panasi j invazinio krasto, nustatymas
yra nepriklausomas nuo vizualaus ir subjektyvaus tyréjo vertinimo.
Preciziskai akimi jvertinti ir ranka nubréZti linija tarp naviko ir stromos sri¢iy
yra sudétinga, ypa¢ kai naviko augimo pobidis skirtingas (409). Sis metodas
pasiZzymi universalumu — sgveikos zonos plotis gali bati adaptuojamas
jvairiems naviky tipams. IStyr¢ skirtingy plociy naviko krasto ir sgveikos
zonos variantus, nustatéme, kad prognoziskai stipriausi rodikliai buvo
nustatyti esant 1 rango plocio naviko krastui ir 7 rangy plocio saveikos zonai.
PanaSaus plocio saveikos zona (NKs ir SZg), kaip prognoziskai
informatyviausia, buvo nustatyta tiriant imuninio atsako rodiklius
ankstyvosios stadijos HR* duktalinés kriities karcinomose, taciau storosios
zarnos navikuose prognoziskai pranaSesné¢ nustatyta kur kas siauresné
saveikos zona (NK; ir SZs) (365). Siuos skirtumus greiGiausiai nulemia
tiriamy naviky morfologija ir imunogeninés savybés. Galiausiai, §io metodo
iSskirtinumas atsiskleidzia galimybe iSmatuoti limfocity tankio gradienta
(imunogradienta), parodantj, ar limfocitai yra ,,linke¢* skverbtis j vézio audinj.

Miisy tyrimas patvirtina, kad imunogradiento metodu jvertinamas
imuniniy lasteliy tankio pokytis naviko ir stromos saveikos zonoje yra
informatyvesnis nei jprastiniai navika infiltruojan¢iy limfocity tankio
matavimai naviko mikroaplinkoje. Nors CD8+ lgsteliy tankis navikingje
audinio dalyje buvo susijes su ilgesniu bendruoju iSgyvenamumu
vienaveiksnéje regresijos analizéje abiejose pacienéiy grupése (3.8 lentelé, RS
=0,37,p=0,017 ir RS =0,38, p = 0,024 atitinkamai HER2 neamplifikuotuose
ir amplifikuotuose navikuose), jy nepriklausoma prognoziné verté
daugiaveiksniuose Kokso regresijos modeliuose nenustatyta. Ir priesingai, net
trys naviko ir stromos sgveikos zonoje nustatyti rodikliai buvo nepriklausomi
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prognoziniai veiksniai HER2 neamplifikuotuose navikuose: CD8+ Igsteliy
tankis sgveikos zonos naviko srityje ir CD8+ lasteliy tankio gradientas ]
navikag buvo susije su ilgesniu iSgyvenamumu, o CD8+ lagsteliy tankio
variacija (standartinis nuokrypis) sgveikos zonos naviko krasto srityje — su
trumpesniu. Sujungus Sias tris nepriklausomas erdvines CD8+ lgsteliy
pasiskirstymo naviko mikroaplinkoje savybes j sudétinj sgveikos zonos CD8+
tankio rodikliy prognozinj jvertj, gauta stipri pacienciy stratifikacija j
prognozines grupes. Tai parodo, kaip, atlickant tik vieno IHC Zzymens
kompiutering analizg, galima amplifikuoti gaunama prognozing informacija
(3.15 pav.). Pazymétina, kad $iy trijy rodikliy pakako prognozuoti pacienciy
bendrajj iSgyvenamuma nepriklausomai nuo visy kity kintamyjy (3.9 lentele,
2 modelis), o modelio statistin¢ galia buvo beveik tokia pati kaip ir modelio,
sudaryto i§ patologiniy, IHC ir vidunavikinio heterogeniskumo rodikliy (3.9
lentelée, 1 modelis). Galiausiai, prijungus CD8+ lasteliy tankio ir
imunogradiento rodiklius, modelio statistiné galia padvigubéjo (3.9 lentelé, 3
modelis). Sio tyrimo radiniai yra pana$is j Rasmusson ir bendraautoriy gautus
rezultatus (365), kai ir CD8+ Igsteliy tankio sgveikos zonos naviko srityje, ir
CD8+ lasteliy tankio MC rodikliai buvo nepriklausomi geros prognozés
veiksniai, susije su ilgesniu bendruoju pacienciy, serganciy ankstyvuoju HR*
kriities véziu, iSgyvenamumu. O kity prognozinés CD8+ limfocity reikSmes
tyrimy rezultatai yra priestaringi. Palanki didesnio CD8+ lasteliy tankio
prognozé nustatyta krities navikuose, kai sritiniai limfmazgiai nepazeisti
metastaziy (410), taip pat kombinuotoje analizéje su CD163+ (373). Taciau
kituose, HR*/HER2 neigiamy naviky tyrimuose, parodyta, kad didesnis CD8+
lasteliy kiekis yra susijes su bloga prognoze (37, 411, 412) arba statistiskai
reikSmingas rySys tarp CD8+ ir pacienty prognozés nenustatytas (36, 346,
370). Tokie kontroversiski rezultatai HR* kriities navikuose gali biiti susije su
skirtingais taikomais tyrimy metodais, kuriems triiksta tikslumo vertinant
navika infiltruojan¢iy limfocity pasiskirstymo audiniuose erdvinius aspektus
(412, 413). Taigi, norint atskleisti navika infiltruojan¢iy limfocity prognozinj
vaidmenj liuminaliniuose kraties vézio potipiuose, reikalingi itin tikslas
erdvinés imuniniy ir navikiniy Iasteliy tarpusavio sgveikos analizés metodai.
Misy tyrime reikSmingy CD8+ lasteliy tankio pasiskirstymo skirtumy tarp
HER2 neamplifikuoty ir amplifikuoty naviky grupiy nenustatyta. Tai galéty
biti paaiSkinta tuo, kad HER2 amplifikuotg naviky grupe sudaré abu — ir
liuminalinis B, ir HER2 teigiamas molekuliniai potipiai. Ankstesni tyrimai
parodé, kad HER2 teigiamas potipis yra labiau imunogeniSkas nei liuminalinis
B (414). Siame darbe HER2 amplifikuotoje grupéje nustatytas tik vienas
nepriklausomas — CD8+ lasteliy tankio saveikos zonos naviko srityje rodiklis,
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susijes su ilgesniu pacienéiy iSgyvenamumu (3.10 lentelé, 5 ir 6 modeliai).
Gausi limfocity infiltracija yra siejama su geresne HER2 teigiamu kriities
véziu serganéiy pacien¢iy prognoze (visisku patologiniu atsaku,
iSgyvenamumu, Kai liga neatsikartoja ar po gydymo nekyla kity komplikacijy)
(353, 354). Taciau tyrimuose, kuriuose vertinta tik CD8+ prognoziné reikSmé,
gauti priestaringi rezultatai (37, 346, 412). O tai rodo, kad sgsajy tarp navika
infiltruojan¢iy limfocity ir prognozés rezultatai priklauso nuo tiriamy
limfocity tipo, jy lokalizacijos audinyje, analizés metody ir kity veiksniy. Be
to, manoma, kad, sergant HER2 teigiamu krities véziu, naviko ir imuninés
sistemos sgveikai (taip pat imuninio atsako prognozei) jtakos turi
kompleksiniai gydymo biidai, jskaitant anti-HER2 terapija, chemoterapija ir
hormony terapija (415). Trastuzumabo, pasizymin¢io ir citotoksiniu, ir
imunologiniu poveikiu navikinéms lasteléms (416, 417), terapijos efektas
priklauso nuo imuninio atsako (418), kuris didziausias pasiekiamas esant
gausiems navika infiltruojanéiy limfocity kiekiams (379). Vis délto ne visi
tyrimai $j teiginj patvirtino (382, 419).

