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SANTRUMPU SARASAS

AshD — A8mano D bimodaliskumo rodiklis (angl. Ashman’s D)
CD8_IN_vid — CD8+ lasteliy imunonuokry¢io vidurkis

CD8_MC_vid — CD8+ lgsteliy masés centro vidurkis

CD8_sn — CD8+ lgsteliy tankio standartinis nuokrypis

CD8_vid — CD8+ lasteliy tankio vidurkis

CTL — CD8+ citotoksinés T Iastelés

DCIS — duktaliné karcinoma in situ

dIHC — dviguba imunohistochemija

ER — estrogeny receptorius

ER- — neigiama estrogeny receptoriaus reakcija, 1gstelés nevykdo estrogeny
receptoriaus raiskos

ER+ — teigiama estrogeny receptoriaus reakcija, lastelés vykdo estrogeny
receptoriaus raiska

ERo/p — estrogeno receptoriaus o/f} izoforma

f — fono klasés santykinis plotas

G — diferenciacijos laipsnis

HER1/2 — 1/2-asis zmogaus epidermio augimo veiksnio receptorius

HER2+ — teigiama 2-0jo zmogaus epidermio veiksnio receptoriaus reakcija,
lastelés vykdo 2-0jo Zzmogaus epidermio veiksnio receptoriaus raiska

hex — SeSiakampis gardelés elementas

HIF1/2 a/p — 1/2-asis a/p hipoksijos indukuotas veiksnys

HR — hormony receptorius

HR- — neigiama hormony receptoriaus reakcija, lastelés nevykdo estrogeny
receptoriaus ir progesterony receptoriaus raiskos

HR+ — teigiama hormony receptoriaus reakcija, Igstelés vykdo estrogeny
receptoriaus ir progesterony receptoriaus raiskg

HRDK — hormony receptoriy teigiama duktaliné karcinoma

i — kintamojo i§vestiné

IHC — imunohistochemija

IK — invazijos krastas

IL-1/4/5/6/10/13/35 — 1/4/5/6/10/13/35-asis interleukinas

IN — imunonuokrytis

JAV — Jungtinés Amerikos Valstijos

KMO - Kaizerio—Mejerio—Olkino matas

KV — kriities vézys

LCIS — lobuliné karcinoma in situ

M — i$plitimas j tolimuosius organus



MC — masés centras

N — i8plitimas j sritinius limfmazgius

n — naviko klasés santykinis plotas

NA — navikinis audinys arba navikinio audinio dalis

NIL — navika infiltruojantys limfocitai

NZ — natiirali zudiké (angl. natural killer)

p — santyKkinis plotas

PD-1 — 1-asis uzprogramuotas lgsteliy mirties baltymas

PD-L1/2 — 1/2-asis uzprogramuotas lasteliy mirties baltymo ligandas

PgR — progesterony receptorius

PgR— — neigiama progesterony receptoriaus reakcija, lastelés nevykdo
progesterono receptoriaus raiskos

PgR+ — teigiama progesterony receptoriaus reakcija, lastelés vykdo
progesterono receptoriaus raiska

PgR-A/B — progesterony receptoriaus A/B izoforma

PR — pavojaus rizikos santykis (angl. hazard ratio)

S — stroma arba stromos audinio dalis

s — stromos klasés santykinis plotas

SATB1 — 1-asis savitas prie A ir T baziy pory besijungiantis baltymas
SATB1+CD8+ — SATBL ir CD8 raiska vykdancios lastelés
SATB1+CD8- — SATBLI raiska vykdancios ir CD8 nevykdancios lastelés
SATB1-CD8+ — SATB1 raiskos nevykdancios ir CD8 vykdancios Igstelés
SK — sgveikos krastas

SKys — 1/3 Sesiakampiy gardeliy elementy plocio saveikos krastas

SVA — skaitmeniné vaizdo analizé

SZ — sgveikos zona

SZzs79 — 3/5/7/9 Sesiakampiy gardeliy elementy plocio sgveikos zona

T — pirminis naviko dydis

TGF-B — B transformuojantis augimo veiksnys

TNF-0/B — a/p naviko nekrozés veiksnys

TNKYV - trejopai neigiamas kriities vézys

TNM — pirminio naviko dydzio, i$plitimo i sritinius limfmazgius ir tolimyjy
metastaziy jvertinimo sistema

Treg — T reguliacinés Igstelés

TS — tikétinumo santykis (angl. likelihood ratio)

VEGF — kraujagysliy endotelio augimo veiksnys

VIHC — vienguba imunohistochemija



1. IVADAS
1.1. Tiriamojo darbo problema ir jos aktualumas

Krities vézys (KV) — vienas labiausiai paplitusiy piktybiniy naviky
pasaulyje. Tai pagrindiné onkologiné motery mirties priezastis’®. Pasaulio
sveikatos  organizacijos  Tarptautinés naviky tyrimy agentiros
duomenimis® ¢, 2018 m. pasaulyje diagnozuoti 2 088 849 nauji susirgimai
KV, miré 626 679 moterys. Sukaupta nemazai ziniy apie KV biologija,
genetinius aspektus ir kliniking gydymo patirtj, ta¢iau KV sergantys
pacientai j prognozines grupes iki Siol skirstomi remiantis morfologiniais
KV progresijos bruozais — dydziu, iSplitimu j limfmazgius ir tolimuosius
organus, histologiniu diferenciacijos laipsniu bei standartiniy KV
prognoziniy ir predikciniy estrogeny (ER), progesterony receptoriy (PgR),
2-0jo zmogaus epidermio augimo veiksnio receptoriaus (HER2) ir Ki67
biozymeny raiskos jvertinimu naviko audinyje’®. Pagrindiniai KV gydymo
metodai: chirurginé operacija, endokrininé hormony ir biologiné terapija,
radioterapija ir chemoterapijal®. Dél KV heterogeniskumo net ir budingus
Klinikinius ir patologinius pozymius turin¢iy pacienty KV prognozé ir
atsakas | gydyma yra labai skirtingi, todél, siekiant pagerinti KV serganéiy
pacienty prognoze ir gydymo sprendimus, bitina atsizvelgti ir j kitus, iki $iol
neakcentuotus aspektus, j tyrimg jtraukti naujus biozymenis.

Naviky biologijos tyrimy pazanga ne tik leido suprasti naviko
karcinogenezés ir vystymosi procesus, bet ir suteiké pagrinda
personalizuotoms terapijoms, kuriy didzioji dalis yra nukreiptos prie$ naviko
Igsteles. Vis délto $iy terapijy klinikinj naudingumg riboja didelis naviko
lasteliy  populiacijy heterogeniSkumas ir netolydus pasiskirstymas
individualiame navike'?. Pastaryjy mety tyrimai'®>?’ atskleidé, kad naviko
mikroaplinka yra kur kas svarbesné, negu buvo manyta iki Siol, — ji
dalyvauja lgsteliy epiteliniame ir mezenchiminiame virsme, skatina
angiogeneze, naviko lasteliy iSplitima, imuning infiltracija, o iSreguliuotas
imuninis atsakas ir lgsteliy tarpusavio saveikos skatina naviko progresijg ir
terapijos atsparuma, taip veikdamos naviko gydyma ir prognozg. Taigi,
galima teigti, kad naviko mikroaplinka yra kritiné naviko lasteliy
,partneré“!®, ir kelti hipoteze, kad i§sami naviko lgsteliy ir mikroaplinkos
profiliy analizé naviko erdviniame kontekste gali atskleisti tarp naviko ir
imuninés sistemos komponenty vykstan¢iy sgveiky dinamika bei suteikti ne
tik prognozine, bet ir predikcing vertg. Vienas i§ svarbiausiy naviko
mikroaplinkos elementy — navika infiltruojantys limfocitai (NIL). Apie Siy
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limfocity jtakg pacienty prognozei zinoma jau nuo XIX a.'*? ta¢iau tik
neseniai atlikti iSsams tyrimai, jrodantys NIL kliniking reik§me®: 2,
Storosios zarnos naviky imunohistocheminiai (IHC) ir skaitmeninés
vaizdo analizés (SVA) imuniniy lasteliy tyrimai?? leido nustatyti, kad NIL
sudétis, ypa¢ CD8+ ir CD3+ T lastelés, tankis ir jy pasiskirstymas naviko
audinyje (centre arba periferijoje), turi didele prognozing verte. Nepaisant to,
tiriant KV, NIL jvertinimas iki $iol néra jdiegtas j kasdien¢ klinikine
praktikag?*?%, nors Tarptautiné imunoonkologiniy bioZymeny darbo grupé
NIL jvertinimo rekomendacijas pateiké dar 2017 m.?> %, Remiantis Siomis
gairémis, NIL tyrimas turéty bati atliekamas hematoksilinu ir eozinu
dazytuose méginiuose pusiau kiekybiniu budu, nustatant erdvinius
aspektus — 1 mm plocio invazijos krastg (IK), kuris skiria navikinj audinj
nuo aplinkinio stromos komponento?®%’. Rekomendacijomis siekta
suvienodinti NIL tyrimus jvairiuose navikuose, taciau, analizuojant naviko
mikroaplinkg pagal Sias gaires, néra galimybés jvertinti imuniniy lasteliy
sudétj, Kiekybinis ir erdvinis jvertinimas yra subjektyvus ir labai priklauso
nuo vertintojo patirties. Dél minéty priezaséiy, atliekant tyrimus?? 23 28-31
pasitilyta taikyti IHC metods, Kkuris leidzia ne tik nustatyti imuninio
komponento fenotipa, bet ir apibtdinti navika dvimatéje erdvéje. Taip
gaunama daugiau informacijos apie biologines sgveikas naviko
mikroaplinkos kontekste. Dviguba THC § metodg gali sustiprinti, nes
suteikiama galimybé nustatyti Igstelés tipg ir jos biologines savybes®* %, Vis
délto tyrimai?® **, leidziantys jvertinti erdvinius aspektus — atskirti navikinio
audinio regionus ir automatizuotu biidu nustatyti naviko ir stromos sgveikos
zong (SZ), iki $iol yra pavieniai. Gauti priestaringi rezultatai, vertinant NIL
ir KV sergan¢iy pacienty prognoze?® 340 ypa¢ placiausioje KV grupéje —
hormony receptoriy teigiamose duktalinése karcinomose (HRDK), rodo, kad
NIL tyrimas pagal vizualaus jvertinimo mikroskopuojant rekomendacijas
néra pakankamai tikslus. Priesingai, NIL jvertinimas, taikant IHC ir SVA
metodus, leisty gauti tikslius kiekybinius parametrus, tokius kaip konkreciy
imuniniy lgsteliy skaicius, pavirSiaus plotas ar Kiti rodikliai. Be to, taikant
Sesiakampiy gardeliy analitika ir erdvinés statistikos metodus, kai kuriy
tyréjy darbuose*** rekomenduotus Ki67 heterogeniskumui jvertinti, bty
galima automatiskai vizualizuoti navikinio audinio komponentus, jvertinti
zymeny erdvinj pasiskirstyma, o nustatytus esminius imuninj atsaka
apibtidinancius rodiklius susieti su pacienty i§gyvenamumo duomenimis.
Nepaisant pazangos matuojant imuninj atsaka, fundamentalus klausimas,
kodél dauguma naviky neturi Zymaus imuninio atsako, lieka neatsakytas.
Terapijos, paremtos imuninio atsako aktyvinimu, priklauso nuo NIL, taciau
dél naviko Iasteliy sintetinamy jvairiy baltymy (pavyzdziui, 1-0jo
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uzprogramuoto lasteliy mirties baltymo ligando, toliau — PD-L1) naviko
imunogeniskumas, nepaisant didelio NIL tankio, gali biiti slopinamas*, o
kuriamos imunoterapijos mazai efektyvios*’ . Dél $ios prieZasties iSsamis
naviko lasteliy, jskaitant antigeny pateikimo, angiogenezés, proliferacijos bei
Kity naviky patogenezés progresijos (naviko dydzio, iSplitimo j limfmazgius
ir kt.) pozymiy, imuninio atsako ir naviko erdvinés tekstiiros, tyrimai ne tik
geriau atskleisty naviko ir mikroaplinkos lasteliy saveikas, bet ir leisty gauti
tikslesne informacija apie HRDK pacienty prognozg.

1.2. Tyrimo tikslas

Ivertinti kriities vézio progresijos pozymiy ir imuninio atsako sgsajas
naviko mikroaplinkos erdviniame kontekste.

1.3. Darbo uzdaviniai
Tikslui jgyvendinti iskelti Sie tyrimo uzdaviniai:

1. Sukurti  viengubos ir dvigubos imunohistochemijos tyrimo
metodikas naviko ir jo mikroaplinkos Zymeny rai$kai jvertinti ir jas
pritaikyti kiekybinei bei erdvinei skaitmeninei vaizdo analizei.

2. Sukurti skaitmeninés vaizdo analizés ir SeSiakampiy gardeliy
principais paremta metodologija  krities vézio  mikroaplinkos
komponentams nustatyti, i$skirti naviko ir stromos sgveikos zong ir joje
atlikti lasteliy erdvinio pasiskirstymo matavimus.

3. Optimizuoti naviko, jo mikroaplinkos, imuninio atsako ir
biozymeny heterogeniSkumo  rodikliy  rinkinius  kraties  véZio
patobiologiniams ir prognoziniams modeliams kurti.

4. Tvertinti sukurty rodikliy rinkiniy sasajas su patologijos ir klinikos
duomenimis bei prognozine verte pacienciy, serganciy ankstyvosios
stadijos hormony receptoriy teigiama duktaline karcinoma, imtyje.

1.4. Ginamieji disertacijos teiginiai

1. Sukurta kraties vézio audinio tyrimo metodologija leidzia
automatiSkai nustatyti naviko ir stromos sgveikos zong bei apskaiciuoti
antinavikinj imuninj atsaka apibiidinan¢ius imunogradiento rodiklius,
kurie leidzia prognozuoti pacienciy, serganciy ankstyvosios stadijos
hormony receptoriy  teigiama duktaline  karcinoma, bendrajj
iSgyvenamuma.
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2. Skaitmenine vaizdo analize pagristas integruotas Ki67, PgR ir
CD8+SATB1+ imunohistochemijos modelis, nepriklausomai nuo
klinikos ir patologijos parametry, leidzia jvertinti pacienciy, serganciy
hormony receptoriy teigiama duktaline karcinoma, prognoze. Sis modelis
atskleidzia, kad Ki67 ir PgR raiskos vidunavikinio heterogeniskumo
rodikliai suteikia daugiau prognozinés informacijos negu iy biozymeny
kiekybiniai jverciai, o CD8+SATBI+ lasteliy tankis navike gali biiti
taikomas kaip aktyvaus imuninio atsako prie$ navika rodiklis.

1.5. Darbo naujumas ir reik§mé

1. Naviko ir stromos sgveikos krasto (SK) ir SZ nustatymo
metodologija. Pritaikius SVA ir skaitmenizuoto KV audinio padalijimo j
SeSiakampius gardeliy elementus metodus, Siame darbe automatiskai
nustatytas naviko ir stromos SK bei SZ. SZ nustatymas intervalais
(rangais) leido optimizuoti SZ plotj ir apskaiCiuoti kiekybinius ir
erdvinius imuninj atsakg apibadinan¢ius imunogradiento rodiklius
ankstyvosios stadijos HRDK méginiuose.

2. Imunogradiento rodikliy prognoziné verté. Siame darbe pirma karta
nustatyta, kad ne tik CD8+ lasteliy tankis naviko dalyje, bet ir iy lasteliy
gradientg j navika apibtidinantis parametras — CD8+ Igsteliy tankio masés
centras — yra nepriklausomi geros prognozés rodikliai HRDK imtyje. Be
to, nustatyta, kad agreguotas SZ CD8+ Igsteliy imuninio atsako faktorius,
kuris sujungia kiekybinio ir erdvinio imuninio atsako jvertinimo
aspektus, yra nepriklausomas HRDK serganéiy pacien¢iy bendrojo
iSgyvenamumo rodiklis, ypa¢ vertinant ilgalaike (>5 m.) prognozg.

3. CD8+SATBI+ lgsteliy biologiné ir prognoziné verté. Pritaikius
SATBI ir CD8 dvigubos IHC SV A, pirma kartg nustatyta, kad plataus
masto epigenetinio reguliatoriaus SATB1 prognozinis poveikis HRDK
yra susijes su vidunavikiniu CD8+SATBI1+ lasteliy tankiu. Taip pat
nustatyta, kad CD8+SATB1+ T lgstelés suteikia daugiau prognozinés
informacijos negu kiekybinis CD8+ limfocity jvertinimas. Tikétina, kad
SATBI raiska CD8+ Igstelése atspindi aktyvuota imuniniy lasteliy bukle.

4. Netiesinis rysys tarp PgR raiskos intensyvumo ir vidunavikinio
heterogeniskumo bei PQR entropijos prognoziné verté. Empiriskai jrodyta
netiesiné priklausomybé tarp PgR raiSkos lygmens ir jo vidunavikinio
heterogeniskumo (Haralicko entropijos) pirma karta atskleidzia, kad
vidutiné (20-80 %) PgR raiska yra susijusi su geresne HRDK prognoze.
Be to, PgR heterogeniskumo rodiklio prognoziné verté yra didesné negu
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Sio biozymens raiskos Kiekybinis jvertis (PgR-teigiamy KV lasteliy
dalis).

5. SVA duomenimis pagristas integruotas prognozinis modelis. Pirmg
karta, remiantis vien tik IHC SVA duomenimis, gautas integruotas
prognozinis modelis, kuris pranoko standartinius KV Kklinikos ir
patologijos parametrus bei atspindéjo tris biologiSkai svarbius ir
savarankiskus HRDK naviko pozymius — PgR raiskos, KV proliferacijos
intensyvumo ir naviko mikroaplinkos imuninio atsako.

1.6. Darbo aprobacija (publikacijos ir praneSimai)

Darbo rezultatai paskelbti recenzuojamuose tarptautiniuose mokslo
leidiniuose, turinéiuose citavimo rodiklj Clarivate Analytics Web of Science
(Filadelfija, JAV) duomeny bazéje, ir pristatyti Lietuvos ir uZsienio
mokslinése konferencijose.

Publikacijos disertacijos tema (2):

1. Rasmusson A, Zilénaité D,  Nestarenkaité A, Augulis R,
Laurinavi¢iene A, Ostapenko V, Poskus T, Laurinavidius A.
Immunogradient indicators for anti-tumor response assessment by
automated tumor-stroma interface zone detection. Am J Pathol. 2020;
190(6): 1309-1322. 2019 m. citavimo rodiklis (angl. impact factor) —
3,491.

2. Zilénaité D, Rasmusson A, Augulis R, Besusparis J,
Laurinavi¢iené A, Plancoulaine B, Ostapenko V, Laurinavi¢ius A.
Independent Prognostic Value of Intratumoural Heterogeneity and
Immune Response Features by Automated Digital Immunochistochemistry
Analysis in Early Hormone Receptor-Positive Breast Carcinoma. Front
Oncol. 2020; 10: 950. 2019 m. citavimo rodiklis — 4,848.

Zodiniai pranesimai disertacijos tema (3):

1. Zilénaité D. Potential role of SATB1 in anti-tumor immune
response. Innovative pathology, 2018. Vilnius, Lietuva.

2. Zilénaité D. Skaitmeninés vaizdo analizés metodas naviko ir
imuniteto sgsajoms tirti. Patologijos technologijos, 2018. Kaunas,
Lietuva.

3. Zilénaite D, Rasmusson A,  AugulisR,  Laurinavigiené A,
Laurinavi¢ius A. Imuninio atsako jvertinimas skaitmeninés vaizdo
analizés metodu esant duktalinei kriities karcinomai. Biomedicininé
diagnostika: mokslas ir praktika, 2019. Vilnius, Lietuva.
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Stendiniai praneSimai ir tezés, pateiktos konferencijose (5):

1. Zilénaité D,  Rasmusson A,  Nestarenkait¢ A,  Augulis R,
Laurinavi¢iené A, Ostapenko V, PoSkus T, Laurinavi¢ius A. The
Immunogradient of CD8+ cell density in the tumour-stroma interface
zone predicts overall survival of patients with hormone receptor-positive
invasive ductal breast carcinoma. 25-asis tarptautinis naviky tyrimy ir
onkologijos susitikimas, 2019. Roma, Italija.

2. Nestarenkaité A,  Rasmusson A,  Zilénaité D,  Augulis R,
Laurinavic¢iené A, Ostapenko V, Poskus T, Laurinavi¢ius A. Prognostic
value of CD8 Immunogradient indicators in tumour-stroma interface zone
of colorectal cancer. 25-asis tarptautinis naviky tyrimy ir onkologijos
susitikimas, 2019. Roma, ltalija.

3. Zilénaiteé D, Rasmusson A,  Nestarenkaité A, Augulis R,
Laurinavi¢iené A, Ostapenko V, Poskus T, Laurinavi¢ius A. The
Immunogradient of CD8+ cell density in the tumour-stroma interface
zone predicts overall survival of patients with hormone receptor-positive
invasive ductal breast carcinoma. 31-asis Europos patology kongresas,
2019. Nica, Pranciizija.

4. Nestarenkaité A, Rasmusson A, Zilénaité D, Augulis R,
Laurinavi¢iené A, Ostapenko V, Poskus T, Laurinavi¢ius A. Prognostic
value of CD8 Immunogradient indicators in tumour-stroma interface zone
of colorectal cancer. 31-asis Europos patology kongresas, 2019. Nica,
Prancizija.

5. Zilénaitée D,  Rasmusson A,  AugulisR,  Laurinavigiené A,
Laurinavi¢ius A. Imuninio atsako jvertinimas skaitmeninés Vvaizdo
analizés metodu duktalinéje kriities karcinomoje: [pranesimo santraukal.
Laboratoriné medicina 2019; 21(1): 40.

Patentai (1):

1. Rasmusson A,  Zilénaité D,  Nestarenkait¢ A,  Augulis R,
Laurinavi¢ius A. Automatizuotas naviko ir stromos $3sajos zonos
nustatymas,  skirtas  naviko  atsako  jvertinimui = naudojant
imunogradientinius indikatorius (angl. Automated Tumour-Stroma
Interface Zone Detection for Anti-Tumour Response Assessment by
Immunogradient Indicators). Patentinés paraiskos Nr. LT 2019 509,
pareiskéjas — Vilniaus universitetas. 2020-04-09 pateikta Sio patento
tarptautiné paraiSka Pasaulio intelektinés nuosavybés organizacijos
tarptautiniame biure (angl. International Bureau of the World Intellectual
Property Organization), Nr. PCT/IB2020/053396.
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2. LITERATUROS APZVALGA
2.1. Krities vézys pasaulyje ir Lietuvoje

Kaip jau minéta, KV — vienas i§ dazniausiy onkologiniy susirgimy. Tali
pagrindiné motery mirties nuo piktybiniy naviky priezastis'®. Pasaulio
sveikatos  organizacijos  Tarptautinés naviky tyrimy  agentiiros
duomenimis® ¢, 2018 m. diagnozuota 2,09 milijony KV naujy susirgimy,
kurie sudaré 23 proc. moterims diagnozuoty naviky atvejy. Sergamumas KV
didéja. SkaiCiuojama, kad nuo 1980 m. sergamumas kasmet iSauga
3,1 proc.®2. Pasaulyje ligos daznis pasiskirstes netolygiai, svyruoja nuo
19,3 atvejy 100 000 motery Ryty Afrikoje iki 89,7 atvejy 100 000 motery
Vakary Europoje®. Didziausias ligos paplitimas (80 atvejy 100 000 motery)
nustatytas ekonomiskai iSvysciusiose Salyse, i§skyrus Japonija, maziausias
(40 atvejy 100 000 motery) — besivystanciose Salyse®. Mokslinés literatiiros
duomenimis, ekonomiskai i8Sivyséiusiose Salyse daZniau nustatomas
ankstyvosios stadijos KV, 0 mazas ir vidutines pajamas gaunanciose $alyse —
vélyvesniy stadijy KV, kuris siejamas su blogesne paciento isgyvenamumo
prognoze?. Pasaulyje mirStamumas nuo KV siekia 28,7 mirtis
100 000 atvejy™.