Apibendrinant — misy pateikti kombinuoti prognoziniai pacienciy,
serganciy krities véziu, esant paribinei HER2 baltymo raiskai, bendrojo
iSgyvenamumo modeliai i§ esmés yra pagristi automatizuotais ir
apskaiciuotais IHC biozymeny vidunavikinio heterogeniskumo ir imuninio
CD8+ limfocity atsako naviko mikroaplinkos rodikliais — ,,skaitmeniniais
biozymenimis“. Nustatyta nepriklausoma vidunavikinio heterogeniskumo
rodikliy (HER2 membranos vientisumo entropija ir ER kontrastas HER2
neamplifikuotuose bei HER2 membranos vientisumo  kontrastas
amplifikuotuose navikuose) verté prognozuojant geresnj pacienéiy
iSgyvenamumg. CD8+ sgveikos zonos imunogradiento rodikliai, jvertinantys
antinavikinj imuninj atsaka HER2 neamplifikuotuose navikuose, pranoko
standartinius patologijos ir IHC rodiklius bei patikimai ir nepriklausomai
stratifikavo pacientes i prognozines grupes. Galiausiai, aptiktas naujas
vidunavikinio heterogeniskumo reiSkinys ir potencialus krities vézio
progresijos pozymis — zidininis poslinkis i§ PR teigiamy lasteliy populiacijy
vyravimo link HER2 ekspresuojanciy lasteliy vyravimo ir padidéjusio lasteliy
tankio.

4.3.Tyrimo testinumas

Véziniy lgsteliy heterogeniskumas, lemiantis atsparumg gydymui, naviko
progresijos bei ligos atkry¢io procesus, skatina atlikti tolesnius visapusiskus
kriities vézio bioZymeny raiskos ir naviko mikroaplinkos heterogeniSkumo
tyrimus.
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Siekiant praktikoje panaudoti informacija apie heterogeniska HER2 geno
raiska remiantis disertacijoje pristatytais naujais bimodaliSkumo rodikliais,
reikalingi tyrimai surinkus didesnes pacienéiy imtis ir klinikinés / predikcinés
$iy rodikliy vertés nustatymas.

Misy tyrimas yra retrospektyvus ir monocentrinis, todél, siekiant
patvirtinti nustatytus nepriklausomus prognozinius rodiklius skirtingose
HER2 geno amplifikacijos atzvilgiu krities véziu serganéiy pacienciy
grupése, butina iSplésti tiriamasias imtis kartu atsizvelgiant j informacijg apie
taikytas terapijas ir pasiekta gydymo efekta. Siuo metu néra pakankamai
informacijos apie regioning hormony receptoriy ir HER2 ekspresuojanciy
lasteliy saveika bei konkurencija, todél darbe nustatytas radinys atliekant PR
ir HER2 biozymeny raiSkos sasajy analiz¢ ypa¢ intriguoja ir Kartu reikalauja
platesniy tyrimy, jtraukiant ir ER raiSkos sasajy su HER2 analize. Tikétina,
kad tokiy tyrimy suteikiama papildoma informacija gali buti labai svarbi
numatant galima naviko progresavimg bei rizikos grupes, ypa¢ HER2
paribinio ir heterogenisko kriities vézio atvejais, kai gydymo sprendimai ypaé
sudétingi.

Disertacijoje nustatyti reikSmingi nepriklausomi prognoziniai imuninio
atsako rodikliai, pagrjsti CD8+ Zymens matavimais skaitmenine vaizdo
analize, parodé, kad tikslinga toliau plétoti imuniniy lasteliy naviko
mikroaplinkoje tyrimus, praturtinant juos ir kity navikg infiltruojanciy
Zymeny tyrimais.
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ISVADOS

HER2 geno buklés tyrimas FISH metodu, taikant automatizuotos
skaitmeninés vaizdo analizés algoritmus, aptinka sistemiSkai maZesnes
HER2 amplifikacijos vertes, palyginti su jprastiniu mikroskopijos
metodu, paremtu labiau amplifikuoty lasteliy atranka vertinimui. Todél
neatrankus skaitmeninis kiekybinis amplifikacijos vertinimas negali buti
tiesiogiai taikomas klinikinéje praktikoje.

Didelés apimties skaitmeniné HER2 FISH vaizdy analizé suteikia naujas
galimybes vertinti vidunavikinj HER2 geno raiskos heterogeniskuma.
Apskaiciuoti HER2, CEP17 ir jy santykio bimodaliskumo rodikliai
linijiniu poZiariu nepriklauso nuo amplifikacijos laipsnio ir padidéjusio
CEP17 kopijy skaiciaus ir leidzia kiekybiSkai jvertinti jy variacijg
navikiniame audinyje.

Skaitmeninés vaizdo analizés ir $eSiakampiy gardeliy analitikos metodais
nustatyti HER2 ir ER Zymeny raiskos vidunavikinio heterogeniskumo
rodikliai yra nepriklausomi prognoziniai bendrojo iSgyvenamumo
veiksniai pacienéiy, serganciy kriities véziu, kai yra nustatyta HER2
baltymo paribiné raiska, imtyje. HER2 neamplifikuotoje grupéje HER2
membranos vientisumo entropija ir ER kontrastas, o HER2
amplifikuotoje grupéje — HER2 membranos vientisumo kontrastas yra
nepriklausomi ilgesnio pacienéiy bendrojo iSgyvenamumo prognoziniai
veiksniai.

Pacienc¢iy, kurioms nustatyta paribiné HER2 baltymo raiska, imtyje
nustatyta CD8+ limfocity pasiskirstymo krities vézio mikroaplinkoje
rodikliy nepriklausoma prognoziné verté. HER2 neamplifikuoty naviky
grupéje trys apskaiCiuotieji imuninio atsako rodikliai, pagristi CD8+
zymens matavimais naviko ir stromos saveikos zonoje (CD8+ Iasteliy
tankis naviko srityje, CD8+ lasteliy tankio gradientas j navika ir CD8+
lasteliy tankio standartinis nuokrypis naviko kraste) leidzia patikimai ir
nepriklausomai nuo kity klinikos ir patologijos parametry prognozuoti
pacienciy bendrajj iSgyvenamumg. HER2 amplifikuoty naviky grupéje
CD8+ lasteliy tankis sgveikos zonos naviko srityje yra vienintelis
nepriklausomas prognozinis antinavikinio imuninio atsako rodiklis.
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1 priedas. Lietuvos bioetikos komiteto leidimas Nr. 6B-13-90
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LIETUVOS BIOETIKOS KOMITETAS

BiudZeting jstaiga, DidZioji g. 22, LT-01128 Vilnius, tel. (8 5) 212 4565,
faks. (8 5) 260 8640, el. p. Ibek@sam. |t . http://bioetika.sam.lt
Duomenys kaupiami ir saugomi Juridiniy asmeny registre, kodas 188710595

Biomedicininio tyrimo pagrindinei tyréjai 2013-03-/4 Nr. 6B-13- 4
Aidai Laurinavi¢ienei i 2013-01-03
2013-02-14
El pastas: Gedmante.Radziuviene/@vpe.lt kodas: 07-06-07

DEL BIOMEDICININIO TYRIMO ,MOLEKULINIU KRUTIES VEZIO ZYMENU
VERTE NUSTATANT LIGOS EIGOS IR GYDYMO YPATUMUS*

Susipazing su Jasy 2013 m. sausio 4 d. gautu praSymu (registracijos Nr. 5B-13-04) del
biomedicininio tyrimo ,,Molekuliniy kriities véZio Zymeny verté nustatant ligos eigos ir gydymo
ypatumus®  (protokolo Nr. 40) trukmés pratgsimo bei tyrimo protokolo atnaujinimo,
informuojame, kad Lietuvos bioetikos komitetas nepriestarauja minéto biomedicininio tyrimo
pratgsimui iki 2016 m. liepos mén. ir neprieStarauja atnaujinto tyrimo protokolo naudojimui.
Taip pat informuojame, jog Lietuvos bioetikos komitetas nepriedtarauja ir tyréju profesoriaus
Arvydo Laurinavi¢iaus, dr. Juozo Rimanto Lazutkos, Gedmantés RadZiuvienés bei gyd. Indros
Baltrusaitytés dalyvavimui biomedicininiame tyrime ,,Molekuliniy kriities véZio Zymenuy verté
nustatant ligos eigos ir gydymo ypatumus*.

Be to, 2013 m. vasario 19 d. vykusiame Lietuvos bioetikos komiteto Biomedicininiy
tyrimy eksperty grupés posédyje buvo svarstomas Jlisy praSymas, atleisti nuo reikalavimo gauti
asmens sutikimg. papildomai istiriant 300 Valstybinio Patologijos Centro archyve esanéius
parafininius méginius. Posé¢dZzio metu nutrata atleisti nuo reikalavimo gauti asmens sutikima,
atlickant minéta biomedicininj tyrimg.

Norétume atkreipti démesj, kad vadovaujantis Lietuvos Respublikos sveikatos apsaugos
ministro  jsakymu ,Dél leidimy atlikti biomedicininj tyrimg iSdavimo tvarkos apraso
patvirtinimo* (Zin., 2008, Nr. 6-225; 2010, Nr. 55-2706; 2011, Nr.233-1570) 18' punktu
biomedicininio tyrimo uZzsakovas, jo jgaliotas atstovas ar tyrimo pagrindinis tyréjas per 30
kalendoriniy dienuy privalo radtu pranesti leidima atlikti biomedicinini tyrima iSdavusiai
institucijai (Lietuvos bioetikos komitetui ar regioniniam biomedicininiy tyrimy etikos komitetui)
apie tyrimo pabaiga ir per 90 kalendoriniy dieny pateikti tyrimo vykdymo ataskaitos santrauka.

/)

Direktorius Eugenijus Gefenas
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2 priedas. Lietuvos bioetikos komiteto leidimas Nr. 6B-16-161
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Gedmantei RadZiuvienei 2016-04-&4 Nr. 6B-16- 167
Gedmante.radziuviene@vpe.It i Nr.

kodas: 07-06-07
DEL BIOMEDICININIO TYRIMO NR. 40
SusipaZing su Jusy 2016 m. gegués 19 d. gautu prasymu dél tyrimo ,,Molekuliniy kriities

VéZio Zymeny verté nustatant ligos eigos ir gydymo ypatumus® (protokolo Nr. 40) informuojame,
kad Lietuvos bioetikos komitetas nepriestarauja tyrimo pratesimui iki 2019 m. sausio mén.

A Eugenijus Gefenas
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3 priedas. FISH signaly nustatymo skirtumai tarp automatinio ir koreguoto vertinimo
budy: a) HER2 kopijy skaiiaus (vidurkiy skirtumas — 25,14, p = 0,0072 (istisiné
linija), matavimy skirtumy apatiné riba — 227,9, virSutiné riba 177,6 (punktyrinés
linijos)); b) CEP17 kopijy skai¢iaus (vidurkiy skirtumas — 2,12, p = 0,6614 (istisiné
linija), matavimy skirtumy apatiné riba — 47,14, virSutiné riba 42,9 (punktyrinés
linijos)); ¢) HER2/CEP17 santykio (vidurkiy skirtumas — 0,03, p = 0,0149 (istisiné
linija), matavimy skirtumy apatiné riba — 0,16, virSutiné riba 0,11 (punktyrinés

linijos)).
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HER2 — Zmogaus epidermio augimo veiksnio receptorius 2; CEP17 — 17 chromosomos
centromerg Zymintis zondas; SN — standartinis nuokrypis.
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4 priedas. FISH rodikliy, gauty atliekant automatine analize ir vertinant mikroskopu, tarpusavio rysiy rezultatai (koreliacijos

koeficientai (r) ir p reikSmés)

a
s < 2 p -
E. E| EI <| <| EI i' il % % ;.I ‘: E| EI E‘
Rodiklis % E § % E 5 Oa' Da' N ‘,:I & § % E uQJ
T T w Mm T
I
HER2_M 1
CEP17_M 0.34 1
- 0,02
HER2/CEP17_M 08 021 1
- <0,0001 0,06
e A 091 031 0.73 .
~ <0,0001 003 <0,0001
cer1r A 031 0,89 0,24 0,35 R
- 0,03 <0,0001 01 0,01
EROICEPLT A 0,72 028 0,92 0,76 0,32 R
- <0,0001 0,051 <0,0001 | <0,0001 0,02
0,69 043 083 0,59 028 0.72
Ampl_%_M <0,0001 0,005 <0,0001 | <0,0001 0,07 <0,0001 !
0,76 041 0,88 0,78 014 0,92 0.7
Ampl_%_A <0,0001 044 <00001 | <0,0001 032 <00001 | <0,0001 !
0,15 017 0,01 0,16 022 0,03 0,007 0,03
HERZ_AshD 031 0,24 0,93 0,26 0,13 0,86 09 0,84 !
0,06 0,03 013 0,06 012 0,19 0,03 0,14 0,29
CEP17_AshD 07 083 038 0,68 042 02 086 034 0,04 !
HER2ICEP17_ 0,54 0,08 0,49 0,57 01 047 041 0,52 032 0,02 L
AshD <0,0001 0,59 00003 | <0,0001 0,49 0,0006 0,008 <00001 | 003 0,89
Branduoliy dydis 029 0,08 025 035 0,09 0,29 0,15 031 012 01 013 1
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0,04 0,6 0,08 0,01 0,52 0,04 0,35 0,03 0.4 0,48 0,35
HER? BI 0,72 -0,31 -0,59 -0,73 0,26 -0,62 -0,38 -0,68 0,22 0,32 -0,33 -0,23 1
- <0,0001 0,03 <0,0001 <0,0001 0,07 <0,0001 0,02 <0,0001 0,13 0,02 0,02 0,1
CEP17 BI -0,38 -0,75 0,08 -0,33 -0,85 0,24 0,06 0,04 -0,26 -0,15 -0,09 -0,18 0,29 1
- 0,01 <0,0001 0,59 0,03 <0,0001 0,13 0,75 0,82 0,09 0,36 0,55 0,25 0,06
HER2/CEPL7 B -0,29 0,24 -0,46 -0,3 0,26 -0,51 -04 -05 0,18 0,25 0,11 -0,15 0,34 -0,16 1
= 0,04 01 0,0007 0,03 0,07 0,0002 0,009 0,0002 0,21 0,08 0,46 0,31 0,02 0,33

HER2 — 7mogaus epidermio augimo veiksnio receptorius 2; CEP17 — 17 chromosomos centromerg zymintis zondas; HER2_M, CEP17_M, HER2/CEP17_M —
mikroskopu nustatyti atitinkamai HER2, CEP17 kopijy skai¢ius bei HER2/CEP17 santykis; HER2_A, CEP17_A, HER2/CEP17_A — automatine analize nustatyti
atitinkamai HER2, CEP17 kopijy skaicius bei HER2/CEP17 santykis; amp_%_M ir amp_%_A - amplifikuoty lasteliy procentinés dalys, nustatytos mikroskopu ir
automatine analize; AshD — ASmano D bimodaliskumo rodiklis; BI — bimodali§kumo indeksas. Paryskinti statistiSkai reik§mingi koreliacijos koeficientai.
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5 priedas. HER2 FISH rodikliy, gauty automatine analize bei vertinant mikroskopu,
pasukty veiksniy struktiira

Rodiklis 1 veiksnys 2 veiksnys 3 veiksnys
amp_%_A 0,94417 —0,24872 —0,1008
HER2/CEP17_M 0,93852 —0,24069 —0,06523
HER2/CEP17_A 0,93578 —0,24086 —-0,12421
amp_%_M 0,90412 —-0,18301 —0,05237
HER2_A 0,87620 0,39889 0,07985
HER2_M 0,87342 0,40326 0,04503
HER2/CEP17_AshD 0,58526 0,03489 0,48597
Branduoliy dydis 0,34081 0,09432 —-0,01018
HER2_BI —0,68591 —0,42381 0,37431
CEP17_ M —0,08560 0,95189 0,11186
CEP17_A —0,07906 0,92753 0,20470
CEP17_BI —0,11475 —0,69350 0,42455
HER2_AshD 0,09314 0,11001 0,74157
CEP17_AshD —0,10454 —0,09680 0,66970
HER2/CEP17_BI —0,43345 0,21325 0,48284