Remiantis Nacionalinio vézio instituto Vézio registro duomenimis,
Lietuvoje 2009 m. diagnozuotas 1 521 naujas motery KV atvejis, 2010 m. —
1490, 2011 m. — 1541, 2012m. — 1526%. Pagal motery miréiy nuo
piktybiniy naviky skai¢iy KV Lietuvoje yra pirmas pagal daznj (15 proc.
visy naviky atvejy), mirStamumas siekia 32 mirtis 100 000 atvejy®®.

2.2. Krities vézio rizikos veiksniai, genetiniai ir epigenetiniai
pokyciai

KV yra daugiaveiksné liga, kuriai issivystyti jtakos turi jvairts rizikos
veiksniai, tokie kaip vyresnis amzius (>50 m.), ankstyva menarché (<12 m.),
vélyvas néStumas (>30m.), vélyva menopauzé (>55m.), nutukimas,
nejudrus gyvenimo btidas, kontraceptiniy tableciy ir alkoholio vartojimas,
rikymas, Seiminé anamnezé (paveldimi genetiniai veiksniai) ir jvairiy
dauginiy genetiniy poky¢iy kaupimasis lgstelése® . Tikslus Siy rizikos
veiksniy karcinogenezés mechanizmas néra Zinomas, taciau nustatyta, kad
dauguma jy reguliuoja hormony, estradiolio ir progesterono, kurie svarbis
krities audiniui augti ir vystytis, sinteze (Zr. 2.3 skyriy)®® 6L,

KV karcinogeneze taip pat inicijuoja jvairiy onkogeny ir juy slopikliy
poky¢iai®?®4, Esant ankstyvajai KV stadijai, mutacijy dazniausiai nustatoma
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TP53 (41 proc. visy naviky atvejy), PIK3CA (30 %), MYC (20 %), PTEN
(16 %), CCND1 (16 %), ERBB2 (13 %), FGFR1 (11 %) ir GATA3 (10 %)
genuose®® %, Remiantis Vézio genomo atlaso duomenimis®, 45 proc.
A liuminalinio tipo navikuose (Zr. 2.4.2. poskyrj) nustatoma PIK3CA geno
mutacijy, o trejopai neigiamuose KV (TNKV) (zr. 2.4.2. poskyrj) —
somatiniy TP53 (82 proc. atvejy) ir PIK3CA (10 proc. atvejy) geny
mutacijy®®. 90 proc. KV atvejy formuojasi sporadiskai, 10 proc. yra
paveldimi (i§ jy 5 proc. atvejy mutacijy yra BRCA1, 3 proc. — BRCA2,
2 proc. — ATH, AHEK2, PTEN ir kituose genuose®” ). Pagrindiniais ir
svarbiausiais kraties ir kiausidziy naviky vystymasi skatinanciais genetiniais
rizikos veiksniais laikomi du genai — BRCAL (esantis 17g21 genetiniame
regione) ir BRCA2 (esantis 1313 genetiniame regione)®”® 7 kurie
dalyvauja DNR pazaidy reparacijos, transkripcijos reguliavimo procesuose,
palaiko genomo stabiluma ir vykdo Igstelés ciklo kontrole®.

KV lasteléms taip pat budingi epigenetiniai pokyc¢iai — DNR metilinimo
ir histony modifikacijos, kurios iSreguliuoja transkripcijos procesa’.
Nustatyta, kad, sergant KV, BRCA1 ir TMS1 genai yra aktyviai metilinami’.
ER, PgR ir androgeny receptoriy geny metilinimas susijes su agresyvesniu
naviko fenotipu ir atsparumu endokrininei hormony terapijai’®. Esant KV,
taip pat nustatyti plataus masto epigenetinio reguliatoriaus 1-0jo savito prie
A'ir T baziy pory besijungiancio baltymo (angl. special AT-rich sequence-
binding protein-1, toliau — SATB1) raiskos pokyciai’*". Sis baltymas
koordinuoja daugiau negu 1 000 geny veiklg’, reguliuoja tris epigenetinius
procesus: skatina chromatino kompaktizacija j erdvines Kkilpas® 8,
sgveikauja su jvairiais transkripcijos reguliatoriais ir chromating
modifikuojanciais fermentais®, kei¢ia histony acetilinimo ir metilinimo
intensyvumg® 84, H.J. Han ir bendraautoriy’* tyrimo duomenimis, KV
SATBL1 sintezé didéja palaipsniui progresuojant navikui, o Sio baltymo
padidéjimas yra susijes Su padidéjusia HER2 baltymo raiska (HER2+),
didesne KV stadija, auksStesniu diferenciacijos laipsniu ir isplitimu j
limfmazgius. Nustatyta, kad SATB1 skatina agresyviy lasteliy fenotipg —
keicia geny, kurie skatina lasteliy proliferacija, diferenciacija, angiogenezg,
sankibg (adhezija) ir Igsteliy i$plitimag’* 882, raigkg. Vis délto duomenys apie
minét0 Zymens sintez€s sgsajas SU pacienty iSgyvenamumu néra
vienareikSmiai — H. J. Han ir bendraautoriai™ nustaté, kad padidéjes SATB1
Kiekis yra susijes su trumpesniu pacienty i§gyvenamumu, taciau E. lorns ir
kt.”® bei N. Patani ir kt.”” sgsajy su trumpesniu iSgyvenamumu statistiskai
reikSmingai pagristi negaléjo. L. C.Hankeris ir bendraautoriai’, istyre
daugiau negu 2000 KV méginiy, nustaté, kad SATB1 transkripcijos
padidéjimas néra susijgs Su iSgyvenamumo duomenimis ER sintezés
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nevykdanciuose (ER-) méginiuose, taciau, tiriant ER sinteze¢ vykdancius
(ER+) KV méginius, nustatyta, kad SATB1 padid¢jimas yra susijgs Su
geresne prognoze. Priesingai, X.Liu ir kt.”® jrod¢, kad SATB1 yra
nepriklausomas KV blogos prognozés veiksnys, o A. Laurinavicius ir
bendraautoriai®, tirdami HRDK méginius, nustaté, kad didelis Ki67/SATB1
santykis yra blogos prognozés veiksnys. Nepaisant minéty prieStaravimy,
manoma, kad $is epigenetinis reguliatorius, koordinuojantis daugiau negu
10 proc. visy geny veiklos, yra labai svarbus KV prognozinis veiksnys’",

2.3. Krities vézio karcinogenezés mechanizmai

D. Hanahanas  ir  R.A.Weinbergas®,  analizuodami  naviky
karcinogenezés procesus, isskyré SeSias naviky savybes, kurios taip pat
svarbios KV formuotis ir vystytis. Visy pirma, naviko lastelése aktyvinama
proliferacija, naviko lastelés dél jvairiy geny mutacijy praranda jautrumg jy
augima slopinantiems veiksniams, iSvengia apoptozés, 0 aktyvinus
telomeraziy veiklg, neribotai replikuojasi. Véliau naviko lastelés aktyvina
angiogenezés procesg ir pradeda plisti j gretimus audinius ir tolimuosius
organus®,

2011 m. D. Hanahanas ir R. A. Weinbergas®” naviko savybiy sarasa
papildé ir nurodé, kad karcinogeneze taip pat skatina genomo nestabilumas,
lastelése kaupiami genetiniai poky¢iai, sutrikes energetinis metabolizmas,
uzdegiminis procesas ir imuninés Sistemos, nukreiptos prie$ navika,
slopinimas. Naviko karcinogeneze skatinancios savybés pateiktos 2.1 pav.
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Jautrumo augima
slopinantiems signalams
praradimas

Proliferacijos
skatinimas

Imuninio atsako

Apoptozes S
slopinimas

slopinimas

Energetinio
metabolizmo
isreguliavimas

Neribota replikacija

Uzdegimo
skatinimas

Genomo nestabilumo
ir genetiniy poky¢iy
skatinimas

Angiogenezeés
skatinimas

I3plitimo j gretimus
audinius ir tolimuosius
organus skatinimas

2.1 pav. Naviko karcinogenezg¢ skatinancios savybés (parengta pagal D. Hanahang ir
R. A. Weinbergg®")

Tikslus KV vystymosi mechanizmas néra zinomas®. Vis délto apie KV
sukaupta nemazai molekulinio lygmens duomeny®® 88, Teigiama, kad
Siems navikams budingi kloninés evoliucijos ir naviko kamieniniy lgsteliy
vystymosi modeliai — iSgyvena tik geriausiai prisitaikiusios lastelés, kurios
toliau skatina karcinogeneze ir naviko progresavimg®. Morfologiniu
lygmeniu stebimas normaliy liauky virsmas j navikinj darinj®!. Nustatyti du
KV progresavimo ir vystymosi keliai, kurie daugiausia susije su pakitusia
ER raigka ir naviko diferenciacijos laipsniu®® %2 %,

Kaip jau minéta, pagrindiniu KV karcinogenezés procesa skatinanciu
veiksniu laikomi steroidiniai hormonai — estrogenai, progesteronai ir
kt.60.61.94.95 Nuystatyta, kad estrogenai karcinogeneze skatina saveikaudami
su ER, kurie turi dvi skirtingas izoformas: alfa (ERa) ir beta (ERB)% %". Sie
receptoriai labai panasis, taciau biologinés jy funkcijos skiriasi®. Estrogenui
prisijungus prie ERa, aktyvinami jvairis tarplasteliniai signaliniai perdavimo
keliai®®%, kurie skatina ne tik lgsteliy proliferacija, bet ir tarplastelinio
uzpildo ir citoskeleto poky¢ius. Visa tai leidzia naviko lgsteléms judéti ir
migruoti®”. Dél minéty priezas¢iy ER raiskos padidéjimas siejamas su
isplitimu | kaulus ir plau¢ius® %, Taip pat nustatyta, kad padidéjes
estrogeno kiekis pasizymi genotoksiniu efektu — skatina genetiniy mutacijy
daznj lgstelese® %7, Estrogeno metabolitas chinonas (angl. quinone) gali
tiesiogiai jungtis su DNR ir formuoti savitus molekulinius junginius
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(aduktus), o katecholis, kitas estrogeno metabolitas, yra susijgs Su
padidéjusiu reaktyviyjy deguonies formy, Kurios skatina jvairias DNR
modifikacijas, susidarymu®. Sutrikus DNR taisymo mechanizmui ir
neistaisius visy DNR poky¢iy, formuojasi mutacijy turin¢ios lastelés, kurios
dar labiau skatina naviko vystymgsi ir progresavimg®54 % 9  Priesingai,
ERpB siejamas su navika slopinanciomis funkcijomis — slopina lasteliy
proliferacija ir judrumo potenciala®. Sio receptoriaus raiska KV dazniausiai
biina sumazé&jusi®.

Progesteronas — kiausidziy steroidinis hormonas, kuris taip pat dalyvauja
KV vystymosi procese!®. Sis lipofilinis hormonas jungiasi su PgR, turinéiu
dvi pagrindines izoformas: A (PgR-A) ir B (PgR-B), ir aktyvina jvairius
tarplastelinius signalo perdavimo kelius, kurie skatina lgsteliy proliferacija,
augimg, iSplitimo funkcijas ir reguliuoja geny transkripcija'®1%, PgR-A ir
PgR-B yra beveik identiski, taciau jy funkcijos skirtingos — PgR-B pasizymi
stipresniu geny transkripcijg aktyvinanéiu efektu negu PgR-A%2 193 Be to,
A. M. Bamberger ir bendraautoriy'® atlikto tyrimo duomenimis, PgR-A
raiskos padidéjimas, palyginti su PgR-B, yra susijgs su didesniu
diferenciacijos laipsniu ir blogesne KV prognoze, todél teigiama, kad PgR-A
padidé¢jimas (padidéjes PgR-A ir PgR-B santykis) skatina KV
vystymgsil® 1% ir iplitimg j kaulus ir plau¢ius'®?. Minétina ir tai, kad PgR
reguliuoja KV Iasteliy heterogeniskumg kontroliuvodamas krities audinio
kamienines lasteles — padidéjusi PgR sintezé padidina kamieniniy lasteliy
koncentracija iki 14 karty'® %7 ir gias Iasteles aktyvinal®, Tikslus
mechanizmas, kaip PgR reguliuoja naviko kamienines lasteles, iki Siol néra
Zinomas, ta¢iau nustatyta, kad padidéjusi PgR-A raiska yra tiesiogiai susijusi
su padidéjusiu lgsteliy, pasizyminéiy navika skatinan¢iomis savybémis, ypac
proliferacija ir gebéjimu atsinaujinti, skai¢iumi®,

Kitas svarbus karcinogeneze skatinantis veiksnys — HER2. Jis priklauso
epidermio augimo veiksnio receptoriy, kurie skatina epitelio lasteliy augima,
diferenciacijg ir angiogeneze, Seimai''®?*3, HER2 baltymg koduoja ERBB2
genas® 13 padidéjusi jo raiska nustatoma 15-30 proc. KV atvejy (lemia
padidéjusig HER2 sinteze lastelées membranoje)®t3, Nustatyta, kad, esant
KV, taip pat pakinta HERZ2 receptoriaus giminingumas (angl. affinity)
ligandams — receptoriai yra jautresni net ir mazoms epidermio augimo ir a
transformuojancio augimo veiksniy dozéms'*®. Aktyvinus HER2 receptoriy,
aktyvinami tarplasteliniai signaliniai perdavimo keliai, kurie skatina
nekontroliuojama lasteliy proliferacija, iSgyvenamuma, sankiba, invazija ir
naviko lgsteliy i$plitimg!o-113,

Navikui intensyviai augant, lastelése mazéja deguonies Kkiekist41e,
Esant hipoksijos salygoms, skatinama 1-o0jo hipoksijos indukuoto veiksnio
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(HIF1, sudaro HIFla ir HIF1B subvienetai) ir 2-0jo hipoksijos indukuoto
veiksnio (HIF2, sudaro HIF2a ir HIF1pB hetorodimerai) sintezé, kuri aktyvina
angiogenezés, kraujagyslinio tinklo formavimosi, procesg!**1¢, Hipoksijos
salygas iSgyvenanciose lastelése HIFla negali buti hidroksilintas ir
suskaidytas, todél jis kaupiasi navikinése lastelése ir kartu su HIF2
koordinuoja genus, kurie skatina karcinogeneze — lasteliy iSgyvenamuma,
proliferacijg ir i$plitimag'®> !, Be to, HIFla aktyvina kraujagysliy endotelio
augimo veiksnj (VEGF), kuris skatina angiogenezg ir glikolizés fermenty,
uztikrinan¢iy metabolinj naviko lasteliy prisitaikyma esant deguonies
trikumui, sintez¢'®!’, Nustatyta neigiama sgsaja tarp HIFla ir hormony
receptoriy (HR) raiskos ir teigiama sagsaja su HER2 ir VEGF8, Padidéjusi
hipoksijos veiksniy sintezé Yyra susijusi su didesniu proliferacijos
intensyvumu ir diferenciacijos laipsniu, todél HIF 1a ir HIF2a siejami su KV
progresija ir blogesne pacienty prognoze!'® 8, Be to, nustatyta, kad HIF1
sintez¢ taip pat skatina chemoterapijos ir radiologinés terapijos atsparumg®*®,

Naviko augimas taip pat tiesiogiai priklauso nuo kraujagyslinio tinklo,
todél naujy kraujagysliy formavimasis yra pagrindinis procesas, Kuris
uztikrina KV i3plitimg!®. Kaip jau minéta, angiogeneze skatina VEGF
veiksnys, kurio padidéjimas aktyvina sankibos molekuliy sinteze ir
padidéjusj kraujagysliy pralaiduma'®!?°, Nustatyta, kad VEGF sintezés
intensyvumas tiesiogiai susijes su KV diferenciacijos laipsniu, neigiama HR
raiSka (HR-) ir HER2+119. 121,122,

2.4. Krities vézio diagnostika

KV nustacius ankstyvojoje stadijoje, pasiekiama geresnio gydymo
efektyvumo, mazéja intensyvaus gydymo poreikis ir KV sukelty
mirdiy? 124

Itarus KV atvejj, atliekamas klinikinis kraty iStyrimas (krity apZzitra,
palpacija, pazasties ir virSraktikaulinés srities limfmazgiy patikra),
radiologiné diagnostika (mamografija, ultragarso ar kt. tyrimai) ir, siekiant

morfologiskai patvirtinti diagnoze, atliekamas biopsijos tyrimas??: 126,

2.4.1 TNM Klasifikavimas ir kraities vézio skirstymas pagal stadijas

Siekiant numatyti KV serganciy pacienciy prognoze ir parinkti gydymo
strategija, nustatoma KV stadija — taikoma pirminio naviko (T), sritiniy
limfmazgiy (N) ir tolimyjy metastaziy (M) iSplitimo (TNM) jvertinimo
sistema’ 8, Skiriamos dvi TNM Kklasifikacijos — klinikiné ir patologiné.
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Klinikiné klasifikacija remiasi klinikinio kraty tyrimo ir radiologinés
diagnostikos radiniais” 8, patologiné klasifikacija patvirtinama atlikus
histologinj KV audinio tyrimg. Remiantis naujausiomis naviky skirstymo i
stadijas rekomendacijomis (8 redakcija)'?’, pirminiam navikui jvertinti
taikomi tokie pat Kklinikiniai ir patologiniai Kriterijai — jvertinamas
didziausias invazinio komponento dydis, tiesiogiai susijes su ligos apimtimi.
Skiriamos T kategorijos ir kriterijai pateikiami 1 priede!?’.

patologiniai kriterijai. Klinikinio tyrimo metu nustatytas iSplitimas j sritinius
limfmazgius turi bati patvirtintas atliekant histologinj tyrima. Skiriamos N
kategorijos, klinikiniai ir patologiniai kriterijai pateikiami 2 priede!?’.

Naviko iSplitimui j gretimus organus nustatyti taikomas klinikinis
jvertinimas, Kkuris gali bati patvirtintas atliekant metastazés histologinj
tyrimg. Skiriamos trys naviko iSplitimo kategorijos ir Kkriterijai
(zr. 3 prieda)'?.

KV diferenciacijos laipsnis (G) nustatomas remiantis Elstono ir Ellis
(Notingemo) vertinimo sistema. Sios sistemos pagrindg sudaro trys naviko
savybés: naviko lasteliy, kurios formuoja tubules, procentiné dalis, naviko
lasteliy branduoliy atipija (variacija tarp lasteliy branduolio dydzio ir
formos) ir mitoziy skai¢ius*?’. Kiekviena i §iy savybiy vertinama trijy baly
sistema, 0 siuos balus sudéjus, nustatomas galutinis diferenciacijos laipsnis
(zr. 4 prieda!?’). Didesnis naviko diferenciacijos laipsnis siejamas su KV
agresyvumu ir blogesne paciento prognoze?® #’.

Ivertinus pirminj navika, iSplitimg j sritinius limfmazgius ir tolimuosius
organus, KV grupuojamas j stadijas (KV grupavimas pagal klinikines ir
patologines kategorijas pateikiamas 5 priede!?’). Naujausiose naviky
skirstymo | stadijas rekomendacijose (8 redakcija) KV rekomenduojama
grupuoti ne tik pagal patologines TNM kategorijas, diferenciacijos laipsnj,
bet ir atsizvelgus ir j ER, PgR ir HER2 baltymy raiskos rezultatus
(zr. 2.4.3. poskyri)'?’. Sis rekomenduojamas KV grupavimas j stadijas
pateikiamas 6 priede'?’.

Nustatyta, kad pacienty, kuriy KV stadija yra 0, 5-eriy mety
iSgyvenamumo prognoz¢ siekia 100 proc., esant | stadijai — 98,7 proc., Il —
apie 93 proc., Il — 72 proc.'?81%0, Jei KV plinta sistemiskai, paciento
prognoz¢ smarkiai blogéja. Esant IV stadijai, 5-eriy mety iSgyvenamumo
prognozé siekia tik 22-27 proc.18130,
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2.4.2 Krities vézio skirstymas pagal histologinius tipus

Remiantis 2019 m. Pasaulio sveikatos organizacijos Kklasifikacijos
redakcija (5 redakcija)®®, skiriamos invazinés ir neinvazinés KV formos.
Neinvaziniam KV priskiriamos duktalinés karcinomos in situ (DCIS) ir
lobulinés karcinomos in situ (LCIS)™L,

DCIS — neinvaziné KV forma, kurig sudaro kloniskai proliferuojancios ir
genetiniy poky¢iy turinCios piktybinés lastelés, iSsivysCiusios i§ pieno
latakéliy sieneles isklojanciy epitelio Iasteliy'®2. Pagal naviko Igsteliy
branduoliy atipija (polimorfizmg) ir esancig nekroze skiriami mazo,
vidutinio ir didelio piktybiskumo DCIS laipsniai***. Pacienty, turin¢iy DCIS
komponenta, prognozé priklauso nuo nustatyto pirminio naviko dydzio,
piktybiskumo laipsnio, nekrozés buvimo ir naviko atstumo nuo rezekcijos
kra§to'®® 134, Minétina, kad per 15 ar daugiau mety 14-53 proc. visy DCIS
atvejy iSsivysto j invazinj K\V13 1%,

LCIS - neinvazineé KV forma, kurig sudaro piktybinés Igstelés,
iSsivys¢iusios i§ pieng gaminangéiy skilteliy epitelio Iasteliy®®” 138, Nustatyta,
kad per 15 mety 26 proc. visy LCIS atvejy iSsivysto j invazinj KV,

Invazinés karcinomos skirstomos j 19 skirtingy tipy (duktalines, lobulines
karcinomas ir 17 kity rety krties karcinomos tipy), kurie susieti su ligos
prognoze ir atsaku j gydyma®®l. Duktalinés karcinomos (Kitaip —
neklasifikuojamos duktalinés karcinomos) sudaro pla¢iausig naviky grupe —
70-75 proc. visy krities karcinomy; jos neturi jokiy savity histologiniy
pozymiy* 3!, Minétam tipui priskiriami navikai, kuriy maZziausiai 50 proc.
naviko ploto sudaro duktaling histologija formuojancios lgstelés (jei uzima
mazesnj plota (1049 %), navikas laikomas misriut®® %), Pacienciy,
kurioms  nustatytas duktalinés karcinomos tipas, 5-eriy mety
iSgyvenamumas, ligai neatsinaujinant, siekia 87,4 proc.*,

Kita gausig kraties karcinomy grupe (10-14 proc. KV atvejy) sudaro
lobulinés  karcinomos? 3!,  Pacien¢iy, kurioms nustatomas minétas
karcinomos tipas, prognozé dazniausiai biina tokia pati kaip ir serganciyjy
duktalinés kraties karcinoma; 5-eriy mety iSgyvenamumas, ligai
neatsinaujinant, siekia beveik 86,8 proc.1*.

Kiti kraties karcinomos tipai yra palyginti reti (sudaro 2-3 proc. visy
krities karcinomy)® 31, Minétinos tubuliné, mucininé, kribriforminé ir kitos
karcinomos? 3!, Pacienciy, kurioms nustatyta tubuling karcinoma, 5-eriy
mety i§gyvenamumas, ligai neatsinaujinant, siekia 87,4 proc.'*!. Mucininéms
karcinomoms biuidinga intensyvi muciny sintezé. Pacien¢iy, kurioms
nustatyta minéta karcinoma, 5-eriy mety iSgyvenamumas, ligai
neatsinaujinant,  siekia 93 proc.}*!.  PacienCiy, kurioms nustatyta
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kribriforminé karcinoma, 5-eriy mety iSgyvenamumas, ligai neatsinaujinant,
siekia 97,9-98,7 proc.4,

2.4.3 Krities vézio skirstymas pagal molekulinius biozymenis

2000 m. atlikus issamy geny raiskos analizés tyrimg ir iSanalizavus
1753 genus, isskirti pagrindiniai KV geny raiSkos Klasteriai, kurie
daugiausia susije su ER, PgR, lastelés proliferacijos ir HER2 genais'*. Sis
tyrimas leido suskirstyti KV j keturis skirtingus tipus!*2. Véliau atlikti
analogiski tyrimai'**1*® geny sarasa sumazino iki 476 (3is sarasas pavadintas
KV ,,biidingy geny rinkiniu‘'*®). Siekiant geriau prognozuoti pacienty biikle
ir jy atsaka j gydyma, KV buvo pasiilyta skirstyti ne pagal geny, o pagal
biozymeny raiskos rezultatus#%-15,

2005 m. D.M. Abd EI-Rehim ir bendraautoriai'®® jrodé, kad KV
skirstymas pagal kombinuotg 25 skirtingy baltyminiy biozymeny raiskos
jvertinimg atitinka KV skirstymg pagal geny raiskos rezultatus. D. Soria ir
kt.?, pritaike hierarchine klasteriy analize, sumaZin0 minétg skaiciy iki
10 biozymeny, 0 2011 m. J. Cuzickas ir bendraautoriai'®® pasiiilé sujungti
pusiau kiekybinj ER, PgR, Ki67 ir HER2 IHC jvertinimg j ,,JHC4 bala*,
kuris kartu su Klinikiniu jvertinimu suteiké pana8ios prognozinés
informacijos kaip ir geny raiskos profiliavimo tyrimai, tokie kaip Oncotype
DX (Genomic Health Inc., Redvudas, JAV) ar Prosigna (NanoString
Technologies, Sietlas, JAV)™* 2 Taigi $iuo metu, remiantis ER, PgR,
HER2 ir Ki67 biozymeny raiskos ypatumais, skiriami biologiniai KV tipai,
kuriems budingi skirtingi  rizikos veiksniai, nevienodos naviko
charakteristikos ir atsakas j gydymga43 147 148,

Remiantis 2020 m. Amerikos klinikinés onkologijos draugijos ir
Amerikos patology kolegijos naujausiomis rekomendacijomis®, ER, PgR ir
HER2 biozymeny raiskai jvertinti rekomenduojama pirmiausia taikyti IHC
tyrimo metoda.

ER ir PgR raiSka nustatoma jvertinus nusidaziusiy branduoliy procentine
dalj ir nusidazymo intensyvuma. Navikai priskiriami tam tikrai kategorijai®:

1)ER ar PgR raiska nevykdoma, jei tiriamame navike nustatyta
maziau negu 1 proc. raiska vykdanciy naviko lasteliy,

2) ER ar PgR raiska vykdoma, jei tiriamame navike nustatyta daugiau
negu 10 proc. vidutini$kai ar stipriai raiska vykdan¢iy naviko lasteliy,

3) ER ar PgR raiska vykdoma silpnai, jei tiriamame navike nustatyta

1-10 proc. raiska vykdanciy naviko lasteliy.

Didziajai daliai (apie 75 proc.) pacienty, kuriems diagnozuotas KV,
budinga stipri ER raiska'®. Siuo atveju navikai daZniausiai yra gerai
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diferencijuoti, mazai agresyviis, pastebima geresné pacienty prognozé!®.
Nustaéius silpng ER raiska (1-10 proc. raiska vykdanéiy lasteliy),
patologijos tyrimo diagnoz¢ rekomenduojama papildyti komentaru, kad
biologiniu aspektu $io tipo navikai yra panasesni | HR— ir taikytina hormony
terapija gali nesuteikti papildomos naudos®. Nepaisant to, esant ER+
atvejams, nustatoma ir PgR+ raiska (apie 75 proc.)*. Istyrus 571 KV
serganéig pacientg, 91,8 proc. atvejy buvo nustatyta abiejy HR padidéjusi
raiska (HR+), 6,9 proc. pacienc¢iy buvo buidinga tik ER+ raiska, 1,3 proc. —
tik PgR+'%. Taip pat nustatyta, kad pacientéms, kuriy méginiuose pastebéta
tik ER ar tik PgR raiska, budinga padidéjusi ligos atsinaujinimo rizika ir
trumpesnis i8gyvenamumas nhegu pacientéms, kurioms biidinga HR-+'%®,
PgR+ dazniausiai nustatoma esant ER+, ta¢iau M. Dowsettas ir
bendraautoriai'®® jrodé, kad pacientai, kuriy méginiuose buvo nustatyta tik
PgR+, taip pat atsaké j hormony terapija. Tai iskelia ir jrodo PgR tyrimo
svarbg. Pastebéta, kad ER ir PgR raiSka nepasizymi stabiliu fenotipu —
intensyvumas keiCiasi vystantis KV arba kaip atsakas j endokrininj
gydyma®®’. Jrodyta, kad KV pacientus gydant tamoksifenu, tiek ER, tiek PgR
raiska mazéja, 0 iki 50 proc. HR+ naviky visiskai praranda PgR raiskg®®,
Vis délto apie 30 proc. pacienty, kuriems biidinga ER+ ir kuriy méginiuose
PgR raiska nevykdoma (PgR-), pasireiskia agresyvesné ligos eiga*®* %, Sie
pacientai pasizymi mazesniu atsaku ar net atsparumu tamoksifenui, palyginti
su pacientais, kuriems biidinga HR+'%82 Taip pat nustatyta, kad naviko
lastelés, kurios nustoja vykdyti PgR raiska, aktyvina kitus signalinius kelius
arba receptorius (pavyzdziui, HER1 arba HERZ2), skatinanéius naviko
lasteliy augimg ir sumazéjusj atsakg j hormony terapija, nepaisant vykdomos
ER raiskos®1-165,

HER2 raiska nustatoma jvertinus lasteliy membranos nusidazymo
intensyvuma ir $iy lasteliy procenting dalj. Navikai priskiriami tam tikrai
kategorijai®:

1) HER2 reakcijos néra, jei raiska vykdanciy lasteliy néra arba raiskos
intensyvumas yra silpnas ir raiska vykdo maziau negu 10 proc. naviko
lasteliy,

2) HER2 reakcija neigiama (1+), jei lasteliy raiskos intensyvumas yra
silpnas ir raiska vykdo daugiau negu 10 proc. naviko lasteliy,

3)HER2 reakcija ribiné (2+), jei lasteliy raiskos intensyvumas yra
silpnas arba vidutinis ir raiska vykdo daugiau negu 10 proc. naviko
lasteliy visoje membranoje arba lasteliy raiskos intensyvumas yra stiprus
ir raiska vykdo maziau negu 10 proc. naviko lasteliy visoje membranoje,

4) HER2 reakcija teigiama (3+), jei lasteliy raiskos intensyvumas yra
stiprus ir raiska vykdo daugiau negu 10 proc. naviko lasteliy.
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Jei, atlikus IHC tyrimg, nustatoma ribiné HER2 reakcija, atliekamas
tikslinamasis tyrimas HER2 geno amplifikacijai patvirtinti arba paneigti,
pavyzdziui, taikomas fluorescencinés in situ arba chromogeninés in situ
hibridizacijos tyrimo metodas?®.

KV HER2 prognoziné verté yra nevienareik§mé'!. Yra teigiama, kad
HER2 pokyciai susij¢ su blogesne KV prognoze, taiau apzvalginiu
tyrimu'®,  kurio metu jvertinti 106 tyrimy duomenys ir istirta
39 730 pacienty, nustatyta, jog 12 proc. atvejy nepavyko jrodyti sasajy tarp
HER?2 ir klinikiniy duomeny. Vis délto tai labai svarbus predikcinis veiksnys
biologinei terapijai, nukreiptai pries HER2’, Nustatyta, kad atsakas j
terapija vidutiniskai siekia 35 proc. atvejy (Svyruoja nuo 12 proc. iki
68 proc.), o mirties rizika nuo KV sumazinama 34 proc. atvejy'®’.

Tiriamas dar vienas predikcinis ir prognozinis KV biozymuo — Ki67¢
170 Sis baltymas sintetinamas viso Iastelés ciklo metu, isskyrus Go faze; jis
atspindi naviko lgsteliy proliferacijos intensyvumg®™. Ki67 raiska vertinama
pagal nusidaziusiy lgsteliy branduoliy procentine dalj*®®. Remiantis
Tarptautinés darbo grupés Ki67 krities navikuose rekomendacijomis, Ki67
raiSkg sitiloma vertinti viso analizuojamo naviko plote ir intensyviausioje $io
zymens raiSkos vietoje (,karStajame taske), butina analizuoti maziausiai
500-1 000 naviko lasteliy branduoliy®®. Vis délto rekomenduojamos ribinés
vertés kasmet keiciasi (plg.: 14 proc., 20 proc., 20-29 proc., <10 proc., 20—
30 proc.169170.172.173) " Remiantis 2011 m. Sankt Galeno tarptautinés KV
konferencijos rekomendacijomis, jvertinus Ki67 raiskg vykdanciy lgsteliy
procenting dalj ir nustacius maziau negu 14 proc. raiska vykdancéiy naviko
lasteliy, navika rekomenduojama laikyti mazai proliferuojanciu; jei
nustatoma 15-30 proc. raiskg vykdanciy naviko lasteliy, — vidutiniskai
proliferuojan¢iu; jei >30 proc., — intensyviai proliferuojan¢iu'’®. Minétina,
kad didesné Ki67 baltymo raiSka susijusi su trumpesniu pacienty
iSgyvenamumu, ta¢iau navikai dazniau atsako j chemoterapija'’™. A. Bottini
ir bendraautoriai’”® bei A.Makrisas ir kt.'"® nustaté, kad, atlikus
chemoterapija, Ki67 raiska dazniausiai sumazéja ir §is sumazéjimas yra
reikSmingai susijes su klinikiniu naviko atsaku j gydyma.

Remiantis ER, PgR, HER2 ir Ki67 raiskos rezultatais, KV skirstomas j
penkis KV potipius: A liuminalinj, B liuminalinj, B liuminalinj ir HER2
teigiamg, HER2 teigiamg bei TNKV (2.1 lentel¢)®® 2143 A ir B
liuminaliniai KV potipiai skiriasi tik proliferaciniu aktyvumu (pacienciy
5-eriy mety i§gyvenamumas siekia 80-85 proc.)!’’. Minétu atveju KV gydyti
skiriama hormony terapijal®. B liuminaliniam ir HER2 teigiamam KV gydyti
skiriama hormony terapija ir papildoma biologiné terapija prie§ HER2. A,
B bei B liuminalinis ir HER2 teigiamas KV potipiai sudaro 60—65 proc. visy
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piktybiniy KV atvejy?. HER2 teigiamas KV potipis sudaro 15-20 proc. visy
piktybiniy KV atvejy, jam gydyti skiriama biologiné terapija pries HER22.
TNKYV potipis sudaro 15-20 proc. visy piktybiniy KV atvejy?. Minétam KV
gydyti skiriama chemoterapija ir (arba) spindulinis gydymas?.

2.1 lentelé. Kraties véZio potipiai pagal molekuliniy bioZymeny raiSkos rezultatus
(parengta pagal S. M. Fragomeni ir kt.178)

Kriities véZio potipis Molekuliniy bioZymeny raiska
A liuminalinis ER+ ir/arba PgR+
HER2-
Ki67 <14 %
B liuminalinis ER+ ir/arba PgR+
HER2-
Ki67 > 14 %
B liuminalinis ir HER2 teigiamas ER+ ir/arba PgR+
HER2+
Ki67— arba Ki67+
HER?2 teigiamas ER- ir PgR—
HER2+
Trejopai neigiamas ER-, PgR— ir HER2—

Ki67— arba Ki67+

ER— — neigiama estrogeny receptoriaus reakcija, lgstelés nevykdo estrogeny
receptoriaus raiskos, ER+ — teigiama estrogeny receptoriaus reakcija, lgstelés
vykdo estrogeny receptoriaus raiskq, PgR— — neigiama progesterony receptoriaus
reakcija, lgstelés nevykdo progesterono receptoriaus raiskos, PgR+ — teigiama
progesterony receptorviaus reakcija, lgstelés vykdo progesterono receptoriaus
raiskq, HER2— — neigiama Zmogaus epidermio veiksnio receptoriaus reakcija,
lgstelés nevykdo HER2 raiskos, HER2+ — teigiama Zmogaus epidermio veiksnio
receptoriaus reakcija, lgstelés vykdo HER2 raiskq, HER2+ — teigiama Zmogaus
epidermio veiksnio receptoriaus reakcija, lgstelées vykdo HER2 raiskq, Ki67——
neigiama Ki67 reakcija, Ilgstelés nevykdo Ki67 raiskos, Ki67+ — teigiama Ki67
reakcija, lgstelés vykdo Ki67 raiskq.

2.5. Naviko mikroaplinka

Genetiniai veiksniai ir mechanizmai paaiskina daugelj KV progresavimo
aspekty, taCiau tokios naviko savybés, kaip organizmo imuninis ir
uzdegiminis atsakas, angiogenezé ir medziagy apykaitos veiksniai, vystosi
naviko mikroaplinkoje®’. Daugelis tyrimy patvirtinal’®-# kad imuninés
sistemos jvertinimas ne tik leidzia prognozuoti ligos eiga, naviky i$plitimo ir
KV atsinaujinimo rizika, bet ir parinkti gydymo strategija, veikiancia
imuninés Sistemos komponenty aktyvumg ir funkcijas.

Naviko mikroaplinkoje saveikauja proliferuojancios naviko ir jvairios
Seimininko  audiniy lastelés — fibroblastai, adipocitai, pericitai,
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neuroendokrininés, endotelio, jgimto ir jgyto imuniteto lasteles® 1%, Sios
lastelés naviko mikroaplinkoje atlieka dvejopa vaidmenj: vienos is jy slopina
imuniteta ir taip netiesiogiai skatina naviko vystymasi, Kitos naikina
navikines Igsteles'®183-18 Be to, naviko mikroaplinkai turi reik§me aplinkos
salygos, tokios kaip hipoksija, acidoze, padidéjes intersticinis slégis*e®.

Navikui vystantis, i ji infiltruoja jvairios imuninés kilmés Iastelés,
pirmiausia, jgimto imuniteto lastelés — makrofagai, neutrofilai, dendritinés
lastelés, natdiralios Zudikes (NZ)' 1183184 Sytrikus audiniy homeostazei,
makrofagai pradeda sintetinti citokinus, chemokinus, metaloproteinazes,
reaktyvigsias deguonies formas ir skatina jgyto imuniteto imuniniy lasteliy
(CD4+ ir CD8+ T limfocity, CD19+ ir CD20+ B limfocity ir kity lasteliy)
infiltracija j §ig mikroaplinkg'® 18718  Tokiu bidu kuriama uzdegiminé
aplinka®®-1%,_ Infiltravusios imuninés Igstelés skatina jvairiy veiksniy, tokiy
kaip a naviko nekrozés veiksnio (TNF-o), B transformuojan¢io augimo
veiksnio (TGF-B), VEGF, 1-ojo ir 6-0jo interleukiny (IL-1 ir IL-6), sintezg.
Sie veiksniai aktyvina piktybiniy lasteliy proliferacija, i$gyvenamuma,
angiogeneze ir slopina antinavikinj imuninj atsaka88-1%,

Naviko mikroaplinkoje prasidéjes patologinis procesas skatina aplinkinio
audinio persitvarkymg — vyksta tarplastelinio uzpildo pokyciai, keiciasi
fibronektino, lizilo oksidazés ir | tipo kolageno sintezé, sukuriama palanki
mikroaplinka naviko lasteléms judéti ir plistit®l. Sintetinamos tarplastelinio
uzpildo metaloproteinazés skatina TGF-f veiksnio sinteze, Kuri aktyvina
VEGF, Sio veiksnio sinteze taip pat aktyvina naviko mikroaplinkos
salyga — hipoksijal'*.  Susiformavus naujoms kraujagysléms ne tik
uztikrinamas deguonies ir maisto medziagy tiekimas j navika, bet ir atsiranda
galimybé navikui iSplisti j gretutinius audinius ar tolimuosius organus,
Taigi ankstyvojoje naviko stadijoje sintetinami veiksniai (TGF-p,
y interferonas, TNF-a) kuria uzdegiming mikroaplinka, kuri palanki navikui
vystytis, 0 véliau, navikui susiformavus, aktyviai prisideda prie navikiniy

Iasteliy proliferacijos, iSgyvenamumo ir i$plitimo*e®,

2.5.1 Krities vézys ir navika infiltruojantys limfocitai

NIL — imuninj atsaka prie§ navika apibiidinantis mikroaplinkos
komponentas, siejamas su geresne pacienty prognoze!l: 182192 Nuystatyta,
kad CD3+, CD4+, CD8+, FOXP3+ NIL sudétis, tankis ir jy pasiskirstymas
naviko audinyje turi kliniking reik§me tokiuose navikuose kaip melanoma,
storosios zarnos, plauciy, $lapimo pislés, prostatos, inksty ir kepeny
karcinomos®’® 181.193.194 " Tloa laikg manyta, kad KV néra imonogeniskas,
ypa¢ palyginti su melanoma ar storosios zarnos navikais, taciau iSsamis
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imuniniy lasteliy tyrimai atskleidé, kad didesnis NIL tankis KV atveju taip
pat susijes SU geresniu pacienty atsaku | gydyma ir ilgesniu
iSgyvenamumu?®® 19,

NIL klinikinés savybés susijusios ne tik su limfocity infiltracijos kiekiu,
bet ir su infiltruojanc¢iy limfocity fenotipu®®l 182.192.1%.197 | imfocitai
skirstomi i B ir T lasteles, kurios naviko mikroaplinkoje sudaro didziaja
imuniniy Igsteliy dalj!®t 19219 T Jastelés skirstomos j CD4+ T pagalbines
lasteles, CD8+ citotoksines T lasteles (CTL) ir CD4+CD25+FOXP3+ T
reguliacines (Treg) Igsteles?®l 192194,

CD4+ T pagalbinés lastelés yra pagrindinés lastelés, reguliuojancios
imuninio atsako eigg'® 1%, CD4+ lgstelés diferencijuojamos j dvi
populiacijas — 1 ir 2 tipo T pagalbines lasteles'® 1%, 1 tipo T pagalbinés
lastelés sintetina y interferong, IL-2 ir TNF-B!®L 1% Sije citokinai skatina
lastelinj imuninj atsaka, ypa¢ CTL aktyvuma, todél 1 tipo T pagalbiniy
Igsteliy padidéjimas siejamas su geresne paciento prognoze'®. 2 tipo
T pagalbinés Igstelés sintetina humoralinj atsakg skatinancius citokinus —
IL-4, IL-5, IL-10, 1L-13 ir kt,181. 194,198 'Nystatyta, kad IL-10 slopina antigeno
paruo§img ir pateikimg dendritinéms lgsteléms ir aktyvina Trg'®®, 0 IL-4
skatina antikiiny gamybg ir eozinofily infiltracija j navikg'®®. 2 tipo
T pagalbiniy lasteliy citokinai slopina makrofagus ir Igstelinj imuninj
atsakg!®l 1%, Minétina, kad T pagalbiniy Igsteliy citokiny sintezés balanso
poky¢iai (nustatomas padidéjes 2 tipo T pagalbiniy lgsteliy tankis)*
pastebimi jau esant ankstyvosioms KV stadijoms. Be to, nustatyta, kad
padidéjusi Siy citokiny sintezé skatina KV i$plitima j limfmazgius ir kauly
Ciulpus, todél ji siejama su blogesne paciento iSgyvenamumo prognoze ir
padidéjusia ligos atsinaujinimo rizika?®® 2!, T pagalbiniy lgsteliy citokiny
sintezés balanso poky¢iai dazniau nustatomi ER— ir TNK V2,

Priesingai negu CD4+ lastelés, kurios tik gamina citokinus, CD8+
T lastelées naviko mikroaplinkoje veikia kaip efektoriai, pacios naikina
naviko Igsteles®® 1%, Tai vieni svarbiausiy imuninés sistemos komponenty,
pasizyminciy navika slopinanc¢iu imuniniu atsaku. CTL turi granules, kuriose
saugomi perforinai ir granzimai'®: 1% Atpazinus naviko antigenus,
skatinamas citotoksinis efektas — CTL granulés nukreipiamos j kontakto
vietg, perforinai suardo navikinés lgstelés membrang, 0 granzimai aktyvuoja
kaspazes, kurios skatina apoptoze ir DNR fragmentacijg'® 1%, Didesnis CTL
kiekis naviko mikroaplinkoje siejamas su geresne paciento prognoze ir
ilgesniu paciento isgyvenamumu, ligai neatsinaujinant®e,

Treg lgstelés pasizymi imunitetg slopinanciu poveikiu®® 194202204 T naviko
mikroaplinkg Sias lasteles pritraukia makrofagai, sintetindami jvairius
chemokinus? 2%, T Igstelés sintetina TGF-B, IL-10, I1L-35, vy interferong ir
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kitus citokinus, kurie slopina Iastelinj imuninj atsaka, CTL proliferacija ir juy
funkcijas, palaiko B limfocity dauginimasi ir skatina uzdegiming
mikroaplinkg, palankig navikui augti®® 194197202204 K\/  mikroaplinkoje
dazniausiai nustatomas Ty lasteliy kiekio padidéjimas, Kuris siejamas su
trumpesniu pacienty i§gyvenamumu?’8 202 203,

Vystantis KV, imuniniy lasteliy infiltracija palaipsniui auga — prasidéjus
duktalinei hiperplazijai, pastebima T ir B imuniniy lasteliy infiltracija, kuri
didéja esant DCIS ir ypa¢ iSauga invazinio KV metu?®. Istyrus 27 DCIS
méginius, nustatyta, kad 78 proc. atvejy limfocity infiltratas buvo didesnis
negu 5 proc.?%’. Be to, pastebéta, kad didesnis NIL kiekis dazniau nustatomas
jaunesnio amziaus pacientams ir trejopai neigiamuose DCIS méginiuose?”, o
V. N. Kristensen ir bendraautoriai?® jrodé¢, kad didesnis T Igsteliy kiekis yra
susijes su palankesne pacienty prognoze, esant DCIS.