HER2 — Zmogaus epidermio augimo veiksnio receptorius 2; CEP17 — 17 chromosomos
centromerg Zymintis zondas; FISH — fluorescenciné in situ hibridizacija; HER2_A, CEP17_A,
HER2/CEP17_A — automatine analize nustatyti atitinkamai HER2, CEP17 kopijy skaicius bei
HER2/CEP17 santykis; HER2_M, CEP17_M, HER2/CEP17_M — mikroskopu nustatyti
atitinkamai HER2, CEP17 kopijy skaicius bei HER2/CEP17 santykis; amp_%_A iramp_%_M
- amplifikuoty lasteliy procentinés dalys, nustatytos automatine analize ir mikroskopu;
HER2_AshD, CEP17_AshD ir HER2/CEP17_AshD — ASmano D rodikliai, apskaiéiuoti
automatiniu badu nustatytiems HER2, CEP17 bei HER2/CEP17 santykiui; HER2_BI,
CEP17_BI ir HER2/CEP17_BIl — bimodaliskumo indeksai, apskai¢iuoti automatiniu budu
nustatytiems HER2, CEP17 bei HER2/CEP17 santyKkiui.
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6 priedas. Visy atvejy klasteriuose charakteristikos: amplifikacijos buklé, genetinis
heterogeniskumas (GH), padidéjg CEP17 kopijy skaicius, bimodaliskumas

Klasteris| 1D HER2 bukle GH | CEP17 kop. sk. |[HER2_bim |CEP17_bim [HER2/CEP17_bim
padidéjimas
1 1 Amplifikuota Ne Ne Taip Taip Taip
2 2 Amplifikuota Ne Ne Ne Ne Ne
2 3 Amplifikuota Ne Ne Ne Ne Ne
2 4 Amplifikuota Ne Ne Ne Ne Ne
2 5 Amplifikuota Ne Ne Ne Ne Ne
2 6 Amplifikuota Ne Ne Taip Ne Ne
2 23 Amplifikuota Ne Ne Ne Ne Taip
2 7 Amplifikuota Ne Ne Taip Ne Ne
2 8 Amplifikuota Ne Ne Taip Ne Ne
2 9 Amplifikuota Ne Ne Taip Ne Ne
3 10 | Neamplifikuota | Ne Ne Ne Taip Ne
3 11 | Neamplifikuota | Ne Ne Ne Ne Ne
3 12 | Neamplifikuota | Ne Ne Taip Ne Ne
3 35 Paribiné Ne Taip Taip Ne Ne
3 13 | Neamplifikuota | Ne Ne Ne Ne Ne
3 14 | Neamplifikuota | Ne Ne Taip Ne Ne
3 15 Paribiné Ne Ne Taip Ne Ne
3 16 | Neamplifikuota | Ne Ne Ne Ne Taip
3 17 | Neamplifikuota | Ne Ne Ne Ne Ne
3 18 | Neamplifikuota | Ne Ne Ne Taip Ne
3 19 | Neamplifikuota | Ne Ne Ne Taip Ne
3 20 | Neamplifikuota [ Ne Ne Ne Ne Ne
3 21 | Neamplifikuota [ Ne Ne Ne Ne Ne
3 22 | Neamplifikuota [ Ne Ne Taip Ne Taip
3 46 | Neamplifikuota [ Ne Taip Taip Taip Ne
3 24 | Neamplifikuota | Ne Ne Ne Ne Ne
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Klasteris| 1D HER2 bukle GH | CEP17 kop. sk. |[HER2_bim |CEP17_bim [HER2/CEP17_bim
padidéjimas
3 26 Paribine Taip Ne Ne Ne Ne
3 27 Paribiné Ne Ne Ne Taip Ne
4 28 Amplifikuota | Taip Taip Taip Taip Ne
4 29 Paribiné Ne Taip Taip Ne Ne
4 30 Amplifikuota | Taip Taip Ne Taip Ne
4 31 Paribiné Ne Taip Ne Ne Ne
4 32 Paribiné Taip Taip Ne Ne Ne
4 33 Paribiné Ne Ne Taip Ne Ne
4 34 Paribiné Ne Taip Taip Ne Ne
4 36 Paribiné Ne Taip Taip Taip Ne
4 37 Paribiné Ne Taip Ne Ne Ne
4 38 Paribiné Ne Ne Taip Ne Taip
4 39 Paribiné Taip Taip Taip Ne Ne
4 40 Paribiné Ne Taip Ne Ne Ne
4 41 Paribiné Taip Taip Taip Taip Ne
4 42 Paribiné Ne Taip Taip Ne Ne
4 43 Paribiné Taip Ne Taip Ne Ne
4 44 Paribiné Ne Taip Taip Taip Ne
4 45 Paribiné Ne Taip Ne Ne Ne
4 47 Paribiné Ne Taip Ne Ne Ne
4 48 | Neamplifikuota [ Ne Taip Ne Ne Ne
4 49 Amplifikuota Ne Taip Ne Ne Ne
4 25 | Neamplifikuota [ Ne Ne Ne Ne Ne
4 50 Paribiné Ne Taip Taip Ne Ne

HER2 — Zmogaus epidermio augimo veiksnio receptorius 2; CEP17 — 17 chromosomos
centromera zymintis zondas; GH — genetinis heterogeniskumas; HER2_bim, CEP17_bim ir
HER2/CEP17_bim — HER2, CEP17 bei HER2/CEP17 bimodaliskumas; ID — atvejy
identifikacijos numeris.
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7 priedas. THC zymeny Haralicko tekstaros rodikliy tarpusavio ry$iy analizés HER2
neamplifikuotuose navikuose rezultatai (koreliacijos koeficientai (r) ir p reik§més))

Rodiklis Energija | Homogeniskumas | Entropija | Kontrastas | Skirtingu-
mas
HER2
Energija 1
Homogeniskumas 0,94 1
< 0,0001
Entropija -0,88 -0,79 1
< 0,0001 < 0,0001
Kontrastas -0,84 -0,89 0,85 1
< 0,0001 <0,0001 < 0,0001
Skirtingumas -0,92 -0,98 0,77 0,90 1
< 0,0001 <0,0001 < 0,0001 < 0,0001
HER2 MV
Energija 1
Homogeniskumas 0,95 1
<0,0001
Entropija -0,83 -0,81 1
< 0,0001 < 0,0001
Kontrastas -0,83 -0,91 0,68 1
< 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
Skirtingumas -0,94 -0,99 0,81 0,95 1
<0,0001 <0,0001 < 0,0001 <0,0001
ER
Energija 1
Homogeniskumas 0,98 1
< 0,0001
Entropija -0,98 -0,98 1
<0,0001 <0,0001
Kontrastas -0,8 -0,87 0,88 1
< 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
Skirtingumas -0,82 -0,88 0,85 0,96 1
< 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
PR
Energija 1
Homogeniskumas 0,94 1
<0,0001
Entropija -0,79 -0,79 1
< 0,0001 < 0,0001
Kontrastas 0,77 -0,81 0,95 1
< 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
Skirtingumas -0,79 -0,81 0,98 0,98 1
<0,0001 <0,0001 < 0,0001 <0,0001
Ki67
Energija 1
Homogeniskumas 0,97 1
< 0,0001
Entropija —-0,99 —-0,96 1
< 0,0001 < 0,0001
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Kontrastas -0,82 -0,86 0,86 1
<0,0001 <0,0001 <0,0001

Skirtingumas -0,95 -0,99 0,96 0,87 1
< 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001