Tiriant KV, padidéjusi imuniniy lasteliy infiltracija nustatoma mazdaug
50 proc. KV atvejy®®. Jei NIL uzima daugiau negu 40-60 proc. naviko
ploto, laikoma, kad KV turi gausy infiltratg ir toks KV yra priskiriamas
limfocity gausiam KV tipui® 2°, Sis tipas nustatomas 20 proc. atvejy, esant
TNKYV, 16 proc. atvejy, esant HER2+ KV, ir 6 proc. atvejy, esant HR+
raiskai® 2%, Taigi KV galima laikyti imunogenisku®* 20% 211,

2.5.2 Sasaja tarp navika infiltruojanciy limfocity ir pacienty prognozes

Kaip jau minéta, didesnis NIL tankis susijes su geresne KV serganciy
pacienty iSgyvenamumoO prognoze ir atsaku j chemoterapijg®® 19 212214,
Sergant KV, didziausig kliniking naudg patiria pacientai, kuriy méginiuose
nustatomas limfocity gausus infiltratas'® 21>, Atlikus tyrimg'®, kurio metu
tirti 1 058 KV méginiai, nustatyta, kad pacienciy, kurioms KV buvo isplites
lokaliai ir KV méginiuose nenustatytas limfocity gausus infiltratas,
patologinis atsakas | gydyma sieké tik 7 proc., o pacienciy, kuriy KV
méginiuose buvo gausu limfocity, — 40 proc. Be to, iStyrus 1334 KV
sergancias pacientes, nustatyta, kad padidéjes j navika infiltruojanéiy CD8+
T lasteliy kiekis yra susijes su geresniu klinikiniu atsaku ir ilgesniu
iSgyvenamumu?®, Vis délto klinikiniams tyrimams?® % 3¢ pastaryjy rezultaty
atkartoti nepavyko — statistiskai reikSmingy sasajy tarp jvairiy tipy KV
serganciy pacienty prognozés ir didesnio NIL kiekio nenustatyta. Nepaisant
to, Trg Susietos su blogesne pacienty prognoze esant visy tipy KV.
G. J. Bates ir bendraautoriai®®, istyre daugiau negu 200 KV méginiy, jrodeé,
kad, jei méginyje yra nustatoma daugiau negu 15 FOXP3 raiska vykdanciy
lasteliy, KV yra linkgs atsinaujinti, o pacienty iSgyvenamumo trukmé yra
trumpesné. Galima manyti, kad Sie rezultatai jrodo, jog, net ir tiriant visus
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KV tipus kartu, NIL sudétis ir tankis turi jtakos klinikiniam rezultatui. Vis
délto NIL klinikinis poveikis skirtinguose KV tipuose turéty buti vertinamas
atskirai?®, nes skirtingose KV grupése yra nevienodos atitinkamy imuninés
kilmés Igsteliy proporcijos?®.

Detaliis KV mikroaplinkos tyrimai atskleid¢, kad ER+ navikuose didziajg
infiltrato dalj sudaro NZ, neutrofilai, Trg, makrofagai, putliosios Iastelés ir
tik nedidele dalj — CD8+, CD4+ ir B lgsteles!®™ 21528 ER— HER2- ir
TNKV atvejais nustatyta, kad Siy naviky mikroaplinkoje vyrauja Treg,
makrofagai, putliosios lastelés, mazesne infiltrato dalj sudaro CD8+, CD4+
ir dendritinés lastelés. HER2+ navikuose imuninj infiltrata sudaro
dendritinés, putliosios Igstelés, Treg ir neutrofilai?!® 27, Taip pat jrodyta, kad
mazdaug 60 proc. naviky, kuriuose nustatomas CD8+ T lasteliy gausus
infiltratas, sudaro HER2+ ir TNKV atvejai ir tik 50 proc. HR+ atvejy
imuniniame infiltrate vyrauja CTL?%,

HER2+ ir TNKV atvejais nustatyta, kad laipsniskas limfocity kiekio
didéjimas navike ir stromoje yra susijes ne tik su geresne pacienty prognoze,
bet ir atsaku j chemoterapijg®” 3921220 [ityrus 256 TNKV méginius,
jrodyta, kad laipsniskas NIL didéjimas kas 10 proc. yra susijes su 17 proc.
sumazéjusia ligos pasikartojimo rizika ir 27 proc. padidéjusiu pacienty
iSgyvenamumu®; istyrus 122 HER2+ navikus, nustatyta, kad laipsniskas
limfocity didéjimas stromoje kas 10 proc. yra susijes su 18 proc. padidéjusiu
pacienty i$gyvenamumu®’. Vis délto didesnis CD8+ T lgsteliy tankis su
ilgesniu bendruoju pacienty iSgyvenamumu susietas tiriant tik TNKV
méginius?®, bet ne HER2+ imtj, kurioje didesnis CD8+ T lasteliy tankis
susietas tik su ilgesniu pacienty i8gyvenamumu ligai neatsinaujinant??,

HR+ ir HER2- duktaliniy karcinomy NIL Kiekio ir iSgyvenamumo sgsajy
rezultatai yra priestaringi®® -3, Pavyzdziui, M. V. Dieci ir bendraautoriai %,
U. Krishnamurti ir kt.3® bei S. Loi ir kt.%, vizualiu biidu istyre daugiau negu
1 700 HRDK méginiy (atitinkamai — 463, 187 ir 1 078 méginius), statistiSkai
reik§mingo rySio tarp NIL ir prognozés nenustaté, taiau D. Krijgsman ir
bendraautoriai‘, pritaike SVA ir istyre 98 HRDK atvejus, nustaté tendencija,
kad didesnis CD8+ lasteliy tankio vidurkis ir standartinis nuokrypis naviko
Serdyje ir IK (zr. 2.5.3. poskyrj) yra susije su ilgesniu pacienciy
iSgyvenamumu. Nepaisant to, manoma, kad HRDK CTL Kkiekio
sumazéjimas, palyginti su HER2+ ir TNKYV, yra susijgs su ER+ raiska, kuri
skatina 2 tipo T pagalbiniy lgsteliy kuriamg imunine mikroaplinkg??® 2%,
Galima prielaida, kad HR+ navikai sintetina maziau zmogaus audiniy
suderinamumo komplekso molekuliy, kurios bitinos aktyviam antinavikinio
imuniteto atsakui??? 22, Sia hipoteze taip pat patvirtino T. O’Meara ir kt.?,
Tyré¢jai, atlike geny raiskos tyrimy rezultaty analizg, 697 ER+ ir 191 TNKV
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méginiuose nustaté, kad limfocity gausiuose ER+ navikuose vyrauja su
navikais susij¢ makrofagai (M2 tipas) ir putliosios lastelés, 0 CTL infiltratas
sudaro tik nedidele dalj. Vis délto, atliekant minéta tyrima, nenustatyta, kad
pacienty, kuriems budingas limfocity gausus ER+ navikas, iS§gyvenamumo
prognoz¢é statistiSkai reik§mingai skirtysi nuo pacienty, kuriy méginiuose
nustatytas limfocity gausus TNKV. Buvo jrodyta, kad limfocity gausiuose
ER+ navikuose CD8+ T lastelés pasizymi sumazéjusiu citotoksiniu
efektyvumu ir mazesne perforino sinteze, todél iskelta prielaida, kad
padidéjusi TGF-B veiksniy sintez€ ER+ navikuose isreguliuoja CTL
funkcijas arba slopina CTL infiltracija | navikg?*. G.J. Bates ir
bendraautoriai®®, istyre 148 HRDK méginius, patvirtino, kad padidéjes Treg
kiekis yra susij¢s su blogesniu HRDK pacienty iSgyvenamumu ir padidéjusia
ligos atsinaujinimo rizika. Taigi minéti tyrimai ne tik patvirtina, kad net ir
nedidelis NIL padidéjimas KV méginiuose gali buti susijes su ilgesniu
pacienty iSgyvenamumu ir mazesne ligos atsinaujinimo rizika® %, bet ir
leidzia daryti prielaida, kad, nepriklausomai nuo KV tipo, pagal imuniniy
lasteliy kiekj ir sudétj galima atrinkti tas pacientes, kurioms bitina taikyti
agresyvesng gydymo strategijg ar imuning sistemag reguliuojantj gydyma
(imunoterapijg)?* 225,

Antra vertus, ne visuomet padidéjes NIL kiekis yra susijgs Su geresne
paciento prognoze. Navikas imuninj atsaka slopina ir tiesiogiai
sgveikaudamas su imuninémis lgsteléemis** “°. Nustatyta, kad KV biidinga
padidéjusi PD-L1 ir 2-0jo uzprogramuoto lasteliy mirties baltymo ligandy
(PD-L2) sinteze'®> 2%, PD-L2 gali jungtis su aktyvuoty T, B, NZ, dendritiniy
lasteliy, monocity ar makrofagy pavirSiuje sintetinamu uZprogramuotu
Igsteliy mirties baltymu (PD-1)*® ir slopinti atitinkamos imuninés Igstelés
atsakg*®. Naviko lgstelés, pasitelkdamos §j signalinj kelig, taip pat reguliuoja
CTL funkcijas — slopina lasteliy proliferacija, augima ir iSgyvenamuma.
Tokiu badu naviko mikroaplinkoje skatinama CTL tolerancija ir slopinamas
antinavikinis imuninis atsakas*. Duktalinés kriities karcinomos atveju
padidéjusi PD-L1 raiSka dazniau nustatoma esant ER— ir dideshiam CD8+
T lasteliy tankiui??®2%, Sio veiksnio sgsajos su KV pacienty prognoze
nevienareik§més??®, taciau tai svarbus predikcinis veiksnys terapijai,
nukreiptai pries PD-1 ar PD-L1%"%%, Vis délto tik nedidelei daliai (319 %)
KV serganéiy pacieniy §i imunoterapija yra efektyvi*’ -l Issamis NIL
tyrimai, esant KV, jrodé, kad CD8+ T lgstelés, net ir sintetinancios PD-1,
gali atlikti citotoksing funkcija. Keliama prielaida, kad PD-1 veikla gali
reguliuoti ir kiti genetiniai ar epigenetiniai mechanizmai®®,

Geny raiSkos tyrimais nustatyta, kad SATB1 reguliuoja ne tik genus,
skatinancius naviko lasteliy diferenciacija, proliferacija ar apoptoze, bet ir
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mazdaug 300 T lasteliy geny, sieting su T lasteliy proliferacija,
diferenciacija ir imuninio atsako funkcijomis?®*23, Nustatyta, kad peliy,
kurios neturi SATB1 geno, T lasteliy vystymasis sutrikdomas esant
CD4+CD8+ stadijai, taip uzkertant kelig veiklioms CD4+ ar CD8+
T Igsteléems susiformuoti®®2, T. L. Stephenas ir bendraautoriai®*, tirdami
peles, taip pat nustaté, kad SATB1 reguliuoja PD-1 baltymo sinteze:
T lIastelése sutelkia histony deacetilazes ties Pcdcl genu, slopina Sio geno
raiskg ir 40 karty padidina PD-1 baltymo sintezg?** 2%, kuri ir slopina
T Igsteliy proliferacinj pajégumg ir jy efektorines funkcijas®*. S. Niissing ir
bendraautoriai?®® SATBL1 sintezés poky¢ius nustaté zmogaus audiniuose
(kraujyje, uzkrucio liaukoje, bluznyje, limfmazgiuose) ir pavirtino, kad
SATB1 sintezés sumazéjimas skatina T lgsteliy funkcijy sutrikimus.
Remiantis $iy tyrimy rezultatais, galima kelti hipoteze, kad SATBL1 raiskos
nustatymas naviko mikroaplinkoje gali bati svarbus tiriant T lasteliy
funkcines savybes?¥.

2.5.3 Navika infiltruojanc¢iy limfocity nustatymas kraties navikuose

NIL jvertinimas tiriant KV histopatologinius méginius iki $iol néra
jdiegtas | kasdiene kliniking praktikg® 2%, taciau 2017 m. Tarptautiné
imunoonkologiniy biozymeny darbo grupé parengé rekomendacijas®® 2,
standartizuojanc¢ias NIL jvertinima jvairiy tipy, taip pat ir KV, navikuose.
Remiantis $ia sistema, NIL turi buti tiriami analizuojant hematoksilinu ir
eozinu dazytus méginius, kuriy paruoSimas standartizuotas patologijos
laboratorijose ir lengvai prieinamas? 26. Taikomi $ie vertinimo kriterijai?*-2:

1. NIL vertinami tik invazinio naviko ribose. Pirmiausia nustatomas
naviko ir stromos IK, kuris apibadinamas kaip 1 mm plocio regionas,
vienodu atstumu iSpléstas j naviko ir stromos puses nuo naviko ir stromos
ribos, skirianGios naviko Serdj nuo aplink navikg esancios stromos
(2.2 pav.). Siame regione esantys limfocitai taip pat jtraukiami j bendrajj
NIL jvertinima, t. y. atskirai nevertinami, o imuninis infiltratas, esantis uz
IK riby, DCIS komponentuose ar normaliose liaukose, néra vertinamas.
Nekrozés ir (ar) fibrozés plotai, artefaktai j vertinimo regiong taip pat
neturi bati jtraukti.

2. Atskiriamos dvi limfocity populiacijos — NIL, esantys stromos
regione, ir NIL, esantys naviko Serdyje. KV atveju rekomenduojama
vertinti tik stromoje esancius NIL. Atliekant vertinima, turéty buti
skai¢iuojamos tik mononuklearinés lastelés — limfocitai ir plazmos
lastelés, bet ne granuliocity infiltratas.
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3. Nustatomas vidutinis NIL tankis, kuris iSreiskiamas procentais, t. y.
suskai¢iuojamos Visos mononuklearinés lgstelés stromoje, jy skaicius
dalijamas i§ stromos regiono ploto. Navikas priskiriamas atitinkamai
kategorijai:

a) imuninio infiltrato néra arba jis minimalus, jei nustatyta O—
10 % NIL,

b) vidutinis imuninis infiltratas, jei nustatyta 10-40 % NIL,

¢) gausus imuninis infiltratas, jei nustatyta 40-90 % NIL.

Vi Aplink
't navikg
' esanti
stroma

LYY

1 mm plocio
invazijos

Naviko !
Serdis
AT

Naviko ir stromos riba skiria naviko Serdj nuo aplink navikq esancios stromos, Zymima

punktyrine linija. 1 mm plocio invazijos krastas paZymétas istisinémis linijomis.

2.2 pav. Ribos tarp naviko ir stromos bei invazijos kra§to nustatymo pavyzdys
(parengta pagal S. Hendry ir kt.? 26)

Remiantis Tarptautinés imunoonkologiniy biozymeny darbo grupés
rekomendacijomis®?¢, NIL vertinami hematoksilinu ir eozinu dazytuose
méginiuose pusiau kKiekybiniu biidu, taciau $is metodas nepasizymi dideliu
tikslumu ir rezultaty atkartojimu, néra galimybés jvertinti imuniniy lasteliy
fenotipo (sudéties) ir erdviniy aspekty, 0 Kiekybinis jvertinimas yra
subjektyvus ir labai priklauso nuo vertintojo patirties® 2623240 Minétini
sialomi alternatyviis metodai, visy pirma, pagrjsti IHC?2 2% 2628240 |rie
leidzia nustatyti konkreCias imunines lasteles, pavyzdziui, CTL,
T pagalbines lasteles, Treg, makrofagus ir dendritines lasteles, pagal viena
lasteliy pavirSiaus biozymenj arba taikant keliy lgsteliy pavirSiaus
biozymeny IHC nustatymo biida, pavyzdziui, siekiant nustatyti mieloidinés
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kilmés lgsteles?® 226, Rekomenduotini ir kiti alternatyviis tyrimo badai,
pavyzdziui, daugybiné imunofluorescencija, daugybiné¢ IHC, naudojant
fluorescencinémis Zymémis zymétus antikiinus (NanoString Technologies),
informacinés ribonukleino riigsties (iRNR) nustatymas ir kt.?> 2%,
Svarbiausias §iy technologijy bruozas — galimybé nustatyti imuninio
komponento sudétj?? 23 25 26.28,

Norint jvertinti NIL, taip pat svarbu tiksliai apsibrézti jy viets
navikiniame audinyje® %181 Remiantis NIL jvertinimo rekomendacijomis,
batina ne tik atskirti naviko ir stromos regionus, bet ir aiSkiai nustatyti
IK?-27, 1986 m. J. R. Jassas ir bendraautoriai?*!, tirdami tiesiosios Zarnos
karcinomos histomorfologinius prognozinius rodiklius, pasialé skirti du
skirtingus IK tipus: stumiantjjj ir infiltracinj. Stumiantjjj IK galima nustatyti,
kai navikas ir stromos komponentai yra lengvai atskiriami ir tarp jy matyti
aiski riba. Infiltracinj IK nustatyti gana sudétinga, nes §j IK tipg turintys
navikai pasizymi netaisyklingu augimo modeliu, kai imuninis komponentas
yra infiltraves j naviko Serdj, nesant aiskiy riby?*! 242, Taikant NIL vertinimo
rekomendacijas, j skirtingus naviko augimo modelius neatsizvelgiama, todél
galima teigti, kad rekomenduojamas IK apibrézimas yra gana dviprasmis,
nes nepaaiskina, kas yra IK, ypa¢ infiltracinio modelio navikuose. Be to,
siekiant IK nustatyti ar nubrézti, reikia itin patyrusio patologo sprendimo?®,
Kaip alternatyva vizualiam IK nustatyti, N.Harder ir bendraautoriai®
pasiiilé automatinj IK nustatymo bida, kuris remiasi naviko morfologinémis
savybémis bei 18-0jo citokeratino ir p63 biozymeny raiskos rezultatais,
leidzianciais atskirti navikinj audinj nuo nenavikinio. Naviko ir stromos
regionus atskyr¢ SVA buadu, tyréjai isskyré IK, kuris nuo automatiskai
nustatytos naviko ir stromos ribos j naviko ir stromos regionus buvo nutoles
vienodu atstumu (112,5 um)®. Toks IK nustatymo biidas leido iSvengti
vertintojo SaliSkumo ir uztikrinti atsikartojanéius tyrimo rezultatus.

SVA metodas taip pat rekomenduotas imuninéms lgsteléms tiksliai
kiekybiskai suskaigiuoti ir erdviniams aspektams jvertinti?>?°. Si nauja
audinio technologija, pagrjsta aukstos skiriamosios gebos skaitmeninio viso
patologijos mikroskopinio vaizdo analize, leidzia gauti tikslius kiekybinius
parametrus, tokius kaip ilgis, pavirsiaus plotas, objekty skaicius, perimetras,
atstumas iki artimiausio kaimyno ir kitas savybes, kurios negali bati tiksliai
jvertintos vizualiai, bet gali biti i¥matuotos, taikant SVA algoritmus?44-24,
Tokie metodai sukuria didziulj kiekj duomeny, kuriy nebegalima analizuoti
tradiciniais statistiniais metodais, todél, siekiant geriau jvertinti naviko
zymeny erdvinj pasiskirstyma ir nustatyti esminius prognozinius rodiklius,
naudojami gilaus mokymo ir kiti dirbtiniy neuroniniy tinkly modeliai?**-24,
ISsamdis storosios zarnos imuniteto tyrimai, taikant IHC ir SVA metodus,
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leido nustatyti, kad CD3+ ir CD8+ NIL tankis ir jy pasiskirstymas naviko
audinyje turi didele prognozing verte??. Sis atradimas buvo perkeltas j
kliniskai patvirtinta testa (Immunoscore, Paryzius, Pranciizija), Kuris
pasitvirtino kaip nepriklausomas prognozinis veiksnys, pranokstantis
iprasting TNM Klasifikavimo sistemg?!. Taigi nauji tyrimy biidai leidZia ne
tik jvertinti infiltruojanéiy limfocity fenotipa ar jy kiekj, bet ir erdviskai
jvertinti zymeny pasiskirstymg naviko audinyje? 2,

2.6. Naviko heterogeniSkumas

Naviko heterogeniSkumas (nevienalytiSkumas) — naviko lasteliy,
pasizyminciy skirtingy savybiy ir poZzymiy visuma, jvairové. Tai naviko
piktybiskuma apibiidinanti savybeé49-2°1,

Lasteles gali skirtis morfologinémis, geny raiskos, metabolizmo,
judrumo, angiogenezés, proliferacijos, imunogeniSkumo savybémis ir
iSplitimo potencialu®®. Skiriami du heterogeniskumo tipai: vidunavikinis ir
tarpnavikinis  heterogeniskumas®* 22, Vidunavikinis heterogeniskumas
pasireiskia dél skirtingy lasteliy populiacijy navikiniame audinyje arba tarp
pirminio naviko ir jo metastaziy, 0 tarpnavikinis heterogeniskumas
nustatomas tarp to paties histologinio tipo KV?.2%2  Nustatyta, kad
heterogeniskumas turi jtakos ne tik KV diagnozei ar prognozei, bet ir
gydymo strategijai parinkti®! — neatsizvelgus | skirtingas Igsteliy
populiacijas, gali sumazéti terapijos efektyvumas ir paciento isgyvenamumo
prognozés tikslumas?:,

2.6.1 Tarpnavikinis heterogeniskumas

Tarpnavikinis heterogeniskumas skirstytinas j klinikinj, histologinj,
biozymeny ir genetinj heterogeniskuma®!. Klinikinj ir histologinj
tarpnavikinj heterogenis$kuma geriausiai atspindi KV skirstymas pagal TNM
Klasifikavimo sistema (zr. 2.4.1. poskyrj) ir histologinis klasifikavimas
(zr. 2.4.2. poskyrj)*?": 13451 Sjos  Klasifikacijos ne tik atspindi KV
skirtumus — jos susijusios su pacienty i§gyvenamumo prognoze ir gydymo
strategijos parinkimu? 78127131 Histologinj tarpnavikinj heterogeniskuma
taip pat atspindi histologinis diferenciacijos laipsnis**?’. Nustatyta, kad
skirtingg diferenciacijos laipsnj turintys KV atvejai smarkiai skiriasi ne tik
proteominiu, bet ir genominiu bei transkriptominiu lygmeniu#4 149 254,

Biozymeny ir genetinj tarpnavikinj heterogeniskumg atspindi KV
klasifikavimas pagal prognozinius ir predikcinius KV biozymenis (Zr.
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2.2. skyriy ir 2.4.3. poskyrj)® 6567.143.147. 148 K\/  biozymeny tarpnavikinj
heterogeniskuma gali apibudinti daugiau negu 1 000 skirtingy baltymy,
pavyzdziui, lasteliy augima ir proliferacija gali apibudinti ne tik Ki67, bet ir
survivinas bei 2-asis lipokalino baltymas, naviko iSplitima — p53 ar
tarplastelinio uzpildo metaloproteinazés, imuninj atsakg — PD-L1 ir daugelis
kity biozymeny?®. Genetinj tarpnavikinj heterogeniskuma atspindi jvairiy
geny raiskos poky¢iai (zr. 2.2. skyriy)® 85 67143147148 Tejgjama, kad genetinj
heterogeniskuma nustelbia klinikinis ir molekulinis, taciau genetiné jvairové
gali paaiSkinti, kodél pacientams, kuriems nustatytas tas pats histologinis ar
molekulinis tipas ir taikoma tapati gydymo strategija, pasireikia skirtingas
klinikinis atsakas ir (ar) atsparumas terapijai®®®.

2.6.2 Vidunavikinis heterogeniskumas

Vidunavikinj  heterogeniSkumg galima suskirstyti i histologinj,
biozymeny ir genetinj®'. Minétini dar du skirtini tipai: erdvinis
heterogeniS$kumas, kurj apibtdina lgsteliy jvairové navikiniame audinyje, ir
heterogeniskumas laiko atzvilgiu (angl. temporal heterogeneity), kuris
susiformuoja dél besikei¢ianciy lasteliy, navikui progresuojant?’.

Vidunavikinj erdvinj histologinj heterogeniskuma galima nustatyti ne tik
pirminiame KV audinyje, bet ir atsizvelgiant j iSplitimg j limfmazgius ar
kitus organus®!. Vienas i§ vidunavikinio erdvinio histologinio
heterogeniskumo pavyzdziy — misrusis KV, kurj sudaro dviejy skirtingy
morfologiniy komponenty lastelés, pavyzdziui, invazinés duktalinés ir
mucininés karcinomos®! %1, Heterogeniskumas laiko atzvilgiu formuojasi,
pavyzdziui, taikant gydyma, kurio metu vyksta Igsteliy evoliucija: pirminio
naviko lastelés keiciasi, jgyja jvairiy naujy savybiy ir taip formuojasi lasteliy
jvairové navikiniame audinyje ar jvairoveé i$plitusiy lgsteliy atzvilgiu®* 2%,

Dabartinis KV gydymas priklauso nuo pirminio naviko histologiniy,
bioZzymeny raiskos ir molekuliniy ypatybiy, ta¢iau gydymo veiksmingumui
jtakos gali turéti ir pakitusios morfologinés ir biozymeny raiskos savybés
metastazese’® 7, Neatitikimy, tiriant ER raiskg tarp pirminio naviko ir
metastaziy, nustatyta 33,6 proc., PgR — 32 proc., HER2 — 15,7 proc.
atvejy®®. Be to, nustatyta, kad moterims, kurioms buvo patvirtintas ER
raiskos neatitikimas tarp pirminio naviko ir metastaziy, mirties rizika
padidéjo 48 proc.?®. Siandien dar néra pakankamai duomeny, ar gydymas
turéty buti keiciamas keiciantis biozymeny raiskai, taciau rekomenduojama
ER, PgR ir HER2 raiska istirti ir metastazeése®®.

Reikia pastebéti, kad KV taip pat pasizymi nemazu vidunavikiniu
genetiniu heterogeniskumu, kurj apibudina jvairlis genetiniai pokyciai,
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skatinantys lasteliy funkcijy pasikeitimus, angiogenezg, naviko isplitimg ir
kitus  procesus®”261.262 Nustatyta, kad vidunavikinis  genetinis
heterogeniskumas ypa¢ budingas HER2 genui — 1140 proc. KV atvejy turi
nevienalyt] geno pagauséjimg karcinomos lgstelése?32%¢, Manoma, kad dél
Sios priezasties skirtingos lasteliy populiacijos lemia sumazéjusj atsaka |
terapija®’ ir padidéjusig ligos atsinaujinimo rizika?e.

Vidunavikinj erdvinj biozymeny heterogeniSkumg apibiidina bioZymens
raiskos nevienalytiskumas®®!. Moksliniais tyrimais nustatyta, kad ER, PgR ir
HER2 baltymy raiska KV audinyje yra nevienalyte? 268-270 ta¢iau, vertinant
ER ar PgR raiska, Amerikos klinikiné onkologijos draugija ir Amerikos
patology kolegija rekomenduoja atsizvelgti tik i raiska vykdanciy navikiniy
lasteliy procenting dalj, nes néra pakankamai duomeny apie bioZymeny
raiskos heterogeniSkumo sgsajas su klinikiniais aspektais® 2"t Vis délto,
iStyrus 1 780 KV serganciy pacienty duomenis, jrodyta, kad vidunavikinis
ER erdvinis heterogeniskumas yra nepriklausomas ilgalaikis prognozinis
veiksnys, potencialiai galintis pakeisti pacien¢iy gydymo strategijos
parinkimg, ypa¢ esant A liuminalinio tipo navikams?”°. Manoma, kad ER
erdvinis heterogeniskumas gali paaiskinti, kodél net 50 proc. pacienéiy,
kurioms nustatoma ER+, hormony terapija néra efektyvi, o 25 proc.
paciendiy iSsivysto tolimosios metastazeés?® 272 273,

Daug démesio taip pat skiriama Ki67 biozymens raiskos
heterogeniskumo tyrimams*? 43 274277 Trodyta, kad nevienalyté $io baltymo
raiska yra pagrindiné priezastis, lemianti maza vertintojy rezultaty
atsikartojimg?’® 27, Iki Siol néra vienos sistemos Sio Zymens raiSkai
jvertinti (kei¢iasi rekomenduojamos ribinés vertés (10-30 %)), néra bendros
nuomoneés, kuris regionas turéty biiti vertinamas — Vvisas tiriamas naviko
plotas ar tik intensyviausia S$io Zymens raiSkos Vvieta (,karStasis
taskas)t69 170,172,173, 219,280 /G Stalhammaris ir bendraautoriai®! nustate, kad
KV skirstymas j molekulinius KV tipus galéty biti tikslesnis net 12 proc., jei
histologinio tyrimo metu gydytojas patologas, vertindamas Ki67 raiska,
atsizvelgty | SVA rezultatus — automatiskai nustatyta ,,karstajj taska“ ir Ki67
procenting dalj. Be to, taikant SVA ir SeSiakampiy gardeliy principa, buvo
jrodyta, kad vidunavikinis Ki67 biozymens erdvinis heterogeniskumas yra
prognoziskai svarbesnis negu Sio biozymens raiska per se*’. Taigi, norint
jrodyti erdvinio heterogeniskumo svarba navikiniame audinyje, bitina
standartizuoti  erdvinio  heterogeniSkumo  nustatymo  metodus ir
technologijast®® 20,
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3. TIRIAMIEJI IR TYRIMO METODIKA
3.1. Tyrimo strategija

Disertacijos tyrimo strategija ir darbo modelis pateikiami 3.1 pav. Tyrima
sudaré 15 etapy. Pirmiausia retrospektyviam tyrimui atlikti atrinkta HRDK
paciené¢iy imtis (n = 101), parinkti formaline fiksuoti ir parafinu impregnuoti
naviko audiniai. Paruosti naviko pjivio méginiai nudazyti IHC metodais.
Siekiant atlikti 7 biozymeny (ER, PgR, HER2, Ki67, CD8, SATB1 ir HIF1a)
SVA, visi IHC méginiai skaitmenizuoti. Pasitelkus dirbtinio neuroninio
tinklo pagrindu veikiantj kriities audinio klasifikatoriy (HALO Al tissue
classifier; Indica Labs, Koralis, JAV, zr. 3.3.3.poskyrj), KV audiniai
suklasifikuoti j naviko epitelj, stroma ir fono klases, o suktirus naviko ir
stromos lasteliy segmentavimo ir atpazinimo SVA algoritmus, atliktas
kiekybinis ir erdvinis bioZymeny raiSkos jvertinimas. Véliau tiriamieji
audiniai buvo padalyti | vienodo dydzio SeSiakampius, Kuriuose analizuoti
SVA rezultatai. Automatiskai nustacius naviko ir stromos SZ, apskaiciuoti
imuninio atsako parametrai, sukurtas imuninj atsakg vertinantis rodikliy
rinkinys. Apskaiciuojant kompleksini IHC biozymeny ir jy raiSkos
heterogeniSkumo rodikliy rinkinj, atlikti KV ir jo mikroaplinkos lasteliy
populiacijy kiekybiniai ir erdviniai tyrimai. Nustatyti rodikliai susieti su
ligos patologija, Klinika ir ankstyvosios stadijos HRDK pacienciy
iSgyvenamumoO prognoze.
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3.1 pav. Disertacijos tyrimo strategijos ir darbo modelio schema

3.2. Tiriamyjy imtis ir charakteristika

I retrospektyvinj tyrima jtraukta 2007-2009 m. Nacionaliniame vézio
institute gydyta 101 pacienté, kurioms Valstybiniame patologijos centre (VS]
Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky filialas), tiriant chirurginés
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operacijos budu pasalinta navika, buvo patvirtinta ankstyvosios stadijos (I ir
I1) HRDK. Tyrimams atlikti gautas Lietuvos bioetikos komiteto leidimas
2017-09-12 Nr. 6B-17-189 (zr. 7 priedg). IS visy pacienciy gautas
informuoto asmens sutikimas dalyvauti biomedicininiame tyrime, o surinktai
biologinei medziagai ir papildomiems biozymeny (CD8+) tyrimams atlikti
uzsitikrintas atleidimas nuo pareigos gauti informuoto asmens sutikima.
Vidutinis pacienéiy amzius — 58 m. (£13 m., mediana — 59 m.), jauniausiai
pacientei — 27 m., vyriausiai — 87 m. Pagal mediang pacientés suskirstytos j
dvi amziaus grupes: jaunesniy negu 59 m. amziaus pacienty grupe sudaré
53 pacientés (52,5 %), vyresniy — 48 pacientés (47,5 %).

Vidutinis pacienéiy stebéjimo laikotarpis — 121 ménuo (nuo 17 iki
143 mén., mediana — 135 mén.). 5-erius metus isgyveno 93 pacientés
(92,1 %), 10 mety laikotarpj — 77 pacientés (76,2 %).

Tiriant histologiskai, nustatyta, kad pagal pirminj navika T1 grupe
(naviko dydis — <2 cm) sudaré 55 pacientés (54,5 %), T2 grupg (naviko
dydis — 2-5cm) — 46 pacientés (45,5 %). Pagal iSplitimg j sritinius
limfmazgius 54 pacientés (53,5 %) sudaré NO grupe (metastaziy Sritiniuose
limfmazgiuose nenustatyta), 35 pacientés (34,7 %) — N1 grupe (nustatyta
metastaziy 1-3 sritiniuose limfmazgiuose), 9 pacientés (8,9 %) — N2 grupe
(nustatyta metastaziy 4-9 sritiniuose limfmazgiuose), 3 pacientés (3,0 %) —
N3 grupe (nustatyta metastaziy 10 ar daugiau sritiniy limfmazgiy). Tolimyjy
metastaziy (MO0) neturéjo né viena tyrime dalyvavusi pacienté. Pagal naviko
diferenciacijos laipsnj 23 pacientés (22,8 %) skirtos j geros diferenciacijos
grupe (G1), 47 pacientés (46,5%) — j vidutinés diferenciacijos grupe,
31 pacienté (30,7 %) — j G3 grupe.

Atlikus chirurging operacija, pacientés gydytos 12 skirtingy terapijos
budy: 44 pacientéms taikyta hormony terapija, chemoterapija ir
radioterapija, 27 pacientéms — hormony terapija ir radioterapija,
10 pacienéiy — tik hormony terapija, 7 pacientéms — chemoterapija ir
radioterapija, 3 pacientéms — hormony terapija ir chemoterapija, dar 10
pacienc¢iy — Kkiti skirtingi terapijos budai. Esant mazoms terapinio gydymo
grupéms, biologiniy Zymeny predikciné verté disertacijoje neanalizuota.
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3.1 lentelé. Pacien¢iy klinikiniai ir patologiniai duomenys

Paciendiy skai¢ius (procentas) 101 (100 %)
Pacien¢iy amZius, metai
Vidurkis (+ standartinis nuokrypis) 57,75 (£12,68)
Mediana 59
Intervalas 27-87
Pacien¢iy amZiaus grupé, pacienciy skaicius (procentas)
<59 m. 53 (52,5 %)
>59 m. 48 (47,5 %)
Pacienciy stebéjimo laikotarpis, ménesiais (procentas)
Mediana 135
Intervalas 17-143
Miréiy skaicius, pragjus 5 m. 8 (7,9 %)
Mir¢iy skaicius, praéjus 10 m. 24 (23,8 %)
Naviko diferenciacijos laipsnis (G), paciendiy skai¢ius (procentas)
G1 23 (22,8 %)
G2 47 (46,5 %)
G3 31 (30,7 %)
Pirminis navikas (T), pacienciy skaifius (procentas)
T1 55 (54,5 %)
T2 46 (45,5 %)
T3 0
T4 0
Naviko iSplitimas j limfmazgius (N), pacienciy skai€ius (procentas)
NO 54 (53,5 %)
N1 35 (34,7 %)
N2 9(8,9 %)
N3 3(3,0%)
Naviko iSplitimas j tolimuosius organus (M), pacien¢iy skaiius (procentas)
MO 101 (100 %)
Gydymas, pacienciy skaicius (procentas)
Endokrininé hormony terapija 88 (87,1 %)
Chemoterapija 61 (60,4 %)
Radioterapija 85 (84,2 %)
Biologiné terapija pries HER2 7 (6,9 %)
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3.3. Tyrimo metodai
3.3.1 Krities vézio audiniy paruoSimas

Pagal naviko dyd;j ir likutinés tiriamosios medziagos kiekj atrinkta po
vieng 107 pacienciy formaline fiksuotg ir parafinu impregnuota naviko
audinj (bloka) tolesniems tyrimams atlikti. Minétina, kad tiriamoji medziaga
atrinkta kartu su gydytoju patologu doc. dr. J. Besuspariu.

Tiriamoji medziaga, panaudojant audiniy mikrogardeles, buvo istirta
anks¢iau vykdytais tyrimais® 282, Atrinkti naviko audiniai panaudoti ruosiant
po 7 serijinius 3 um storio pjuvius tolesniems IHC dazymams. Mikrotomu
atpjauti parafininiai naviky pjaviai uzdéti ant teigiamai jelektrinto
mikroskopinio stikliuko. Serijiniy pjuviy seka ir analizuojamy biozymeny
IHC dazymai pateikti 3.2 pav.

3.2 pav. Serijiniy pjaviy seka ir analizuojamy biozymeny imunohistocheminiai
dazymai

Atlikus visy 8iy atvejy IHC ir SVA, nustatyta, kad vidutinis naviko
epitelio plotas sieké 37,52 mm? (£28,10 mm?, mediana — 28,67 mm?,
maziausias plotas — 0,98 mm?, didziausias — 138,02 mm?).

Sesiais atvejais naviko plotas buvo maZesnis uz 5-ajj naviko ploty
procentilj (5,93 mm?). Minétus atvejus jvertings vizualiai, gydytojas
patologas doc. dr. J. Besusparis patvirtino, jog analizuojamo invazinio
naviko plotas yra per mazas iSsamiems naviko ir jo mikroaplinkos tyrimams
atlikti, todel Sie atvejai buvo pasalinti i§ tolesnés analizés. Galuting tiriamyjy
imtj sudaré 101 HRDK pacienté.
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3.3.2 Imunohistocheminiai tyrimai

ER, PgR, HER2, Ki67, CD8 ir HIF 1o raiskai nustatyti taikytas viengubos
IHC (vIHC) metodas, kai vienos reakcijos metu iSrySkinamas vienas
konkretus biozymuo. SATBL ir CD8 raiskai nustatyti taikytas dvigubos IHC
(dIHC) metodas, kai vienos reakcijos metu i§ karto jvertinama dviejy IHC
biozymeny raiska. Pries IHC dazymo procediira vIHC ir dIHC protokolai
buvo optimizuoti, keiCiant antikiino skiedima ir derinant antikiiny
iSrySkinimo sistemas. Pagrindinis vertinimo Kriterijus — vizualus tikslinio
baltymo signalo ir foninio triukSmo intensyvumo jvertinimas. IHC
protokolai taip pat turéjo buti pritaikyti SVA — net ir minimalus foninis
triukSmas, analizuojant histologinj méginj, turéjo biti pasalintas. Laikyta,
kad protokolas tenkina reikalavimus, kai, vertinant vizualiai, tikslinio
baltymo signalas buvo stiprus, fono intensyvumo i§ viso nebuvo arba jis
buvo minimalus.

dIHC reakcijos protokolas optimizuotas keiciant antikiiny skiedimo
laipsnius ir derinant antikiiny iSrySkinimo sistemas. Pirmiausia, dIHC
reakcija buvo bandyta optimizuoti naudojant antikiing prie§ CD8 Kaip
pirminj biozymenj, kuriam isryskinti taikyta ultraView Universal DAB
Detection kit sistema (Ventana, Tuksenas, JAV, baltymo raiska isrySkinama
ruda spalva), ir antikiing prie§ SATB1 kaip antrinj bioZymenj, kuriam
iSryskinti taikyta ultraView Universal Alkaline Phosphatase Red Detection
kit sistema (Ventana, baltymo raiska isrySkinama raudona spalva). Dél
pernelyg intensyvaus raudonos spalvos foninio triukSmo ir nepakankamai
stipraus SATB1 tikslinio signalo nepavyko protokolo optimizuoti, todél
antikiinai buvo sukeisti vietomis (pirminiu antikinu naudotas SATBI,
antriniu — CD8). Keiciant skiedimo laipsnius taip pat buvo sureguliuotas
tiksliniy signaly intensyvumas, siekiant aiSkiai nustatyti viengubag raiska
vykdancias lIgsteles, t. y. lasteles, kurios vykdo tik SATB1 (CD8-SATB1+)
ar tik CD8 (CD8+SATB1-) baltymo raiska, ir dvigubas lgsteles, kurios
vykdo CD8 ir SATB1 baltymy raiska (CD8+SATB1+). dIHC reakcijos
optimizavimo procesas pateiktas 3.3 pav., optimalus protokolo pavyzdys —
3.3pav. E ir F dalyse. Duomenys gauti SATB1 monokloninj antikiing
skiedziant santykiu 1:250 ir isrysSkinant ruda spalva, CD8 antikiing
skiedziant santykiu 1:1100 ir iSrySkinant raudona spalva.
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CD8+SATB1+

(A—F) pateiktas dIHC protokolo optimizavimo procesas CD8 ir SATB1 raiskai
nustatyti. (A, B, C) — dIHC reakcija, gauta isryskinant CD8 raiskq vykdancias
lgsteles ruda spalva, SATB1 — raudona, SATB1 ir CD8 raiskos nevykdancias
lgsteles — mélyna spalva. (A) — dIHC reakcija, gauta naudojant CD8 antikiing, Kuris
praskiestas santykiu 1:800, SATB1 — 1:400. Reakcijos rezultatas netinkamas —
didelis raudonos spalvos foninis triuksmas, CD8 tikslinis signalas per stiprus. (B) —
dIHC reakcija, gauta naudojant CD8 antikiing, Kuris praskiestas santykiu 1:900,
SATB1 — 1:500. Reakcijos rezultatas netinkamas — didelis raudonos spalvos foninis
triuksmas, CDB8 tikslinis signalas per stiprus. (C) — dIHC reakcija, gauta naudojant
CD8 antiking, kuris praskiestas santykiu 1:1000, SATB1 — 1:600. Reakcijos
rezultatas netinkamas — SATBL1 tikslinis signalas per silpnas. (D, E) — dIHC
reakcija, gauta naudojant SATB1 antiking, kuris isryskintas ruda spalva, ir CD8
antiking, Kuris isryskintas raudona spalva. (D) — dIHC reakcija, gauta naudojant
SATB1 antikiing, kuris praskiestas santykiu 1:200, CD8 — 1:800. Reakcijos
rezultatas netinkamas — CD8 tikslinis signalas (raudona spalva) per stiprus. (E, F) —
dIHC reakcija, gauta naudojant SATB1 antikiing, kuris praskiestas santykiu 1:250,
CD8 - 1:1100. Reakcijos rezultatas optimalus. (F) — remiantis optimaliu protokolu,
galima tiksliai nustatyti raiskq vykdancias Igsteles, t.y. Igsteles, kurios sintetina tik
SATB1 (CD8-SATB1+), tik CD8 baltymg (CD8+SATB1-) ir dvigubg raiskq
vykdancias lgsteles, kurios sintetina CD8 ir SATB1 baltymus (CD8+SATB1+).

3.3 pav. Dvigubos imunochistocheminés reakcijos optimizavimo procesas CD8 ir
SATBLI baltymy rai$kai nustatyti

Optimizavus protokolus, atlikti vIHC ir dIHC dazymai, naudojant
visiskai automatizuotg Ventana BenchMark ULTRA (Ventana Medical
Systems, Tuksenas, JAV) dazymo sistema. Igyvendinti visi IHC etapai:
deparafinizavimas, dehidratavimas, antigeny epitopy atkairimas, titravimas ir
dazymas. Prie§ reakcijos pradzig paruosti viso pjiivio histologiniai méginiai
40 min. buvo laikomi kambario temperattroje (20 °C) ir 60 min. termostate
(56 °C temperattroje). Paskui pjaviai jdéti | dazymo automatg, kuriame
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atliktas deparafinizavimas, naudojant EZ prep solution (Ventana) tirpala.
Antigeny epitopai atkurti 36 min. kaitinant 95 °C temperatiiroje ir naudojant
Ventana lasteliy kondicionavimo tirpala (CC1, angl. cell conditioning
solution), kurio pH — 8,5. vIHC atlikti naudoti Sie antik@inai:
1) triusio monokloninis antikiinas pries ER (SP1 klonas, Ventana,
paruosto skiedimo),
2) triuSio monokloninis antikiinas prie§ PgR (1E2 klonas, Ventana,
paruosto skiedimo),
3) triusio monokloninis antikiinas prie§ HER2 (4B5 klonas, Ventana,
paruosto skiedimo),
4) pelés monokloninis antikiinas prie§ Ki67 (MIB-1 klonas, Dako

(Glostrupas, Danija), skiedimas 1:200),

5) triuSio monokloninis antikiinas prie§ HIFla (EP118 klonas,

Epitomics (San Mateo, JAV), skiedimas 1:200),

6) pelés monokloninis antikiinas prie§ CD8 (C8/144B klonas, Dako,

skiedimas 1:200).

Meéginiai inkubuoti savitu antikinu 37 °C temperatiiroje 32 min. ir
iSryskinti 36 °C temperatiiroje 8 min., naudojant ultraView Universal DAB
Detection kit sistemg (Ventana). Lasteliy branduoliai kontrastuoti Mejerio
hematoksilinu. Pasibaigus dazymo procedurai, histologiniai pjiiviai i§imti i§
automatinés sistemos ir plauti $velniu indy plovimo detergentu. Véliau
histologiniai méginiai dehidratuoti etilo alkoholyje ir izopropanolyje ir
uzdengti dengiamuoju stikleliu, naudojant Biomount medziaga (Biognost,
Zagrebas, Kroatija).

Atliekant SATB1 ir CD8 dIHC dazyma, méginiai inkubuoti triusio
monokloniniu antikiinu prie§ SATB1 (SP287 klonas, Abcam (Kembridzas,
Jungtiné Karalysté), skiesta santykiu 1:250) 37 °C temperattroje 32 min. ir
iSrySkinti, naudojant ultraView Universal DAB Detection kit sistema.
Pasibaigus $iai reakcijai, antigeny epitopai dar kartg atkurti kaitinant 95 °C
temperatiroje 4 min. Véliau méginiai 37 °C temperatiiroje 62 min. inkubuoti
antriniu CD8 antiktinu (skiesta santykiu 1:1100), kuriam isryskinti naudota
ultraView Universal Alkaline Phosphatase Red Detection kit (Ventana)
sistema. Pasibaigus dIHC reakcijai, histologiniai pjuviai iSimti i$
automatinés sistemos, plauti S$velniu indy plovimo detergentu. Lasteliy
branduoliai kontrastuoti Mejerio hematoksilinu 37 °C temperatiiroje 10 min.
Véliau histologiniai méginiai praskalauti 37 mM amonio vandenyje,
dehidratuoti etilo alkoholyje ir izopropanolyje ir uzdengti dengiamuoju
stikleliu, naudojant Biomount medziaga.
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3.3.3 Skaitmeniné vaizdo analizé ir kraties vézio audinio klasifikavimas

Viso naviko pjavio IHC méginiai skaitmenizuoti ScanScope XT Slide
Scanner objektiniy stikleliy skeneriu (Leica Aperio Technologies, Vista,
JAV), taikant 20x padidinima, kuris atitiko 0,5 um skiriamaja geba.

SVA atlikta naudojant HALO programinés jrangos platformg (versija
3.0311.174, Indica Labs, Koralis, JAV). Dirbtinio neuroninio tinklo
pagrindu veikiantis HALO Al tissue classifier (versija 1.2) modulis
pritaikytas atpazinti ir atskirti skirtingus audiniy komponentus: naviko
epitelj, stroma, nekrozés, uzdegimo, stiklo, suardyty audiniy ir Kitas
artefakty turin¢ias audinio struktaras. Minéti komponentai prisKirti
3 skirtingoms klaséms: naviko epitelis — naviko klasei, stroma — stromos
Klasei, nekrozés, uzdegimo, stiklo ir kity artefakty turin¢ios audinio
strukt@iros (pavyzdziui, navikinio audinio klostés, oro burbulai) — fono
Klasei.