Paryskintos reik§més rodo labai stiprius ry$ius tarp kinatamyjy (r > 0,9 arba r > -0,9).
HER2 — Zmogaus epidermio augimo veiksnio receptorius 2; MV — membranos vientisumas: ER
— estrogeny receptoriai; PR — progesterony receptoriai.
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8 priedas. THC zymeny Haralicko tekstaros rodikliy tarpusavio ry$iy analizés HER2
amplifikuotuose navikuose rezultatai (koreliacijos koeficientai (r) ir p reikSmés)

Rodiklis Energija | Homogeniskumas | Entropija | Kontrastas | Skirtingu-
mas
HER2
Energija 1
Homogeniskumas 0,9 1
< 0,0001
Entropija -0,89 -0,79 1
< 0,0001 < 0,0001
Kontrastas -0,81 -0,9 0,87 1
< 0,0001 <0,0001 < 0,0001
Skirtingumas -0,86 -0,98 0,77 0,94 1
< 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
HER2 MC
Energija 1
Homogeniskumas 0,9 1
<0,0001
Entropija -0,97 -0,92 1
< 0,0001 < 0,0001
Kontrastas -0,84 -0,94 0,89 1
< 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
Skirtingumas -0,89 -0,99 0,9 0,96 1
<0,0001 <0,0001 < 0,0001 <0,0001
ER
Energija 1
Homogeniskumas 0,96 1
< 0,0001
Entropija -0,98 -0,96 1
<0,0001 <0,0001
Kontrastas -0,74 -0,8 0,81 1
< 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
Skirtingumas -0,93 -0,98 0,94 0,78 1
< 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
PR
Energija 1
Homogeniskumas 0,97 1
<0,0001
Entropija -0,82 -0,8 1
< 0,0001 < 0,0001
Kontrastas 0,83 0,84 0,95 1
< 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
Skirtingumas -0,84 -0,84 0,99 0,99 1
<0,0001 <0,0001 < 0,0001 <0,0001
Ki67
Energija 1
Homogeniskumas 0,88 1
< 0,0001
Entropija —-0,99 —-0,86 1
< 0,0001 < 0,0001
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Kontrastas -0,83 -0,84 0,85 1
<0,0001 <0,0001 <0,0001

Skirtingumas -0,79 -0,79 0,8 0,98 1
< 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001

Paryskintos reik§més rodo labai stiprius ry$ius tarp kinatamyjy (r > 0,9 arba r > -0,9).
HER2 — Zmogaus epidermio augimo veiksnio receptorius 2; MV — membranos vientisumas: ER
— estrogeny receptoriai; PR — progesterony receptoriai.
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9 priedas. CD8+ lgsteliy tankio ir imunogradiento rodikliy tarpusavio rysiy analizés
HER2 neamplifikuotuose navikuose rezultatai (koreliacijos koeficientai (r) ir p

reikSmés))
Rodiklis CD8_ CcD8_ CD8_ CcD8_ CcD8_ CcD8_ CcD8_ CcD8_ | cD8_
t.S sn_S t_NK sn_NK t N sn_N MC_t MC_sn IN_t
CcD8_
£s 1
CD8_ 0,97
1
sn_S <0,0001
CD8_ 0,89 0,85 1
t_NK <0,0001 <0,0001
CD8_ 0,89 0,89 0,97 !
sn_NK <0001 | <0,0001 | <0,0001
CD8_ 0,72 0,65 0,92 0,84 1
tN <0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
CD8_ 0,75 0,71 0,93 0,89 0,97 1
sn_N <0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
CD8_ 0,06 0,01 0,39 0,3 0,61 0,56 1
MC_t 0,49 0,94 <0,0001 | 0,0001 <0,0001 | <0,0001
CD8_ 01 0,04 0,42 0,35 0,59 0,59 0,89 L
MC_sn 0,2 0,66 <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
CD8_ 0,02 0,09 -0,36 0,24 -0,67 -0,59 -0,78 0,7 1
IN_t 08 0,28 <0,0001 | 0,0021 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001

CD8_t_S, CD8_t_NK, CD8_t_N — CD8+ lasteliy tankio vidurkis sgveikos zonos atitinkamai
stromos (S), naviko krasto (NK) ir naviko (N) srityse; CD8_sn_S, CD8_sn_NK, CD8_sn_N —
CDS8+ lasteliy tankio standartinis nuokrypis sgveikos zonos atitinkamai stromos (S), naviko
krasto (NK) ir naviko (N) srityse; CD8 MC t ir MC _sn — atitinkamai CD8+ lasteliy tankio
masés centro vidurkis ir standartinis nuokrypis; CD8_IN_t — CDS8+ lasteliy tankio
imunonuokry¢io vidurkis. Paryskintos reikSmés rodo labai stiprius ry$ius tarp kinatamyjy (r >
0,9).
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10 priedas. CD8+ lgsteliy tankio ir imunogradiento rodikliy tarpusavio ry$iy analizés
HER2 amplifikuotuose navikuose rezultatai (koreliacijos koeficientai (r) ir p

reikSmés))
Rodiklis CD8_ CcD8_ CcD8_ CD8_ CcD8_ CcD8_ CcD8_ cD8_ | cDs_
tS sn_S t_NK sn_NK t_N sn_N MC_t MC_sn IN_t
CcD8_
ts 1
CD8_ 0,96
1
sn_S <0,0001
CD8_ 0,88 0,81 1
t_NK <0,0001 | <0,0001
CD8_ 0,87 0,87 0,95 1
sn_NK <0001 | <0,0001 | <0,0001
CD8_ 0,69 0,62 0,92 0,84 !
tN <0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
CD8_ 0,7 0,66 0,9 0,88 0,96 1
sn_N <0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
CD8_ 0,08 0,05 0,45 0,37 0,66 0,63 1
MC_t 0,38 0,63 <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
CD8_ 0,13 0,08 0,44 0,39 0,6 0,62 0,88 1
MC_sn 0,18 0,42 <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
CD8_ -0,05 0,03 —0,46 -0,35 0,74 -0,68 -0,77 -0,67 1
IN_t 0,62 0,74 <0,0001 | 0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001

CD8_t_S, CD8_t_NK, CD8_t_N — CD8+ lasteliy tankio vidurkis sgveikos zonos atitinkamai
stromos (S), naviko krasto (NK) ir naviko (N) srityse; CD8 sn_S, CD8 sn NK, CD8 sn N —
CDS8+ lasteliy tankio standartinis nuokrypis sgveikos zonos atitinkamai stromos (S), naviko
krasto (NK) ir naviko (N) srityse; CD8 MC t ir MC _sn — atitinkamai CD8+ lasteliy tankio
masés centro vidurkis ir standartinis nuokrypis; CD8 IN t — CDS8+ lasteliy tankio
imunonuokry¢io vidurkis. Paryskintos reik§més rodo labai stiprius ry$ius tarp kintamyjy (r >
0,9).
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11 priedas. IHC, FISH, VH ir CD8+ lasteliy tankio rodikliy koreliacijy matrica (koreliacijos koeficientai (r) ir p reik§més)

HER2 neamplifikuoty naviky grupéje

2] o
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= ! o 5 S
2 . 3 5 o 5 | £ g £ | § 5 5 o = E
- = S N S : o <! I 3 S 5 I3 Q o 2l < I
Rodiklis Nl ;: & ~ 2 ld)J c\l o >' ] S =] EI s o | <
o i} a 2 & S g > S £ @, N 2 @' a a !
g X = & g = o o o' 5 g a o o a
& £ g o ui o ¥ o ©
w w
I I
HER2_MV 1
ER % 0.1 1
0,23
PR % -0,13 0,12 1
0,11 0,15
Ki67 % 0,17 ~0,16 0,15 1
0,03 0,05 0,07
HER2 -0,01 -0,07 0,05 0,1 1
kopijy skai¢ius 0,94 0,39 0,52 0,22
HER2/CEP17_S 0,05 -017 -0,14 0,02 0,55 1
0,51 0,03 0,08 0,79 <0,0001
amp_%_S 0,02 -01 0,04 0,03 0,55 0,57 1
0,83 0,21 0,67 0,67 <0,0001 | <0,0001
amp_%_HER? 0,03 ~0,06 0,14 0,08 0,66 0,34 0,5 1
0,74 0,46 0,09 0,35 <0,0001 <0,0001 <0,0001
HER2_MV _entropija -0,05 0,22 0,07 0,01 0,06 0,02 0,05 0,01 1
0,56 0,007 0,36 0,91 0,49 0,85 0,56 0,88
ER_Kontrastas 0,01 0,4 ~0,05 0,005 0,08 0,12 0,13 ~0,05 0,19 .
0,9 <0,0001 0,55 0,95 03 0,15 0,11 0,53 0,02
PR_entropija —0,13 0,02 0,41 0,03 0,04 0,03 0,11 0,06 0,13 0,19 .
0,1 0,77 <0,0001 0,73 0,65 0,68 0,88 0,43 0,12 0,02
Ki67_entropija 017 -0.15 -0,09 0,83 0,19 0,08 0,05 014 0,08 0,04 0,07 !
0,04 0,06 0,29 <0,0001 0,02 03 0,51 0,08 03 0,6 0,37
CD8_MC_t -0,03 0,22 0,06 -0,02 -0,03 -0,03 -0,03 0,06 0,12 0,21 0,01 -0,11 1
0,73 0,007 0,44 0,77 0,98 0,68 0,73 0,46 0,14 0,008 0,86 0,18
0,01 R
CDB_MC_sn 02 0,03 0,06 0,008 01 -0,01 0,06 014 023 0,004 | -0,03 089 L
0,88 0,01 0,72 0,48 0,92 0,22 0,91 0,49 0,08 0,0046 0,96 0,75 <0,0001

177




CcD8 t S 0,01 -0,2 0,01 0,12 —0,003 0,07 0,02 0,06 0,03 0,27 0,05 0,13 0,07 0,12 1
- 0,93 0,01 0,87 0,14 0,97 0,37 0,8 0,47 0,71 0,0006 0,53 0,11 0,41 0,14

cD8 t N -0,04 0,33 0,08 0,06 0,04 -0,08 0,03 0,12 0,09 0.4 0,1 0,04 0,62 0,6 0,72 1
- 0,6 <0,0001 0,31 0,47 0,66 0,31 0,76 0,15 0,28 <0,0001 0,24 0,59 <0,0001 <0,0001 <0,0001

CD8 sn NK 0,01 0,23 0,01 0,13 0,03 -0,06 0,02 01 0,03 0,37 0,09 0,13 0,32 0,37 0,89 0,84 1
- 0,95 0,0004 0,89 0,1 0,74 0,42 0,85 0,24 0,69 <0,0001 0,26 0,11 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

D¢l gausaus kintamyjy kiekio lenteléje pateikti tik ty kintamyjy tarpusavio koreliacijy rezultatai, kurie, jverinus KMO rodiklj (zr. 3.2.3 skyriy), buvo jtraukti |
faktoring analize. IHC — imunohistochemija; FISH — fluorescenciné in situ hibridizacija; VH — vidunavikinis heterogeniskumas; HER2 — Zmogaus epidermio
augimo veiksnio receptorius 2; MV — membranos vientisumas; HER2/CEP17_S - HER2/CEP17 santykis; amp_%_S ir amp_%_HER2 — amplifikuoty lasteliy
procentiné dalis vertinant atitinkamai HER2/CEP17 santykj ir HER2 kopijy skai¢iy ; CD8_MC_t ir CD8_MC_sn — atitinkamai CD8+ lasteliy tankio masés centro
vidurkis ir standartinis nuokrypis; CD8_t_S, CD8_t_N — CD8+ lasteliy tankio vidurkis (lastelés/mm?) saveikos zonos atitinkamai stromos (S) ir naviko (N) srityse;
CD8_sn_NK - Igsteliy tankio standartinis nuokrypis sgveikos zonos naviko krasto (NK) srityje. ParySkinti statisti$kai reikSmingi koreliacijos koeficientai.
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12 priedas. IHC, FISH, VH ir CD8+ lgsteliy tankio rodikliy koreliacijy matrica (koreliacijos koeficientai (r) ir p reik§més) HER2 amplifikuoty
naviky grupéje

@
2
9 (2] ~ ]
2 j‘; ':cl 2 i ‘% ’% =) o 5’| %) z é
. S © © R : a o T 5 5 e Q O | < |
Rodiklis N' s < ~ & i} S, | 5 B = = s | | S
I il x e & Q o ES & & @ ! | x ® I
w a 1) | ! x © [a) [a) ©
u < = & g o ! o P Q Qa o o) Q
T o~ w £ i} a v o o o
o T < X
w
T
HER2_MV 1
ER % 0,33 1
0,0002
PR % 007 0,46 R
0,94 <0,0001
Ki67 % -0,07 -0,39 -0,34 1
0,47 <0,0001 0,0002
HER2 -0,2 -0,18 0,01 0,1 1
kopijy skai¢ius 0,028 0,05 09 03
HER2/CEP17_S 0,05 0,05 0,02 0,02 0,47 1
0,62 0,56 0,86 0,85 <0,0001
amp_%_S -0,05 -0,06 0,02 -0,09 0,45 0,83 1
0,63 0,54 0,83 0,35 <0,0001 <0,0001
amp_%_HER?2 -0,08 0,05 0,13 0,08 0,71 0,38 0,44 1
0,38 0,56 0,15 0,37 <0,0001 <0,0001 <0,0001
. 0,09 0,23 0,06 -0,32 -0,02 -0,06 0,03 0,03
ER_entropija 1
0,33 0,01 05 0,0004 0,84 0,53 0,72 0,77
PR_entropija 0,12 0,51 0,63 -0,31 0,14 -0,05 -0,12 -0,02 0,14 1
0,2 <0,0001 <0,0001 0,0006 0,13 0,57 0,24 0,83 0,14
. . -0,16 -0,39 -0,33 08 0,11 0,05 0,02 0,11 -0,03 -0,32
Ki67_entropija 1
0,09 <0,0001 0,0003 <0,0001 0,25 0,58 0,86 0,22 0,0009 0,0004
CD8_MC_t 0,001 019 007 01 0,14 011 0,05 0,08 01 2004 001 )
0,99 0,04 0,48 0,27 0,13 0,22 0,62 0,41 0,27 0,66 0,89
CD8_MC_sn 0,04 -0,14 -0,06 0,13 0,16 0,06 0,05 0,13 0,09 -0,05 -0,004 0,88 1
0,68 0,12 0,54 0,15 0,09 0,53 0,62 0,18 0,35 0,57 0,97 <0,0001
cD8 ts -0,22 -0,15 -0,08 0,11 0,06 -0,002 0,02 0,01 0,1 -0,17 0,13 0,08 0,13 1
- 0,01 0,1 0,39 0,25 0,5 0,98 0,82 0,91 0,27 0,06 0,17 0,37 0,18




CDB t N 012 016 0,06 0,05 01 0,09 0,04 0,03 023 01 0,02 0,66 06 0,69 1
- 018 0,07 054 06 03 035 067 0,76 0,01 028 0,86 <0,0001 <0,0001 <0,0001

CD8 sn NK 0,22 03 ~0,19 017 012 007 0,05 001 013 0,27 0,19 037 039 0,87 084 1
il 0,02 0,0014 0,04 0,07 021 045 0,56 088 018 0,003 0,04 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