Audiniy  klasifikavimo modulis pritaikytas skirtingoms audinio
struktiroms atpazinti pagal 394 rankiniu biidu pazyméty tiksliniy audinio
fragmenty tekstirg ir pikseliy spalva: naviko klasei atpazinti pazymétas 141,
stromos klasei — 192, fono klasei — 61 audinio fragmentas (zona) (3.4 pav.).
Naudoti skirtingy IHC dazymy (ER, CDS8, HIFla bei SATB1 ir CD8 dIHC)
ir skirtingos morfologijos ir diferenciacijos laipsnio 9 skaitmenizuoti KV
audiniai. Audinio Klasifikatorius paremtas 0,25 um/pikseliui skiriamosios
gebos taikymu ir nurodymu atskirti didesnius negu 1 000 um? objektus.
Tikslus audinio Kklasifikatorius sukurtas pasiekus 510 880 apmokymo cikly,
kai kryzminés entropijos (angl. cross-entropy) klaidos funkcija buvo
mazesné negu 0,01. Audinio klasifikatorius taip pat jvertintas analizuojant
suklasifikuotus KV audinius vizualiai. Visy IHC dazymy KV audiniams
klasifikuoti naudotas tas pats audinio klasifikatorius.
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(A ir B) pateikti skaitmenizuoti CD8+ IHC vaizdai, kuriuose rankiniu bidu
pazymeétos skirtingos audinio struktiros: raudona spalva — naviko epitelis, Zalia —
stroma, juoda — stiklas (A ir B) ir suardyto audinio struktira (B).

3.4 pav. Krities vézio audinio Klasifikatoriui apmokyti panaudotos rankiniu badu
zymétos skirtingos audinio struktiiros

3.3.4 Kiekybiné imunohistocheminiy biozymeny analizé

Siekiant jvertinti bioZymens raiskos dalj skaitmenizuotuose IHC
patologijos vaizduose, t. y. atlikti kiekybing THC biozymeny analize, sukurti
naviko ir stromos lgsteliy segmentavimo ir atpazinimo SVA algoritmai.
Branduolyje sintetinamiems ER, PgR, Ki67 ir SATB1 baltymams,
citoplazmoje sintetinamam CD8 bei branduolyje ir citoplazmoje
sintetinamam HIFla nustatyti taikytas HALO Multiplex IHC algoritmas,
membraninei HER2 baltymo raiskai — HALO HER2 algoritmas (versija 1.1).
Algoritmai sukalibruoti raiska vykdanc¢ioms ir nevykdanc¢ioms lasteléms
atpazinti, priskiriant atitinkamy lgsteliy spalvy pikselius (pagal RGB spalvy
maiSymo sistemg) bei parenkant lasteliy atpazinimo parametrus — branduoliy
nustatymo jautruma, kontrasta, optinj tankj, vientisuma, apvaluma, dydj ir
lasteliy segmentavimo stipruma. Naudojant kiekybinés analizés ir audiniy
klasifikavimo algoritmus, taip pat buvo sukurtas erdvinés analizés modulis,
kuris leido ne tik nustatyti raiska vykdancias ar nevykdancias lasteles ar jy
procenting dalj, bet ir jvertinti lgsteliy populiacijy erdvinj pasiskirstyma
naviko audinio mikroaplinkoje (naviko ir stromos dalyse). Siy analiziy metu
taip pat nustatytos tikslios lgsteliy koordinatés tiriamajame audinyje.
Kiekybiné analizé fono klaséje nebuvo atliekama. ER, PgR, HER2, Ki67,
CD8, SATB1 ir CD8 bei HIFla IHC ir SVA rezultaty pavyzdziai pateikti
3.5 pav.
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Imunohistochemija Kiekybiné analizé Audinio klasifikavimas

tesinys kitame puslapyje
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Imunohistochemija Kiekybiné analizé Audinio klasifikavimas

.;.é Q|

CD8

CD8 ir SATB1

ER IHC ir SVA rezultatai pateikti (A, B, C), PgR — (D, E, F), HER2 — (G, H, 1),
Ki67 — (J, K, L), CD8 — (M, N, O), SATBL ir CD8 dIHC — (P, O, R), HIFIo.— (S, T,
U). Kiekybinés analizés rezultatai pateikti (B, E, H, K, N, O, T) — raiskos
nevykdancios lgstelés Zymimos mélyna, raiskq branduolyje vykdancios lgstelés —
ruda spalvomis, atitinkamai ER — (B), PgR — (E), Ki67 — (K). HIFla kiekybinés
analizés rezultatas, analizuojant raiskq tiek branduolyje, tiek citoplazmoje, pateiktas
(T), analizuojant CD8 raiskq citoplazmoje — (N). HER2 raiskq vykdancios lgstelés
suskirstytos pagal raiskos intensyvumqg (H): jei raiska néra vykdoma, lgstelés
Zymimos mélyna spalva, geltona — jei HER2 baltymo raiska buvo silpna, oranzine —
jei raiska vidutiné, raudona — jei raiska buvo stipri. dIHC atveju (Q) SATB1 raiskq
vykdancios lgstelés Zymimos ruda spalva, CD8+ lgstelés — raudona. SATB1 ir CD8
raiskos nevykdancios lgstelées — mélyna spalva. (C, F, I, L, O, R, U) iliustruoja
tiriamojo audinio klasifikavimg, taikant dirbtinio neuroninio tinklo pagrindu
veikiantj audinio klasifikatoriy. Siuose pavyzdZiuose raudona spalva Zymimas
navikinis audinys, Zalia — stromos audinys, juoda spalva — fono klase.

3.5 pav. Imunohistochemijos, raiska vykdan¢iy ir (arba) nevykdanéiy lasteliy
kiekybinés analizés ir audinio klasifikavimo rezultatai
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3.3.5 Kriities vézio audinio dalijimas j SeSiakampius elementus

Taikant B. Plancoulaine ir bendraautoriy*® sukurta metodika, IHC SVA
rezultatai padalyti j vienodo dydZzio SeSiakampiy gardeliy elementus, kurie
iSdeéstyti atsitiktine tvarka taip, kad apimty visg analizuojamo naviko regiong
ir nesikirsty su jokiu kitu gardelés elementu. Siuo biidu apdoroti SVA
duomenys leido taikyti erdvinés analitikos metodus ir matematines taisykles
naviko mikroaplinkos komponentams interpretuoti erdvéje. Siekiant
automatiSkai i$skirti naviko ir stromos SK ir SZ, naudoti Sesiakampiai, kuriy
krastinés ilgis — 65 um (skersmuo — 130 um, plotas — 0,01 mm?), o siekiant
nustatyti IHC biozymeny raiskos heterogeniskumg KV audinyje, naudoti
didesni elementai, kuriy krastinés ilgis — 257 um (skersmuo — 514 pum,
plotas — 0,17 mm?). Naviko ir stromos SK nustatyti buvo naudojami maZzesni
SeSiakampiai, siekiant gardelés elementuose uzfiksuoti net ir minimalius
audinio klasiy santykiniy ploty poky¢ius.

3.6 pav. pateikiamas skaitmenizuoto CD8+ IHC KV naviko audinio
pavyzdys. Tiriamoji medziaga suklasifikuota j tris skirtingas audinio klases
(B dalis), padalyta j vienodo dydzio SeSiakampiy gardeliy elementus (D
dalis). Toliau taikytas 3.3.6. poskyryje apraSytas automatinis naviko ir
stromos SK bei SZ nustatymo metodas (DI dalys).

Kiekviename elemente nustatyti ir (arba) apskai¢iuoti jvairiis Kintamieji:

1) naviko, stromos ir fono klasiy santykiniai plotai (apskaiciuoti
sudedant konkrecios klasés plota kvadratiniais milimetrais Kiekviename
gardelés elemente ir padalijant i§ visy klasiy ploto kvadratiniais
milimetrais sumos atitinkamame gardelés elemente),

2) lasteliy skaicius, procentas ir (arba) tankis,

3) informacija apie lastelés tipg (vykdé konkretaus biozymens raiskg
ar jos nevykde),

4) lasteliy koordinatés.
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- Naviko audinys C: - Neigiamos Igstelés . Teigiamos lgstelés
B, D, H
Stromos audinys Naviko audinio santykinio ploto pokyciai
E, H, ) 5
I: Saveikos krastas F, G: Stromos audinio santykinio ploto pokyg&iai
. arba [JJJJ] Fono audinys [ Fono audinio santykinio ploto pokyiai

(A) - skaitmenizuotas CD8+ IHC vaizdas. (B) — KV audinys, SVA bidu
suklasifikuotas j: naviko audinio klase, kuri Zymima raudona spalva, stromos klase,
kuri Zymima Zalia spalva, ir fono klase, kuri Zymima juoda spalva. (C) — KV audinys,
kuriame SVA budu atlikta kiekybiné analizé. CD8+ raiskos nevykdancios Igstelés
Zymimos mélyna, raiskq vykdancios lgstelés — ruda spalvomis. (D) — suklasifikuotas
KV audinys, padalytas j vienodo dydzio Sesiakampiy gardeliy elementus, kuriy
Soniné krastiné — 65 um ilgio. (E) — KV audinys, padalytas j vienodo dydzio
SeSiakampius ir suklasifikuotas pagal didZiausig naviko (Zymimas raudona spalva),
stromos (Zymimas Zalia spalva) ar fono (Zymimas mélyna spalva) audinio klasés
santykinj plotq gardelés elemente. (F) — KV audinys, kurio SeSiakampiuose
apskaiciuoti staigiis naviko audinio klasés santykinio ploto pokyciai (vaizduojami
raudona spalva). (G) — KV audinys, kurio Sesiakampiuose apskaiciuoti staigiis
naviko audinio klasés santykinio ploto pokyciai (atskirti naviko ir stromos (Zalia
spalva) bei naviko ir fono (mélyna spalva) pokyciai). (H) — KV audinys, kurio
SeSiakampiai perklasifikuoti | naviko (Zymimi raudona spalva), stromos (Zymimi
zalia spalva), naviko ir stromos sqveikos krasto (SK) (Zymimi geltona spalva) ir fono
(Zymimi mélyna spalva) klases. (1) — KV audinys, kuriame automatiskai nustatyta
9 Sesiakampiy plocio sqveikos zona (SZ). 3 gardeliy elementy plocio SK
vaizduojamas geltona, 3 gardeliy elementy plocio SZ stromos dalis — Zalia,
3 gardeliy elementy plocio SZ naviko dalis — raudona spalvomis.

3.6 pav. Naviko ir stromos sgveikos krasto ir sgveikos zonos nustatymo etapy
skaitmenizuotam CD8+ imunohistochemijos kruties véZio audiniui pavyzdys
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3.3.6 Naviko ir stromos saveikos krasto bei sagveikos zonos nustatymas

Tyrimui atlikti kartu su darbo grupés tyréjais sukurtas naujas jrankis,
gebantis, remiantis IHC skaitmenizuotu, suklasifikuotu ir j SeSiakampiy
gardeliy elementus padalytu KV audinio vaizdu, pagal aiskias matematines
taisykles automatiskai isskirti naviko ir stromos SK, t.y. ribg tarp naviko ir
stromos komponenty, ir nustatyti pasirinkto plo¢io naviko ir stromos SZ.
Isradimui patentuoti pateikta patentiné paraiSka Lietuvoje (Nr. LT 2019 509)
ir tarptautiné patentiné paraiska (Nr. PCT/IB2020/053396). Metodas detaliai
apraSytas straipsnyje?® (zr. Publikacijy sara3g ir jy kopijas).

Siekiant nustatyti SeSiakampius, kurie priklauso naviko ir stromos SK,
t.y. elementus, kurie yra naviko ir stromos audiniy peréjimo riboje,
kiekviename SeSiakampiame Qgardelés elemente (hex) apskaiéiuoti krities
audinio klasifikatoriaus atpaZinty strukttiry, priskirty tam tikroms klaséms,
santykiniai plotai (p). Naviko (n), stromos (s) ir fono (f) klasiy santykiniai
plotai apskai¢iuoti pagal 1, 2 ir 3 formules:

n — N Ahex (1)
hex NAhex + Shex + Fhex’
Shex
Shex = : (2)
hex NAhex + Shex + Fhex
Fy
fhex = = 3

NAhex + Shex + Fhex’
kai n, s ir f klasiy santykinis plotas € [0; 1], npex + Shex + frex = 1,

kur NA/S/F,., — naviko audinio/stromos/fono klasés plotas Sesiakampiame
gardelés elemente, n/s/fn.x — Naviko /stromos/fono klasés santykinis plotas
SeSiakampiame gardelés elemente.

Tuomet pagal didziausig n, s ar f santykinj plota SeSiakampiai priskirti
naviko, stromos arba fono audinio klaséms. 3.6 pav. E dalyje pateikiamas
skaitmenizuoto KV audinio, padalyto j vienodo dydzio SeSiakampiy gardeliy
elementus ir suklasifikuoto pagal trijy skirtingy klasiy (naviko, stromos ir
fono) santykinius plotus, pavyzdys.

Véliau nustatyti SeSiakampiai, Kuriuose vyko staiglis santykiniy ploty
pokyciai pagal santykinio ploto geometrinio gradiento norma (¥}, (hex)). Siai
normai gauti pirmiausia apskaiciuotos santykinio ploto iSvestinés (i)
kiekvienai elemento geometrinei asiai (X, y, z). Minétos iSvestinés zymétos

atitinkamai: iy, i), arba i;. PavyzdZiui, 3.7 pav. pateiktam Sesiakampiui
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hex, naviko klasés santykinio ploto i$vestinés apskaiéiuotos taikant 4, 5 ir
6 formules:

iy = hex% — hex(, (4)
i}y = hexy — hexy', (5)
i} = hex? — hexZ, (6)

kur i — naviko klasés santykinio ploto iSvestiné gardelés elemento Xlylz
x/y/z 'y p g Yy
geometrinei asiai, hex]_g — naviko klasés santykinis plotas 1-6 SeSiakampiame
gardelés elemente.

3.7 pav. Sesiakampiy gardelés elementy (hex) isvestiniy (i) kiekvienai gardelés
elemento asiai (X, Y, z) pavyzdys

Naviko klasés santykinio ploto pokyc¢io gradientas apskai¢iuotas taikant
7 formule (Gia ir toliau hex praleidziamas):

I7,| = J(i;‘)z (2 + ()2, @)

kur V,, — naviko klasés santykinio ploto geometrinio gradiento norma, i;l/y/zf
naviko klasés santykinio ploto isvestiné SeSiakampio gardelés elemento Xxlylz
geometrinei asiai. |V, | €[0;1].

Taigi naviko klasés audinio geometrinio gradiento norma leido jvertinti
visus naviko klasés santykinio ploto pokyc¢ius analizuojamo audinio
kiekviename gardelés elemente. 3.6 pav. Fdalyje raudona spalva
pavaizduotas didesnis negu 0,5 |V,|, atspindintis staigius naviko audinio
santykinio ploto  pokycius analizuojamo konkretaus KV  atvejo
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Sesiakampiuose elementuose. Pritaikyta naviko audinio gradiento normos
formulé pana$i | kity autoriy aprasytas gradiento skai¢iavimo formules,
taikomas $esiakampiuose gardelés elementuose?®3 284,

Taikant 7 formule, galima automatiS$kai nustatyti SK, taiau pagal
apskaiciuotg naviko audinio gradiento norma néra galimybés jvertinti, ar
staigiy santykinio ploto poky¢iy atsirado dél stromos audinio ar dél pokyciy,
kilusiy dél fono klasés gretimuose (kaimyniniuose) Sesiakampiuose. Dél $ios
priezasties pokyciai naviko plote buvo suskirstyti i dvi dalis — naviko ir
stromos bei naviko ir fono klasiy sukeltus santykinio ploto poky¢ius. Tali
atlikta naviko audinio santykinio ploto poky¢io iSvestinéms priskyrus
svorius su stromos ir fono klasiy santykiniais ploto poky¢iais, kurie
apskaiciuoti pagal 8 ir 9 formules:

||

|i§|+|i§| I (8)

n _
sy = Iy

iz

9)

fix = b jigi+|iZ]

kur, ciy — naviko klasés santykinio ploto isvestiné gardelés elemento x geometrinei

asiai, pasvertai pagal stromos/fono klasés santykinio ploto pokytj, i;l/s/f -

naviko / stromos / fono klasés santykinio ploto isvestiné gardelés elemento x
geometrinei asiai.

Jei kuriame nors gardelés elemente fono klasés santykinis plotas kito
minimaliai, buvo laikoma, kad naviko audinio santykinio ploto pokytis yra
sukeltas gretimai esancio stromos audinio ploto pokyc¢iy, ir atvirksciai, nes
six + gix = iy. Taip uztikrinta, kad jokia informacija SeSiakampiame
elemente nebus pridéta ar prarasta. Priskirti svoriai analogiskai apskaiciuoti
iSilgai y ir z geometriniy a$iy, todél bendras naviko audinio pokytis |V,|
suskirstytas | poky¢ius, Kilusius dél stromos ir fono audinio sukelty
santykinio ploto poky¢iy, ir apskai¢iuotas taikant 10 formule:

7 = |75 + 7). (10)

Naviko audinio poky¢ial, atsizvelgus j naviko ir stromos klasés pokycius,
apskaiciuoti taikant 11 formulg (pavaizduoti 3.6 pav. G dalyje zalia spalva):

7= G+ () + G (11)
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Naviko audinio pokyciai, atsizvelgus i fono klasés poky¢ius, apskaiciuoti
taikant 12 formule (pavaizduoti 3.6 pav. G dalyje mélyna spalva):

vl| = \/(fl}})z + () + (i)’ (12)

Apskai¢iavus naviko audinio santykinio ploto pokycius, SeSiakampiali
perklasifikuoti taip, kad priklausyty naviko, stromos, SK arba fono klaséms.
Gardelés elementy Klasifikavimas atliktas pagal naviko audinio normalizuotg
gradienta, kuris priklausé intervalui [0; 1] ir buvo taikytas kaip tikimybé
Sesiakampiui priklausyti SK. Gardelés elementai perklasifikuoti taikant Sias
taisykles:

a) nustatyti Sesiakampiai, kuriuose pastebéta staigiy naviko santykinio
ploto poky¢iy, tikrinant, ar |V,,| > 0,5;

b) jei SeSiakampiui galiojo minéta sglyga, |V5| ar |I7£| didesné verté
lémée, kuriai SK daliai priskirti SeSiakampj elementa: naviko ir stromos
SK ar naviko ir fono SK;

c) gardelés elementai, kurie neturéjo staigiy pokyciy, aprasyty a
taisykléje, klasifikuoti j naviko, stromos ar fono klas¢ pagal didziausig n,
s ar f santykinj plota, nes visa audinio santykinio ploto suma kiekviename
elemente buvo lygi 1: n+s+f=1, kurn,sirfe[0;1];

d) gardelés elementai naviko ir stromos SK taip pat buvo priskiriami,
jei SeSiakampiuose nebuvo nustatyta staigiy pokycCiy, taciau buvo
nustatytas panaSus naviko ir stromos santykinis plotas, t.y. jei |n —s| <
0,25 (laikyta, kad gardelés elemente naviko ir stromos klasiy santykinis
plotas yra panasus).

Pagal aprasytas taisykles perklasifikuoty SeSiakampiy elementy pavyzdys
pateikiamas 3.6 pav. H dalyje. Nustacius SK, apskai¢iuotas kiekvieno
SeSiakampio gardelés elemento trumpiausias atstumas iki naviko ir stromos
SK, taikant euklidinj atstumy tarp centro tasky principg. Nusta¢ius atstumus
nuo SK ir siekiant analizuoti biologiniy zymeny pasiskirstymo gradientg SZ,
elementai suskirstyti i rangus kiekvienoje audinio klaséje, t.y. iSskirtos
naviko ir stromos SZ pusés, remiantis bet Kkuriam SeSiakampiui
apskaiCiuotais atstumais, taikant 13 formule:
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rangas =

jei SeSiakampis priklauso naviko klasei,rangas = atstumas,

jei SeSiakampis priklauso stromos klasei,rangas = —atstumas, (13)
jei SeSiakampis priklauso SK,rangas = 0,

kitu atveju SeSiakampi gardelés elementa ignoruoti.

Tokiu biidu neigiamas Zenklas buvo priskirtas atstumams SZ stromos
puséje, teigiamas zenklas — atstumams SZ naviko audinio puséje, 0 SK — 0.
Likusios audiniy klasés, fonas ir elementai su naviko ir fono klasémis i
tolesnes analizes nebuvo jtrauktos.

Tolesniam imuninio atsako jvertinimui analizuoti buvo galima pasirinkti
jvairaus ploto SZ, kurig galéjo sudaryti SK ir greta esantys naviko ir stromos
audiniai. Be to, pagal rangus buvo galima pasirinkti analizuoti skirtingo
plo¢io SK, pavyzdziui, SK; (sudaro 0 rangas), SKs (sudaro —1, 0 ir 1 rangai)
irt. t.

KV audinyje jvertinti jvairaus plo¢io SK ir SZ (zr. 4.1.skyriy).
Tolesnéms analizéms pasirinktas SKs ir SZg (3.6 pav. | dalis). Gardeliy
elementai, kurie buvo nutole toliau negu per 5 Sesiakampius nuo SK, j
tolesng analize nebuvo jtraukti.

3.3.7 CDB8+ lasteliy tankio profiliy ir imunogradiento rodikliy nustatymas

Nusta¢ius SK ir SZ, apskaiCiuoti kiekybiniai imuninj atsaka
apibiidinantys kintamieji — CD8+ raiska vykdanciy lasteliy tankio vidurkis ir
standartinis nuokrypis konkretaus SZ rango elementuose. CD8+ lasteliy
tankis SeSiakampyje apskaiCiuotas pagal SVA lgsteliy atpazinimo ir
segmentavimo bei audinio Klasifikatoriaus duomenis, t.y. CD8+ raiska
vykdancéiy lgsteliy skai¢iy (pagal nustatytas lgsteliy koordinates) padalijus i$
nustatyto naviko ir stromos audinio ploto atitinkamame gardelés elemente.
Sie kintamieji sudaré kintamuyjy duomeny skirstinj — CD8+ lasteliy tankio
profilj, kuris atspindéjo imuniniy lgsteliy pasiskirstymg naviko audinyje ir
paaiskino, kaip imuniniy Igsteliy tankiai ir jy standartiniai nuokrypiai skiriasi
iSilgai analizuojamos SZ. Taip pat, grupuojant skirtingus SZ rangus,
apskaiciuoti kiekybiniai imuninj atsaka apibuidantys kintamieji — CD8+
lasteliy tankio vidurkis ir standartinis nuokrypis naviko, SK ir SZ stromos
dalyje. Trijy KV audinio CD8+ lasteliy tankio profiliy pavyzdziai pateikiami
3.8 pav.
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Kairéje paveikslo puséje pateikiami skaitmenizuoti KV CD8+ IHC vaizdai.
Vidurinéje dalyje vaizduojami KV naviko audiniai, padalyti j sesiakampius gardelés
elementus, kurie perklasifikuoti j stromos klase (Zymimi Zalia spalva), naviko klase
(zymimi raudona spalva), fono klase (Zymimi mélyna spalva) bei naviko ir stromos
SK (Zymimi geltona spalva). Desinéje paveikslo puséje pateikiami apskaiciuoty
CD8+ raiskg vykdanciy Igsteliy tankio profiliai tam tikro rango Sesiakampés
gardelés elementuose (vaizduojami staciakampése diagramose). CD8+ Igsteliy
tankio staciakampés diagramos SZ stromos dalyje (nuo -4 iki -1 rango)
vaizduojamos Zalia, 0 range (SK) — geltona, SZ naviko dalyje (nuo 1 iki 4 rango) —
raudona spalvomis.