D¢l gausaus kintamyjy kiekio lenteléje pateikti tik ty kintamyjy tarpusavio koreliacijy rezultatai, kurie, jvertinus KMO rodiklj, (zr. 3.2.3 skyriy), buvo jtraukti j
faktoring analize. THC — imunohistochemija; FISH — fluorescenciné in situ hibridizacija; VH — vidunavikinis heterogeniskumas; HER2 — Zmogaus epidermio
augimo veiksnio receptorius 2; MV — membranos vientisumas; HER2/CEP17_S — HER2/CEP17 santykis; amp_%_S ir amp_%_HER2 — amplifikuoty lasteliy
procentiné dalis vertinant atitinkamai HER2/CEP17 santykj ir HER2 kopijy skai¢iy; CD8_MC_t ir CD8_MC_sn — atitinkamai CD8+ lasteliy tankio masés centro
vidurkis ir standartinis nuokrypis; CD8_t_S, CD8_t_N — CD8+ Iasteliy tankio vidurkis (Igstelés/mm?) saveikos zonos atitinkamai stromos (S) ir naviko (N) srityse;
CD8_sn_NK lasteliy tankio standartinis nuokrypis sgveikos zonos naviko krasto (NK) srityje. Paryskinti statistiskai reik§mingi koreliacijos koeficientai.
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13 priedas. Pasukty IHC, FISH, vidunavikinio heterogeniskumo ir CD8+ lasteliy
tankio veiksniy struktiira HER2 neamplifikuoty naviky grupéje

Rodiklis 1 2 3 4 5 6
veiksnys | veiksnys veiksnys | veiksnys veiksnys veiksnys
HER2 MV 0,004 —-0,0015 0,0785 0,3526 —-0,2656 —-0,2859
ER % -0,2089 | -0,1315 -0,1101 -0,0747 —-0,7408 0,1712
PR % 0,0204 0,0216 0,0771 -0,1111 -0,1407 0,8313
Ki67 % 0,0617 0,0257 0,0154 0,9384 0,0409 —-0,0241
HER2 -0,0011 | 0,8579 0,0118 0,0992 -0,0051 0,0887
kopijy sk.
HER2/CEP17_S | -0,0921 0,7622 —0,0853 —0,0058 0,1184 —-0,1998
amp_%_S 0,0141 0,8196 -0,0302 | -0,0299 0,0264 -0,0554
amp_%_HER2 0,0929 0,7720 0,0841 0,0774 —-0,0922 0,1853
CD8_MC_t 0,1185 —-0,0001 0,9576 —0,0638 0,1148 0,0059
CD8_MC_sn 0,1502 | -0,0257 0,9462 0,0238 0,1073 -0,0078
CD8_t_S 0,9583 0,0004 —0,0656 0,0711 0,0489 0,0199
CD8_sn_NK 0,9416 0,0198 0,1948 0,0805 0,1119 0,0268
CD8_t_N 0,7880 0,0265 0,5202 0,0076 0,1605 0,0722
HER2_MV -0,1214 0,0417 0,0761 0,0422 0,637 0,1909
entropija
ER_ kontrastas 0,3504 -0,1675 0,1057 —0,0396 0,6358 0,0277
PR_entropija 0,0579 | -0,0049 | -0,0507 0,0831 0,2026 0,7797
Ki67_entropija 0,0725 0,0991 —0,0960 0,9259 0,1139 0,0516

HER2 — Zmogaus epidermio augimo veiksnio receptorius 2; MV — membranos vientisumas;
HER2/CEP17_S — HER2/CEP17 santykis; amp_%_S ir amp_%_HER2 — amplifikuoty lasteliy
procentiné dalis vertinant atitinkamai HER2/CEP17 santykj ir HER2 kopijy skaiciy;
CD8 MC_t ir CD8 MC_sn — atitinkamai CD8+ lasteliy tankio masés centro vidurkis ir
standartinis nuokrypis; CD8_t_S, CD8_t N — CD8+ lasteliy tankio vidurkis (lastelés/mm?)
saveikos zonos atitinkamai stromos (S) ir naviko (N) srityse; CD8_sn_NK — lgsteliy tankio
standartinis nuokrypis sgveikos zonos naviko krasto (NK) srityje.
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14 priedas. Pasukty IHC, FISH, vidunavikinio heterogeniskumo ir CD8+ lasteliy
tankio veiksniy struktiira HER2 amplifikuoty naviky grupéje

Rodiklis 1 2 3 4 5 6
veiksnys | veiksnys veiksnys | veiksnys veiksnys veiksnys
HER2 MV 0,0729 -0,1633 0,0645 —0,0448 0,0541 0,8948
ER % -0,0229 | -0,0512 | -0,1799 | -0,2788 0,6445 0,4554
PR % 0,0601 | -0,0283 | -0,0278 | -0,1593 0,8629 -0,1056
Ki67 % —0,0068 0,0818 0,1023 0,8965 -0,2169 0,0526
HER2 0,7669 0,0098 0,1445 0,1277 0,0264 -0,2848
kopijy sk.
HER2/CEP17_S | 0,8469 0,031 0,0023 -0,0679 -0,1061 0,0904
amp_%_S 0,8680 0,032 -0,0549 | -0,1483 | -0,1627 0,0967
amp_%_HER2 0,7540 —-0,0206 0,0945 0,1828 0,2316 —-0,0934
CD8_MC_t 0,0638 0,1637 0,9529 —0,0247 —-0,0582 0,0024
CD8_MC_sn 0,0685 0,1666 0,9368 0,0249 -0,0245 0,0416
CD8_t_S —-0,0016 0,9541 -0,0677 0,0527 —-0,0625 -0,1129
CD8_sn_NK 0,0301 0,9277 0,3055 0,0042 -0,0884 | -0,0748
CD8_t_N 0,0342 0,7992 0,5414 -0,0767 | -0,0483 | —0,0358
ER_entropija 0,0154 0,2572 0,0705 —-0,5380 0,0492 0,2314
PR_entropija -0,0891 | -0,0961 0,0122 -0,1678 0,8236 0,0801
Ki67_entropija 0,0737 0,1200 —0,0543 0,8692 -0,2374 | -0,0051

HER2 — Zmogaus epidermio augimo veiksnio receptorius 2; MV — membranos vientisumas;
HER2/CEP17_S — HER2/CEP17 santykis; amp_%_S ir amp_%_HER2 — amplifikuoty lasteliy
procentiné dalis vertinant atitinkamai HER2/CEP17 santykj ir HER2 kopijy skaiciy;
CD8_MC_t ir CD8_MC_sn — atitinkamai CD8+ lasteliy tankio masés centro vidurkis ir
standartinis nuokrypis; CD8_t_S, CD8_t N — CD8+ lasteliy tankio vidurkis (lastelés/mm?)
saveikos zonos atitinkamai stromos (S) ir naviko (N) srityse; CD8_sn_NK — lgsteliy tankio
standartinis nuokrypis sagveikos zonos naviko krasto (NK) srityje.
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15 priedas. Daugiaveiksniy Kokso regresijos modeliy atrankos rezultatai, taikant

vienos dalies atidéjimo kryzminj patikrinimg HER2 neamplifikuoty naviky grupéje
Modelio 2 v s

pasikartojimai X p reikmé

Modelio kintamieji

1 modelis

N grupé (NO ir N1-3)
HER2 MV 1 4,74 0,029
HER2 MV _kontrastas

N grupé (NO ir N1-3)
HER2_energija

HER2 MV _entropija
ER_kontrastas

T grupé (T1-2 ir T3-4)
HER2 MV 7 4,6 0,032
ER_kontrastas

T grupé (T1-2 ir T3-4)
HER2 MV 16 6,51 0,011
HER2 MV _entropija

T grupé (T1-2 ir T3-4)
HER2 MV

HER2 MV _entropija
ER_kontrastas

HER2 MV 1 9,58 < 0,0001
HER2 MV

HER2 MV _entropija
2 modelis

N grupé (NO ir N1-3)
CD8_MC_t 1 12,51 0,006
CD8_t N
CD8_MC_t
CD8_t N 150 11,67 0,004
CD8_sn_NK