3.8 pav. Trijy CD8+ imunohistochemijos, nustatyto saveikos krasto ir apskai¢iuoty
CD8+ raiska vykdanciy lasteliy tankio profiliy pavyzdZziai

Naviko imuninj atsaka apibtidino Sie imunogradiento rodikliai:
1) kiekybiniai kintamieji:
a) CDB8+ raiska vykdanciy lasteliy tankio vidurkis ir standartinis
nuokrypis SZ stromos dalyje (SeSiakampiuose gardelés elementuose,
kurie nuo SK nutole —4, —3 ir —2 atstumu),
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b) CD8+ raiska vykdanciy lasteliy tankio vidurkis ir standartinis
nuokrypis SK (SeSiakampiuose g@ardelés elementuose, kurie
sudaré —1, 0 ir 1 rangus),

c) CDB8+ raiska vykdanciy lasteliy tankio vidurkis ir standartinis
nuokrypis SZ naviko dalyje (Sesiakampiuose gardelés elementuose,
kurie nuo SK nutole 2, 3 ir 4 atstumu),

2) erdviniai, SZ CD8+ lasteliy tankio profilio kryptinés dispersijos

(gradiento) savybes nuo stromos j navikg apibtdinantys kintamieji:

a) CD8+ lgsteliy tankio masés centro (MC) vidurkis ir
standartinis nuokrypis, kurie apibadino CTL dispersija SZ,

b) imunonuokryéio (IN) rodiklis, kuris apibidino CD8+ lasteliy
tankio dispersija tarp —1 ir 1 rangy.

MC nusako koordinate CD8+ lgsteliy tankio profilio horizontalioje asyje,
pagal kurig galima jvertinti CD8+ lgsteliy gradientg link naviko: jei MC
verté buvo teigiama, laikyta, kad CD8+ Igstelés infiltruoja j naviko dalj, ir
atvirk§éiai, jei neigiama, — CD8+ Igstelés telkiasi stromos dalyje.
MC apskaiciuoti taikyta 14 formulé:

21 q(my)
= 2n Y 14
MC= = 14

kur r; atitinka pasirinkto ploc¢io naviko ir stromos SZ rangus (KV atveju,
analizuojant SZg, r; atitinka visus 9 rangus, nes 1;e[—4;4]), q(r;) Zymi
atitinkamame range apskaiciuotq kintamgjj — CD8+ Igsteliy tankio vidurkj ar
standartini nuokrypj.

IN rodiklis apibudina staigius CD8+ Igsteliy tankio poky¢ius analizuojant
SKj ir CTL lasteliy tankio vidurkio santykj tarp —1 (stromos dalies) ir 1
(naviko audinio dalies) rangy. Analizuojant KV audinius, dazniausiai
pastebétas staigus tankio gradiento sumazéjimas (nuokrytis) j naviko Serdj,
todeél rodiklis pavadintas IN, jam apskaiciuoti taikyta 15 formulé:

_ q(r-1)
N

(15)

kur q(r_1/1) zymi atitinkamame range (-1 arba 1) apskaiciuotq CD8+ Igsteliy
tankio vidurkj.
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3.3.8 Imunohistocheminiy biozymeny ir heterogeniskumo rodikliy
nustatymas

Siekiant iSanalizuoti 7 IHC biozymeny ir jy raiskos vidunavikinio
heterogeniSskumo rodikliy tarpusavio sasajas, apskaiciuotas rodikliy rinkinys,
kurj kiekvienu atveju sudaré:

1) KV standartiniy biozymeny (ER, PgR, Ki67 bei HER2 2+ ir 3+
raiskg vykdanc¢iy lasteliy) kiekybiniai kintamieji — procentin¢ dalis
naviko audinyje,

2)ER, PgR ir Ki67 vidunavikinj heterogeniSkumg apibtdinantys
kintamieji — erdvinés naviko teksttiros ir heterogeniskumo parametrai,

3) imuninio atsako savybes atspindintys kintamieji — CD8+ ir
CD8+SATB1+ lasteliy tankiai naviko ir stromos audiniuose,
4) hipoksijos savybes atspindintys kintamieji — HIFla raiska

vykdanc¢iy lasteliy procentiné dalis naviko ir stromos audiniuose.

Metodika detaliai apraSyta disertacijos autorés ir bendraautoriy
straipsnyje?’ (zr. Publikacijy sarasg ir jy kopijas). 1, 3 ir 4 rodikliai buvo
gauti atlikus skaitmenizuoty IHC vaizdy audinio klasifikavima ir kiekybine
analiz¢ biozymens raiSkos procentinei daliai naviko ir (arba) stromos
audiniuose nustatyti. Tiriamojoje imtyje nustatyta maza HER2, CD8+,
CD8+SATBL1+ ir HIFla baltymy raiska, todél heterogeniskumo kintamieji
apskaiciuoti tik ER, PgR ir Ki67 biozymenims, taikant tyrimo metodika, kuri
detaliai apraSyta mokslinéje literatiiroje** *®. IHC biozymeny raiskos
heterogeniSkumo parametrams apskaic¢iuoti skaitmenizuoti IHC vaizdai
padalyti j vienodo dydzio SeSiakampius, kuriy krastinés ilgis — 257 pm.
Kiekviename elemente apskai¢iuotas tiriamy bioZymeny raiska vykdanciy ir
nevykdanéiy lasteliy skai¢ius ir jy procenting dalis. Sesiakampiai, kuriuose
buvo maziau negu 50 lasteliy, laikyti nepakankamai informatyviais ir
pasalinti i§ tolesnés analizés. Nustatytos bioZzymeny procentinés dalys
suskirstytos j deSimt intervaly (0-10 %, >10-20 % ir kt.), kuriais remiantis
kiekvienam biozymeniui nustatyta bendrosios masés matrica (angl. co-
occurence matrix). Si matrica panaudota erdvinés naviko Haralicko tekstiiros
rodikliams, tokiems kaip kontrastas, skirtingumas (angl. dissimilarity),
entropija, energija ir homogeniskumas, apskaiciuoti (3.9 pav.), taikant
mokslinéje literattiroje?® apraSyta metodika ir formules.
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Pateiktame pavyzdyje IHC vaizdas padalytas j vienodo dydZio SeSiakampius
gardelés elementus. Kiekviename elemente kiekybiskai jvertinta tiriamo bioZymens
raiska. Siame 4 x4 pikseliy pavyzdyje duomeny jvestis (bioZymens procentiné dalis)
suskirstyta j tris skirtingus intervalus, kurie sesiakampiuose vaizduojami skirtingais
atspalviais ir skirtingomis skaitinémis israiskomis. SeSiakampiy elementy peréjimai
suskaiciuoti ir paskirstyti bendrojoje masés matricoje, kuri pateiktame pavyzdyje del
aiskumo apskaiciuota tik horizontalia kryptimi (matrica veéliau normalizuota).
Haralicko tekstiiros rodikliai (entropija, energija, kontrastas, skirtingumas ir
homogeniskumas) apskaiciuoti pagal pateiktas formules.

3.9 pav. Erdviniy Haralicko teksttros rodikliy apskai¢iavimo pavyzdys (parengta
pagal R. M. Haralick3?®®)

Vidunavikinis ER, PgR ir Ki67 pasiskirstymas KV audiniuose taip pat
jvertintas  apskaiCiuojant ASmano D bimodaliskumo rodiklj (angl.
Ashman’s D, toliau — AshD), remiantis dviejy paslépty pasiskirstymy
nustatymu, analizuojant SeSiakampés gardelés elementy duomeny
histogramas (3.10 pav.). Rodiklis apskai¢iuotas taikant Gauso skirstinio
misinio modeliy (angl. Gaussian mixture models)?® ir maksimalaus
tikétinumo (angl. expectation-maximum) algoritmus®®’. Jei nustatytas AshD
rodiklis buvo didesnis negu 2, laikyta, kad tiriamajame KV audinyje tiriamo
biozymens raiska heterogeniska (nevienalyté).
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Kaireje paveikslo puséje pateikiami skaitmenizuoti KV audinio PgR IHC vaizdai,
desinéje puséje — PQR procentinés dalies SeSiakampiuose gardelés elementuose
histogramos, kuriomis remiantis | atveju nustatytas vidunavikinis PgR raiskos
nevienalytiSkumas (Asmano D (AshD) bimodaliskumo rodiklis sieké 3,19;
histogramoje pastebéros dvi Gauso skirstinio tikimybiy tankio funkcijy kreivés
(pazymétos raudona ir Zalia spalvomis)). 1l atveju PgR raiskos nevienalytiSkumas
nebuvo nustatytas (4smano D bimodaliskumo rodiklis sieke 1,13).

3.10 pav. Dviejy krities vézio audiniy ir progesterono receptoriaus (PgR)
procentinés dalies SeSiakampiuose gardelés elementuose histogramy pavyzdziai

3.3.9 Statistiné duomeny ir rezultaty analizé

Navika apibudinan¢iy Zymeny ir heterogeniskumo jverciy rezultatai
pateikti kaip raiskg vykdanéiy lasteliy procento arba tankio, kuris gaunamas
raiska vykdanciy lasteliy skaic¢iy padalijus i$ tiriamojo audinio ploto
kvadratiniais milimetrais (mm?), aritmetinis vidurkis + standartinis
nuokrypis bei mediana.

Analizuojant biozymeny raiskos rezultatus, nustatytas duomeny sklaidos
nuokrypis, todél analizei naudotos ne originalios, 0 kintamyjy verciy
logaritmo transformacijos reiksmés (siekiant neapsunkinti teksto skaitymo,
,,10g* priesdélis tekste, lentelése ir paveiksluose néra nurodomas). Atlikus
transformacijg, duomeny sklaida atitiko normalyjj skirstinj, dispersijos tarp
tirilamy grupiy nesiskyré (taikytas Welcho t kriterijus). Tolesnéms analizéms
taikyti parametriniai tyrimo metodai. Kiekybinéms kintamyjy variacijoms
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nustatyti naudotas dispersinés analizés metodas (angl. one-way ANOVA),
taikant Bonferroni kriterijy poriniams palyginimams. Skirtumai tarp grupiy
laikyti statistiSkai reikSmingais, kai p reikSmé buvo mazesné uz 0,05,
hipotezés kritiné sritis — dvipusé.

Kiekybiniy dydziy porinéms sgsajoms jvertinti naudota Pirsono
koreliacijos analizé. Kokybiniy ir ranginiy dydziy (amziaus, pirminio
naviko, iSplitimo j limfmazgius, naviko diferenciacijos grupiy) sasajoms
nustatyti naudota lenteliy analize, pritaikant x? ir Fiserio tikslyjj kriterijus.
Analizuojant HRDK mikroaplinkos ir erdvinio konteksto pozymius bei
atliekant daugialypg iSgyvenamumoO analize, stipriai susije (r>0,90)
kintamieji buvo pasalinti, siekiant iSvengti daugialypiskumo (angl.
multicollinearity) ar isskirtinumo (angl. singularity). Statistiskai reikSminga
sasaja nustatyta tuo atveju, jei p reiksmé buvo mazesné uz 0,05.

Daugiamatei kiekybiniy ir erdviniy kintamyjy sasajy analizei, remiantis
moksline literatiira®®, pritaikyta faktoriné analize, leidusi gauti apibendrintus
kintamuosius i$ keliy ar keliolikos savo prasme panasiy kintamuyjy. Prie$
atliekant faktoring analiz¢, kintamyjy tinkamumas faktorinei analizei
jvertintas taikant Kaizerio-Mejerio—Olkino (KMO) matg: jei kintamojo
KMO verté buvo didesné negu 0,5, laikyta, kad kintamasis yra tinkamas
faktorinei analizei, jei mazesné, — Kkintamasis faktorinéje analizéje gali
neturéti prasmés?82%,  Pradiniams faktoriy svoriams jvertinti taikyta
pagrindiniy komponenéiy analizé, o siekiant supaprastinti faktoriy svoriy
matricos struktiirg, taikyta bendroji staciakampé (angl. orthogonal) pradiniy
faktoriy varimax transformacija (faktoriy sukimas (rotacija)). Faktoriai
i8skirti pagal rotuoty faktoriy kravius (angl. loadings), remiantis tikrine
reik§me (angl. eigenvalue), kuri buvo >1.

Pacienciy stebéjimo pradzia — atliktos chirurginés KV operacijos data,
stebéjimo pabaiga — 2019 m. birzelio 30 d. Baigtinis taskas (jvykis) —
paciento mirtis. Isgyvenamumo statistinei analizei atlikti taikyta Kaplano ir
Mejerio isgyvenamumo ir daugialypis Kokso regresijos metodai, naudojant
klinikos, patologijos, Kiekybinius ir erdvinius kintamyjy rinkinius. Sioms
neparametrinéms analizéms atlikti kintamyjy vertés turéjo bati suskirstytos,
todél buvo naudojamas atviros prieigos jrankis Cutoff Finder (2.1 versija;
Charité universitetas, Berlynas, Vokietija)?®!, siekiant nustatyti Zymens
slenksting verte, pagal kurig pacientés buvo suskirstytos j dvi prognozines
grupes. Logranginis kriterijus taikytas siekiant nustatyti statistiSkai
reikSmingus skirtumus tarp grupiy.

Siekiant  jvertinti iSgyvenamumo funkcijas, esant skirtingoms
kiekybinéms ir erdvinéms charakteristikoms, ir nustatyti nepriklausomus
prognozinius kintamuosius, sukurti skirtingi daugybiniy kintamyjy Kokso
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regresijos modeliai (i viso — 4 modeliai), kurie apémé visus turimus
duomenis apie pacientus. Analizuotas iSgyvenamumo trukmés skirstinys
apraSytas pavojaus rizikos santykiu (angl. hazard ratio, toliau — PR), kuris
apskaiciuotas siekiant palyginti pacien¢iy bendrajj iSgyvenamuma (rizikg
patirti nepageidaujamg baigtj — mirtj) tiriamosiose grupése tame paciame
laiko taske. Dél riboto tiriamosios imties dydzio daugialypiams Kokso
regresijos modeliams sukurti ir jvertinti reprezentatyvas rodikliy rinkiniai
buvo sudaryti taikant vieno paciento atidéjimo kryzmine patikra (angl. leave-
one-out cross-validation), remiantis mokslinéje literatiroje apraSytais
metodais?®? (patikrinimas atliktas kaskart pasalinant po vieng atvejj, tokiu
buidu analizé buvo pakartota 101 karta su 100 pacienty rinkiniu). Sukurty
modeliy prognoziné verté ir (ar) statistinis reikSmingumas jvertintas
remiantis x? ir (arba) tikétinumo santykiu (angl. likelihood ratio, toliau —
TS)293.

Statistiné analizé atlikta SAS programiniu paketu (9.4 versija; SAS
Institute Inc., Keris, JAV). Paveikslai parengti naudojant R programinj
paketa (3.4.4 versija; R Development Core Team). Naviko ir stromos SK bei
SZ nustatyti taikyta C++ (g++ 7.3.8) programavimo platforma, naudojant
libtiff  (5.2.4 versija  (https://www.libtiff.org) ir Boost (1.67 versija
(https://www.boost.org)).
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4, REZULTATAI
4.1. Tinkamiausias sgveikos krasto ir sgveikos zonos plotis

Automatiskai nusta¢ius SK, atlikta iSsami suklasifikuoty ir j SeSiakampiy
gardeliy elementus padalyty KV audiniy analizé, siekiant nustatyti
maksimaly naviko ir stromos SZ plotj, kuriame galéty biiti apskaiCiuotas
imunogradiento rodikliy rinkinys. Nustatyta, kad visi analizuoti KV atvejai
(n=101) turéjo Sesiakampius, kurie maziausiai 3 elementy atstumu buvo
nutole nuo SK j naviko pusg¢. 4 rangy atstumas nuo SK j naviko pusg
nustatytas 96 atvejais, 5-iy — 84 atvejais, 8-iy — maziau negu puse
analizuojamy atvejy (43 atvejai), o didesnis negu 17-0s rangy atstumas — tik
vienu atveju (4.1 lentel¢). Analizuojant S$eSiakampius stromos puséje,
nustatyta, kad visi tirti KV atvejai turé¢jo elementy, kurie buvo nutole
maziausiai 7 SeSiakampiy atstumu j stromos pus¢ nuo SK. 8 rangy atstumas
nuo SK j stromos puse nustatytas 99 atvejais, 9-iy — 98 atvejais, 0 mazesnis
negu 17-0s rangy atstumas — maziau negu 71 atveju (4.1 lentelé). Remiantis
Siais rezultatais, daroma iSvada, kad KV audiniuose SZ j naviko pus¢
daugiausia galéjo biti iSplésta 4 SeSiakampiy gardeliy elementy atstumu nuo
SK, t.y. SZ galéjo sudaryti 9 SeSiakampiai elementai (SZo), nes naviko pusés
zong pleciant didesniu gardeliy elementy skai¢iumi $ioje HRDK imtyje buvo
galima prarasti daugiau negu 5 proc. tiriamyjy atvejy.

4.1 lentelé. Sesiakampiy gardelés elementy atstumo (elementy rangy) nNuo saveikos
krasto (SK) jvertinimas kriities vézio audinyje (n = 101)

Stromos klasés Atvejuy Naviko klasés Atvejuy
elementy rangai skaicius elementy rangai skaicius
-1 101 1 101
-2 101 2 101
-3 101 3 101
—4 101 4 95
-5 101 5 83
—6 101 6 71
-7 101 7 59
-8 99 8 44
-9 98 9 25
-10 97 10 22
-11 94 11 6
-12 88 12 5
-13 86 13 7
-14 76 14 6
-15 77 15 5
-16 77 16 2
<17 <71 >17 1
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CD8+ lasteliy tankio rodikliams apskaiciuoti, jtraukiant 1-4 eilés rangy
elementus abipus SK, i§ viso gautos 4 skirtingos SZ kombinacijos (kai SZ
sudarée 3 (SZs), 5 (SZs), 7 (SZy) ir 9 elementai (SZo)). Apskaitiuojamy
imunogradiento rodikliy vertéms jtakos turi ne tik naviko ir stromos regiony
plotis, bet ir SK, todél j analizg jtraukti dviejy skirtingy kombinacijy SK, kai
§ig zong sudaré tik vieno rango elementai (SKi), t. y. sudaré 0 rango
elementai, arba 3 (SK3), kurj sudaré -1, 0 ir 1 rango elementai. Taigi i$ viso
gautos 7 skirtingos SK ir SZ kombinacijos, galimos analizuoti HRDK imtyje
(4.1 pav.).

Sagveikos zona:

SZ; .@.

Sagveikos krastas — SKj

Saveikos krastas — SK3

Rangai tam tikro plocio SZ stromos dalyje vaizduojami Zalia, SK — geltona, SZ
naviko dalyje — raudona spalvomis.

4.1 pav. Ivairiy pasirinkty plo¢iy naviko ir stromos saveikos krasto (SK) ir sgveikos
zonos (SZ) schema

Imunogradiento rodikliai apskaiciuoti visose septyniose isvardytose SK ir
SZ kombinacijose. Siekta nustatyti tinkamiausig naviko ir stromos SK ir SZ
plotj, kuriame gaunamas prognoziskai informatyviausias imuninj atsaka
aprasantis rodikliy rinkinys. Atlikus vieno paciento atid¢jimo kryzminj
patikrinimg, jvertintas galutinio daugialypio Kokso regresijos modelio,
naudojant klinikos, patologijos ir imuninj atsaka apibiidinancius rodiklius,
pasikartojimas ir statistinis reik§mingumas (atrinkto modelio y?) (4.2 lentelé).



4.2 lentelé. Kryzminio patikrinimo rezultatai, analizuojant skirtingo plocio saveikos
krasta (SK) ir saveikos zong (SZ) (n = 101)

SKir SZ
kombinacija

Daugialypi Kokso
regresijos modelj
sudare Kintamieji

Kokso regresijos
modelio
pasikartojimai

Kokso
regresijos
modelio »?

p verté

SK; ir SZ3

Amziaus grupé pagal
mediang

N grupé (NO ir N1-3)
CD8_sn_SK
CD8_vid_NA

62 kartus

5,69

0,02

SK; ir SZs

N grupé (NO ir N1-3)
CD8 sn SK
CD8 MC sn

84 kartus

5,72

0,02

SKl ir SZ7

AmzZiaus grupé pagal
mediang

N grupé (NO ir N1-3)
CD8_vid_S
CD8_MC_vid

85 kartus

5,09

0,02

SK; ir SZ4

Amziaus grupé pagal
mediang

N grupé (NO ir N1-3)
CD8_vid_NA

89 kartus

11,13

0,0009

SK3 ir SZs

Amziaus grupé pagal
mediang

N grupé (NO ir N1-3)
CD8_vid_NA

98 kartus

13,93

0,0002

SK3 ir SZ7

AmzZiaus grupé pagal
mediang

N grupé (NO ir N1-3)
CD8_vid_NA
CD8_MC_vid

59 kartus

5,34

0,02

SK3 ir SZg

AmZiaus grupé pagal
mediang

N grupé (NO ir N1-3)
CD8_vid_NA
CD8_MC_vid

98 kartus

14,25

0,0002

CD8_MC_vid — CD8+ lgsteliy masés centro vidurkis, CD8 vid ir CD8_sn — CD8+
lgsteliy vidurkis ir standartinis nuokrypis atitinkamai: sgveikos kraste (SK) ir SZ
naviko audinio dalyje (NA), N — isplitimas  sritinius limfimazgius.

Nustatyta, kad, analizuojant SKi, kurj sudaré O rangas, ir 3, 5 ar 7
SeSiakampiy elementy plo¢io SZ, gauti statistiskai mazai patikimi rezultatai:
modeliai atitinkamai pasikartojo 62, 84 ir 85 Kkartus, jy x* sieké tik 5,69
(p=0,02), 572 (p=0,02) ir 5,09 (p=0,02). Padaryta prielaida, kad Siy
plo¢iy SK ir SZ yra per siauros i$samiai naviko ir imuniniy lasteliy analizei
ar analizuojamos naviko, stromos ir SK dalys yra netinkamai isbalansuotos
analizuojamose SZ. Analizuojant SK; ir SZs, modelis pasikartojo 89 kartus,
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jo x? sieké 11,13 (p = 0,0009). Vis délto imuninj atsakg apraSanciy rodikliy
rinkiniai dazniausiai (98 kartus) pasikartojo analizuojant SKs ir SZs bei SKs
ir SZy (atitinkamai y»? sieké 13,93 (p =0,0002) ir 14,25 (p = 0,0002)).
Remiantis $iuo rezultatu, toliau pasirinkta analizuoti SKs, kurj sudaré -1, O ir
1 rangai, ir SZs, kurig sudaré tapatus (3) gardeliy elementy skai¢ius SK
atzvilgiu, t. y. SZ, kurig sudaré elementai, nutol¢ ne daugiau negu per
4 $esiakampius nuo SK 0 rango.

4.2. CD8+ lagsteliy tankio rodikliy aprasomosios statistikos
rezultatai

Nustacius tinkamiausig SK ir SZ plotj, apskai¢iuoti imuniniy lgsteliy
pasiskirstymo profiliai bei kiekybiniai ir erdviniai CD8+ lasteliy tankio
kintamieji — imunogradiento rodikliy rinkinys. Sio rinkinio apraSomosios
statistikos rezultatai pateikti 4.3 lenteléje.