T grupé (T1-2 ir T3-4)
CD8_MC_t

CD8_t_N

CD8 _sn_NK

T grupé (T1-2 ir T3-4)
CD8_MC_t 1 9,27 0,023
CD8 sn_NK

T grupé (T1-2 ir T3-4)
CD8_sn_S

CD8_t_N

CD8_sn_NK

3 modelis

N grupé (NO ir N1-3)
HER2 %

1 5,12 0,024

130 8,44 0,011

2 511 0,024

2 11,32 0,008

1 3,99 0,037

1 13,19
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HER2 MV

HER2 MV _kontrastas
CD8_sn_S

CD8_t_N

N grupé (NO ir N1-3)
HER2 MV

HER2 MV _kontrastas
CD8_MC_t
CD8_t N
CD8_sn_NK

14,4

0,013

N grupé (NO ir N1-3)
HER2 MV

HER2 MV _entropija
CD8_t_N
CD8_sn_NK

13,24

0,006

N grupé (NO ir N1-3)
HER2 MV

HER2 MV _kontrastas
ER_kontrastas
CD8_t N

CD8 sn_NK

13,58

0,009

T grupé (T1-2 ir T3-4)
HER2 MV

HER2 MV _entropija
ER_kontrastas
CD8_MC_t

CD8_t N

CD8 sn_NK

138

16,85

0,005

T grupé (T1-2 ir T3-4)
HER2 MV

CD8 t N

CD8 _sn_NK

14,72

0,022

T grupé (T1-2 ir T3-4)
HER2 MV

CD8 t N

CD8_sn_NK

CDS8_IN_t

5,32

0,037

HER2 — Zmogaus epidermio augimo veiksnio receptorius 2; MV —membranos vientisumas; ER
— estrogeny receptoriai; N — i$plitimas | sritinius limfmazgius; T — pirminis naviko dydis;
CD8_MC_t — CD8+ lasteliy tankio masés centro vidurkis; CD8_t_N — CD8+ lasteliy tankio
vidurkis (lastelés/mm?) sgveikos zonos stromos naviko (N) srityje; CD8_sn_NK ir CD8_sn_S
— lasteliy tankio standartinis nuokrypis saveikos zonos naviko krasto (NK) ir stromos (S)

srityse; CD8_IN_t — CD8+ lasteliy tankio imunonuokry¢io vidurkis.
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16 priedas. Daugiaveiksniy Kokso regresijos modeliy atrankos rezultatai, taikant

vienos dalies atidéjimo kryzminj patikrinimg HER2 amplifikuoty naviky grupéje
Modelio 2 v s

pasikartojimai X p reikmé

Modelio kintamieji

4 modelis

N grupé (NO ir N1-3)
HER2 MV _kontrastas 93 8,46 0,004
CEP17 kopijy skaiCius
N grupé (NO ir N1-3)
HER2_entropija 8 11,01 0,001
CEP17 kopijy skaicius
N grupé (NO ir N1-3)
HER2_entropija 1 9,8 0,002
PR_AshD

N grupé (NO ir N1-3)
CEP17 kopijy skaiCius
N grupé (NO ir N1-3)
HER2 MV _kontrastas 1 6,33 0,011
Ki67_entropija

N grupé (NO ir N1-3)
HER2 MV _kontrastas
Ki67_entropija
PR_AshD

5 modelis

N grupé (NO ir N1-3)
CD8_IN_t

N grupé (NO ir N1-3)
CD8_t_N

T grupé (T1-2 ir T3-4)
CD8_IN_t

6 modelis

N grupé (NO ir N1-3)
HER2 MV _kontrastas
CEP17 kopijy skaiCius
CD8_t_N

N grupé (NO ir N1-3)
HER2 MV _kontrastas
CEP17 kopijy skaiCius
CD8_MC_t

N grupé (NO ir N1-3)
HER2 MV _kontrastas
PR_AshD

CD8_t_N

N grupé (NO ir N1-3)
HER2 MV _kontrastas
CEP17 kopijy skai¢ius
CD8_IN_t

6 11,23 0,035

1 5,74 0,017

39 791 0,005

73 7,92 0,005

1 8,056 0,005

110 13,38 0,0003

4 12,79 0,0004

1 11,88 0,0006

1 8,43 0,004
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HER2 — zmogaus epidermio augimo veiksnio receptorius 2; MV — membranos vientisumas;
CEP17 — 17 chromosomos centromerg zymintis zondas; PR — progesterony receptoriai; N —
i§plitimas | sritinius limfmazgius; T — pirminis naviko dydis; AshD — ASmano D
bimodaliskumo rodiklis; CD8_MC _t — CD8+ lasteliy tankio masés centro vidurkis; CD8 t N
— CD8+ Igsteliy tankio vidurkis (Iagstelés/mm?) saveikos zonos stromos naviko (N) srityje;
CD8_IN_t — CD8+ lasteliy tankio imunonuokry¢io vidurkis.
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17 priedas. PR ir HER2 regioniniy sgveiky formy pavyzdziai.
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5-iy atvejy, kuriy PR ir HER2 raiskos pasiskirstymo formos skirtingos, pavyzdziai:
(1-5 A) issibarstymo grafikai, kuriuose Y aSyje atidéti PR % (mélyni burbuliukai) ir
HER2 % (raudoni burbuliukai), o X aSyje — visy lgsteliy skai¢ius. Norint parodyti
abiejy baltymy ekspresija tame paciame SeSiakampyje, tas pats burbuliukas
pavaizduotas du kartus. (1-5 B) i§sibarstymo grafikai, kurivose Y aSyje atidétas log
SHER2/PR, o X asyje — visy lasteliy skai¢ius. 1A, 1 B atveju dominuoja PR ekspresija,
HER?2 raiska yra minimali; 2 A, 2 B atveju PR raiSka heterogeniska, HER2 raiska
minimali; 3 A, 3 B atveju PR raiSka bimodaliska, HER2 raiSka minimali; 4 A, 4 B
atveju dominuoja HER2 ekspresija, PR rai$ka yra minimali; 5 A, 5 B atveju PR ir
HER?2 raiska yra heterogeniska.

HER2 — Zzmogaus epidermio augimo veiksnio receptorius 2; PR — progesterony receptoriai.
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18 priedas. HER2 membranos vientisumo ir jo entropijos ry$ys
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HEE2 MV

ISsibarstymo grafike parodytas netiesinis rySys tarp HER2 MV ir jo entropijos
kintamyjy, kuris buvo teigiamas kryptimi i$ kairés apatinés dalies j deSin¢ virSuting
dalj (maziau vienodas membranos nusidazymas) ir neigiamas kryptimi i§ kairés
virSutinés dalies j apating deSine dalj (vienodesnis membranos nusidazymas).

HER2 — Zmogaus epidermio augimo veiksnio receptorius 2; MV — membranos vientisumas.
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PADEKA

Nuosirdziai dékoju savo darbo vadovui prof. dr. Arvydui Laurinavi¢iui uz
galimybg studijuoti doktoranttroje, kad mokéte ir drasinote eiti Siuo pazinimo
ir atradimy keliu. Jisy pamokos, perteiktos zZinios, optimistinis ir palaikantis
pozilris augino norg pazinti, eiti j priekj ir tobuléti. A¢ii Jums uZz placiai
atverta iSminties ir idéjy pasaulj.

Nuosirdziai dékoju doc. dr. Aidai Laurinavi¢ienei uz paskatinimg rinktis
Sias studijas ir palaikyma jy metu.

Dékoju Sio darbo konsultantui prof. habil. dr. Juozui Rimantui Lazutkai uz
naudingas pastabas ir patarimus.

Dékoju kolegai Renaldui Auguliui uz pagalba ieSkant atsakymy j riipimus
klausimus, uz vertingus patarimus ir konsultacijoms skirtg laika.

Ac&iti  Valstybinio patologijos centro darbuotojams, geranoriskai
prisidéjusiems jvairiuose §io darbo etapuose.

Dékoju savo Seimai — vyrui ir vaikams, Mamytei ir Téveliui uz palaikyma,
pagalba, rupest] ir supratinguma.

Tariu acitl savo artimiesiems ir draugams, palaikiusiems ir tikéjusiems
mano sékme.
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