4.3 lentelé. CD8+ lasteliy, apskaiciuoty 3 SeSiakampiy elementy plocio saveikos
kraste (SK3) ir 9 SeSiakampiy plo¢io sgveikos zonoje (SZg), tankio aprasomoji
statistika (n = 101)

CD8+ lIasteli ve . s ave e
tankio rodiklis,  Vidurkis Stndart  MaZiausia  Didziausia 0o
lastelés/mm? nuokrypis verté verté

CD8_MC vid -1,06 0,79 -2,54 1,26 -1,17
CD8_MC_sn -1,17 0,54 -2,28 0,17 -1,25
CD8_IN_vid 4,57 5,35 0,39 42,22 3,27
CD8_vid_S 210,44 198,46 8,16 1 243,14 155,25
CD8_sn_S 368,52 233,33 42,26 1237,32 317,36
CD8_vid_SK 148,81 164,94 4,65 1135,39 110,01
CD8_sn_SK 259,68 158,85 28,40 846,14 213,80
CD8_vid_NA 71,41 84,97 0,52 451,36 39,85
CD8_sn_NA 116,85 87,96 7,23 509,79 96,92
CD8 MC vid - CD8+ |Igsteliy masés centro vidurkis, CD8_IN_vid -

imunonuokrycio vidurkis, CD8 vid ir CD8 sn — CD8+ Igsteliy vidurkis ir
standartinis nuokrypis atitinkamai: SZy stromos dalyje (S), sgveikos kraste (SKs) ir
SZg naviko audinio dalyje (NA).

Atlikus visy atvejy CD8+ Igsteliy tankio pasiskirstymo ranguose analize,
nustatyta CD8+ lasteliy tankio mazéjimo tendencija SZy naviko dalies
atzvilgiu (4.3 lentelé ir 4.2 pav.).
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CD8+ lgsteliy tankio staciakampés diagramos SZ stromos dalyje (4, -3, -2 ir -1
ranguose) vaizduojamos Zalia, staciakampé diagrama SK (0 rangas) — geltona,
staciakampés diagramos SZ naviko dalyje (1, 2, 3 ir 4 rangai) — raudona spalvomis.
Staciakampio apatiné ir virsutiné krastinés vaizduoja pirmgq ir trecig kvartilius,
staciakampio viduryje esanti linija Zymi mediang, rutuliukas — vidurkj. Vertikalios
linijos virsutinis status briksnys Zymi didziausig CD8+ Igsteliy tankio verte,
apatinis — maziausiq.

4.2 pav. CD8+ lgsteliy tankio pasiskirstymo ranguose stac¢iakampés diagramos
(n=101)

CD8+ lasteliy tankio pasiskirstymo variacijai stromos, SKs ir naviko
dalyse palyginti pritaikytas vieno faktoriaus dispersinés analizés metodas.
Nustatytas netolydus CD8+ lgsteliy tankio pasiskirstymas SZy: didziausias ir
labiausiai i$sisklaides tankis nustatytas SZy stromos dalyje, maziau gausus ir
i8sisklaides — SK3, maziausias ir maziausiai i$sisklaides — SZg naviko dalyje
(p <0,001) (4.3 pav.).
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Paveikslélio tgsinys.

CD8+ lgsteliy tankio reiksSmiy staciakampé diagrama SZg stromos dalyje
vaizduojama zalia, SKs — geltona, SZg naviko dalyje — raudona spalvomis.
Staciakampio apatiné ir virsutiné krastinés vaizduoja pirmgq ir trecig kvartilius,
staciakampio viduryje esanti linija Zymi mediang, rutuliukas — vidurkj. Vertikalios
linijos virsutinis status briksnys Zymi didziausig CD8+ Igsteliy tankio verte,
apatinis — maziausig. Porinio palyginimo tarp konkreciy grupiy (SZ audinio dalies)
Statistinio reikSmingumo (p) reikSmés pateiktos virs horizontaliy linijy paveikslo
virsuje.

4.3 pav. CD8+ lgsteliy tankio pasiskirstymo staciakampés diagramos saveikos zonos
stromos, sgveikos krasto ir sgveikos zonos naviko dalyse (n = 101)

4.3. CD8+ lasteliy tankio rodikliy tarpusavio sasajos

Pries atliekant faktoring analizg, CD8+ lasteliy tankio kiekybiniy ir
erdviniy rodikliy tarpusavio sasajos jvertintos taikant koreliacijy analize
(zr. 8 prieda). Analizuojami Kkintamieji tarpusavyje susij¢. MaZiausias
koreliacijos koeficientas nustatytas tarp CD8+ MC vidurkio ir CD8+
standartinio nuokrypio SZy stromos dalyje (r=-0,20, p =0,04), didziausi
koeficientai — tarp CD8+ tankio vidurkiy ir standartiniy nuokrypiy SZg
stromos dalyje (r=0,96, p<0,0001), SKs; (r=0,95, p<0,0001) ir SZy
naviko dalyse (r = 0,98, p <0,0001).

4.4. CD8+ lasteliy tankio rodikliy rysiy struktiira

Daugiamatei kiekybiniy kintamyjy sasajy analizei ir rySiy struktrai
nustatyti taikyta faktoriné analizé ir faktoriy bendroji staciakampé varimax
veiksniy rotacija. Prie$ atliekant $ig analiz¢, duomeny rinkinio tinkamumas
jvertintas taikant KMO testg. Nustatyta, kad bendrasis visy kintamyjy
stebéjimo tinkamumo matas — 0,74. Taip pat apskaiciuoti tinkamumo matai
kiekvienam kintamajam, kurie pateikti 4.4 lenteléje: didZiausiag KMO jvertj
turéjo CD8+ lasteliy tankio standartinis nuokrypis SZy naviko dalyje (0,84),
maziausig — CD8+ lasteliy tankio vidurkis SZg stromos dalyje (0,65).

4.4 lentelé. Imunogradiento rodikliy tinkamumo (Kaizerio—Mejerio—Olkino (KMQO))
jveréiai (n = 101)

Imunogradiento rodiklis,  Tinkamumo (KMO)

Igstelés/mm? verté
CD8_MC _vid 0,76
CD8_MC _sn 0,76
CD8_IN_vid 0,81
CD8_vid_S 0,65
CD8 sn_S 0,66
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Lentelés tesinys.

CD8_vid_SK 0,76
CD8 sn_SK 0,70
CD8_vid_NA 0,78
CD8_sn_NA 0,84

CD8 MC vid - CD8+ Igsteliy masés centro vidurkis, CD8 IN vid -
imunonuokrycio vidurkis, CD8 vid ir CD8_sn — CD8+ Ilgsteliy vidurkis ir
standartinis nuokrypis atitinkamai: SZy stromos dalyje (S), sqveikos kraste (SKs) ir
SZg naviko audinio dalyje (NA).

Atlikus faktorine analize, pagal tikrines vertes iSskirti du nepriklausomi
CD8+ lasteliy tankio rodikliy faktoriai (1-ojo faktoriaus tikriné verté — 5,17,
2-0jo — 2,99). Sie faktoriai paaiskino 90,68 proc. duomeny rinkinio variacijy
(rotuoty faktoriy struktara ir Kiekvieno rodiklio jtaka duomeny rinkinio
variacijoms pateikta 9 priede). 1 faktorius paaiskino 57,11 proc. duomeny
rinkinio variacijy, 2 faktorius — 42,89 proc. Pirmojo ir antrojo faktoriy
rotuoti kraviai pavaizduoti 4.4 pav. Nustatyta, kad pirmajj faktoriy
apibuidino SZg kiekybiniai rodikliai, t.y. CD8+ lasteliy tankio vidurkis ir
standartinis nuokrypis SZg stromos, SKs ir SZg naviko dalyse, todél Sis
faktorius interpretuotas kaip SZ CD8+ tankio lygio faktorius ir toliau
vadintas CD8+ tankio faktoriumi. Antrajj faktoriy apibadino stipriai teigiami
CD8+ Iasteliy tankio MC vidurkio ir standartinio nuokrypio rodikliai bei
stipriai neigiamas CD8+ lasteliy tankio IN rodiklis. Didesnés 2 faktoriaus
vertés atspindéjo didéjantj CD8+ tankj j SZ naviko dalj, todél 2 faktorius
interpretuotas kaip SZ CD8+ tankio gradientas j navikg ir toliau vadintas
CD8+ tankio gradiento faktoriumi.

Abu faktoriai aiSkino svarbias ir nepriklausomas imuninio atsako
savybes, ta¢iau, siekiant nustatyti iy faktoriy prognozine verte, taip pat buvo
apskai¢iuota minéty faktoriy baly suma. Sis suminis faktorius aiskintas kaip
agreguotas SZ CD8+ lasteliy imuninio atsako faktorius.
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- CD8_sn_S
O
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o
—1,0 CD8_IN_vid

-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0
1 faktorius (57,11 %)
CD8 MC vid - CD8+ Igsteliy masés centro vidurkis, CD8 IN vid -
imunonuokrycio vidurkis, CD8 vid ir CD8 sn — CD8+ Igsteliy vidurkis ir
standartinis nuokrypis atitinkamai: SZy stromos dalyje (S), sgveikos kraste (SK) ir
SZy naviko audinio dalyje (NA). 1 faktorius interpretuotas kaip SZ CD8+ tankio
lygio faktorius, 2 faktorius — kaip SZ CD8+ tankio gradiento faktorius.

4.4 pav. 1-0jo ir 2-0jo rotuoty faktoriy kraviai (n = 101)

4.5. Imunogradiento rodikliy prognoziné verté

Naudojant klinikos, patologijos ir imuninj atsaka apibtidinancius
rodiklius, atlikta vienalypé regresijos analizé pacienciy bendrajam
iSgyvenamumui  prognozuoti. Regresijos analizés rezultatai, taikant
logranginj testg, pateikti 4.5 lenteléje, Kaplano ir Mejerio iSgyvenamumo
kreivés — 4.5 pav. Nustatyta, kad geresné pacienciy iSgyvenamumo prognozé
susijusi su didesnémis CD8+ MC vidurkio (4.5 pav. A dalis), CD8+ lasteliy
tankio standartinio nuokrypio SZy stromos dalyje (4.5 pav. E dalis), CD8+
lasteliy tankio vidurkio ir standartinio nuokrypio SKs (atitinkamai 4.5 pav. F
ir G dalys) ir SZy naviko dalyse (atitinkamai 4.5 pav. H ir | dalys) bei CD8+
tankio (1 faktorius, 4.5 pav. J dalis), CD8+ tankio gradiento (2 faktorius,
4.5 pav. K dalis) ir agreguoto SZ CD8+ lasteliy imuninio atsako faktoriy
(agreguotas faktorius, 4.5pav. L dalis) rodikliy vertémis. StatistiSkai
reik§mingy sgsajy tarp bendrojo pacien¢iy iSgyvenamumo ir CD8+ MC
standartinio nuokrypio (4.5 pav. B dalis), CD8+ lasteliy tankio vidurkio SZ
stromos dalyje (4.5 pav. D dalis), histologinio laipsnio, pirminio naviko
dydzio, limfmazgiy biklés nebuvo nustatyta (4.5 lentelé). Didesnés CD8+
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lasteliy tankio IN rodiklio vertés (4.5 pav. C dalis) ir didesnis pacientés
amzZius buvo susij¢ su blogesniu isgyvenamumu (4.5 lentelé).

4.5lentelé. Vienalypé regresijos analizé, taikant logranginj testa, pacienciy
iSgyvenamumo ir imunogradiento rodikliy sgsajoms nustatyti (n = 101)

. _— . 95 %
Imunogradiento rodiklis, Pavojaus LT ,
lastelés/mm? rizika pas_,lkllautlnasm p verté
intervalas

CD8_MC vid 0,36 0,16-0,85 0,015

CD8_MC sn 0,49 0,17-1,43 0,18
CD8_IN_vid 2,90 1,08-7,80 0,027

CD8 vid_S 0,47 0,16-1,37 0,16
CD8_sn_S 0,35 0,12-1,03 0,046
CD8_vid_SK 0,39 0,17-0,92 0,026
CD8_sn_SK 0,30 0,09-1,02 0,041
CD8_vid_NA 0,23 0,10-0,57 0,0005
CD8_sd_NA 0,28 0,11-0,71 0,0042
CD8+ tankio faktorius 0,33 0,12-0,90 0,023
CD8+ gradiento faktorius 0,38 0,16-0,92 0,026
Agreguotas SZ CD8+ faktorius 0,28 0,12-0,62 0,0009

Klinikiniai ir patologiniai kintamieji

Amziaus grupé pagal mediang 2,45 1,05-5,73 0,039
T grupé (T1 ir T2) 0,99 0,45-2,22 0,986

N grupé (NO ir N1-3) 2,17 0,95-4,97 0,07

G grupé (G1-2 ir G3) 1,20 0,52-2,81 0,67

CD8 _MC vid - CD8+ Igsteliy masés centro vidurkis, CD8 IN_vid -
imunonuokrycio vidurkis, CD8 vid ir CD8 sn — CD8+ Igsteliy vidurkis ir
standartinis nuokrypis atitinkamai: SZy stromos dalyje (S), sgveikos kraste (SK) ir
naviko audinio dalyje (NA), G — diferenciacijos laipsnis, T — pirminis naviko dydis,
N — isplitimas j sritinius limfmazgius.
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CD8 MC vid - CD8+ Igsteliy mases centro vidurkis, CD8 IN vid -
imunonuokrycio vidurkis, CD8 vid ir CD8_sn — CD8+ lgsteliy vidurkis ir
standartinis nuokrypis atitinkamai: SZg stromos dalyje (S), sqveikos kraste (SK) ir
SZ navike audinio dalyje (NA), 1-asis faktorius — SZ CD8+ tankio faktorius, 2-asis
faktorius — SZ CD8+ gradiento faktorius, agreguotas faktorius — agreguotas SZ
CDB8+ Igsteliy imuninio atsako faktorius.

4.5 pav. Kaplano ir Mejerio isgyvenamumo kreivés, taikant logranginj testg ir
pavojaus rizika (PR), pacienciy iS§gyvenamumo ir imunogradiento rodikliy sgsajoms
nustatyti (n = 101)

Siekiant nustatyti nepriklausomus prognozinius kintamuosius, sukurti
du daugialypiai Kokso regresijos modeliai (rezultatai pateikti 4.6 lenteléje).
Daugialypiai Kokso regresijos modeliai patvirtinti taikant vieno paciento
atidéjimo kryzminj patikrinima: 1-asis modelis pasikartojo 98 kartus, 2-asis
modelis — 63 kartus.

4.6 lentelé. Daugialypé Kokso regresijos analizé, taikant logranginj testg, pacienciy
iSgyvenamumo ir imunogradiento rodikliy sgsajoms nustatyti (n = 101)

Pavojaus 95 % pasikliautinasis

Rodiklis o ! p verté
rizika intervalas

1-asis modelis, TS — 24,63, p < 0,0001
Amziaus grupé pagal 254 1,06-6,13 0,0374
mediang ' ' ' '
N grupé (NO ir N1-3) 3,60 1,42-9,12 0,007
CD8_MC_vid 0,39 0,16-0,94 0,0367
CD8_vid_NA 0,20 0,07-0,53 0,0014
2-asis modelis, TS — 14,32, p = 0,0008
N grupé (NO ir N1-3) 2,53 1,08-5,93 0,0319
Agreguotas SZ CD8+
lasteliy imuninio atsako 0,28 0,12-0,62 0,0019
faktorius

CD8_MC_vid — CD8+ lgsteliy masés centro vidurkis, CD8_vid_NA — CD8+ Igsteliy
vidurkis SZy naviko dalyje, N — iSplitimas j sritinius limfinazgius, TS — tikétinumo
santykis.
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bei patologiniai kintamieji, 2-ajame modelyje — SZ CD8+ Igsteliy tankio
kiekybiniai ir erdviniai rodikliai pakeisti agreguoto SZ CD8+ faktoriaus
jveréiu. Nustatyta, kad geresné pacienciy iSgyvenamumoO prognozé Susijusi
su didesniu vidutiniu CD8+ MC ir didesniu CD8+ lasteliy tankiu SZy naviko
dalyje (4.6 lentelé, 1 modelis). Taip pat nustatyta SZ CD8+ tankio rodikliy
prognoziné verté, matuojant imuniniy lasteliy tankio gradienta naviko
aspektu ir jj derinant su absoliu¢iu CD8+ infiltrato tankiu, t.y. 2-ajame
modelyje agreguotas SZ CD8+ lasteliy imuninio atsako faktorius nustatytas
kaip nepriklausomas geros prognozés biozymuo. I$plitimas j limfmazgius
nustatytas kaip nepriklausomas blogos prognozés veiksnys tiek 1-ajame
(PR =3,60, p=0,007), tiek 2-ajame (PR =2,53, p=0,0319) modeliuose,
vyresnis amzius (PR =254, p=0,0374) — 1-ajame modelyje. Abiecjy
modeliy statistinis reikSmingumas, vertinant pagal TS, buvo patikimas: 1-0jo
modelio — 24,63 (p <0,0001), 2-ojo modelio — 14,32 (p=0,0008)
(4.6 lentelé).

4.6. Standartiniy krtties vézio bioZymeny skaitmeninés vaizdo analizés ir
patologo jvertinimo rezultaty palyginimas

Skaitmeninei IHC biozymeny kiekybinei ir erdvinei analizei atlikti taikyti
branduolinis, citoplazminis ir membraninis SVA algoritmai. Siekiant
sukalibruoti Igsteliy segmentavimo ir atpazinimo algoritmus, standartiniy
KV biozymeny SVA rezultatai (ER, PgR, Ki67 ir HER2 2+ ir 3+ raiska
vykdan¢iy lgsteliy procentinés dalys) palyginti su gydytojo patologo
vizualaus jvertinimo rezultatais. Minétina stipri sgsaja tarp SVA budu
nustatyty ER raiska vykdanciy naviko lasteliy ir patologo vizualaus
vertinimo procentiniy daliy (r=0,84, p<0,0001), labai stipri sasaja
vertinant PgR (r=0,93, p<0,0001), vidutiné sasaja analizuojant HER2
lasteliy,  pasizyminCiy  nepertraukiamu  membraniniu  nusidazymu,
procentines dalis (r=0,67, p<0,001) ir stipri sgsaja vertinant Ki67
(r=0,74, p <0,0001) (4.6 pav.).
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jvertinus patologui vizualiai, (B) — vertinant PgR, (C) - HERZ2, (D) — Ki67.

4.6 pav. Estrogeno receptoriaus (ER), progesterono receptoriaus (PgR), 2-o0jo
zmogaus epidermio veiksnio receptoriaus (HER2) ir Ki67 biozymeny procentiniy
daliy, vertinty skaitmeninés vaizdo analizés (SVA) bidu ir patologo vizualiai,
sklaidos diagramos (n = 101)

4.7. Imunohistocheminiy bioZymeny ir heterogeniskumo rodikliy
aprasomosios statistikos rezultatai

Atlikus IHC vaizdy SVA ir juos padalijus j atsitiktinai issidés¢iusius
Sesiakampiy gardeliy elementus, apskaiciuoti 28 kiekybiniai IHC bioZzymeny
ir jy raiskos heterogeniskumo rodikliai:

1) standartiniy KV bioZymeny rodikliai naviko audinyje — ER,

PgR, Ki67 ir HER2 2+ ir 3+ raiskg vykdanciy lgsteliy procentinés dalys,

2) vidunavikinio heterogeniskumo rodikliai:
a) ER, PgR ir Ki67 energija,
b) ER, PgR ir Ki67 homogeniskumas,
¢) ER, PgR ir Ki67 entropija,
d) ER, PgR ir Ki67 kontrastas,
e) ER, PgR ir Ki67 skirtingumas,
f) ER, PgR ir Ki67 AshD,
3) imuninj atsakg apibaidinantys rodikliai — CD8+ ir CD8+SATB1+
lasteliy tankis naviko ir stromos audinyje,
4) hipoksijos savybes atspindintys rodikliai — HIFla raiska
vykdanciy lasteliy procentiné dalis naviko ir stromos audinyje.
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IHC biozymeny ir jy raiskos heterogeniskumo rodikliy reik§miy
aprasomosios statistikos rezultatai pateikti 4.7 lenteléje.

4.7 lentelé. Standartiniy kriities vézio, vidunavikinio heterogeniskumo, imuninio
atsako ir hipoksijos savybes atspindinéiy bioZymeny rodikliy aprasomoji statistika
(n=101)

Rodiklis Vidurkis Stndart. . Maziausia - DidZiausia p ;0,9
nuokrypis verté verté
Standartiniy kriities véZio bioZymeny rodikliai
ER% 68,85 25,93 0,03 98,82 78,68
PgR% 38,50 34,11 0,03 96,28 31,87
HER2% 10,53 22,20 0,002 90,62 0,64
Ki67% 7,21 6,46 0,39 40,53 5,36
Vidunavikinio heterogeniskumo rodikliai
ER_energija 0,24 0,28 0,02 1,00 0,14
ER_homogeni$kumas 0,71 0,13 0,46 1,00 0,69
ER_entropija 3,48 1,53 0 6,00 3,67
ER_kontrastas 1,95 1,21 0 5,18 1,90
ER_skirtingumas 0,77 0,38 0 1,61 0,76
ER_AshD 3,36 9,24 0,82 93,12 1,86
PgR_energija 0,42 0,40 0,02 1,00 0,15
PgR_homogeniskumas 0,76 0,18 0,42 1,00 0,72
PgR_entropija 2,93 2,14 0 6,02 3,63
PgR_kontrastas 1,76 1,69 0 7,25 1,68
PgR_skirtingumas 0,65 0,53 0 1,87 0,78
PgR_AshD 2,30 2,03 0,15 14,41 1,86
Ki67_energija 0,66 0,31 0,05 1,00 0,72
Ki67_homogeniskumas 0,91 0,10 0,58 1,00 0,94
Ki67_entropija 1,13 1,10 0 4,80 0,87
Ki67_kontrastas 0,24 0,36 0 2,29 0,13
Ki67_skirtingumas 0,19 0,21 0 1,01 0,12
Ki67_AshD 2,08 1,30 0 7,05 1,71
Imuninio atsako rodikliai
CD8_t_S 209,25 199,07 8,16 1243,14 152,95
CD8_t_NA 70,72 85,03 0,52 451,36 37,39
CD8_SATB1_t_S 54,11 78,70 0,56 541,47 28,41
CD8_SATB1 t NA 14,99 25,87 0 160,82 5,47
Hipoksijos savybes atspindintys rodikliai
HIF10%_S 0,46 0,65 0,04 4,29 0,28
HIF10%_ NA 0,16 0,37 0,01 3,16 0,06

AshD — Asmano D bimodaliskumo rodiklis, t — tankis, S — stromos audinys, NA —
naviko audinys.
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Pritaikius vieno faktoriaus dispersinés analizés metoda, nustatyta CD8+,
CD8+SATB1+ ir HIFla lasteliy mazé&jimo tendencija naviko dalies
atzvilgiu: didesnis ir labiausiai issisklaides CD8+, CD8+SATB1+ tankis bei
HIFla lasteliy procentiné dalis stromos audinyje ir maziau gausus ir
i$sisklaides CD8+, CD8+SATB1+ tankis bei HIF 1o lgsteliy procentiné dalis
naviko audinyje (p < 0,0001) (4.7 lentelé ir 4.7 pav.).
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Paveikslélio tgsinys.

CD8+ (A), CD8+SATBL1+ (B) Igsteliy tankio ir HIFlo (C) lgsteliy procentinés
dalies staciakampés diagramos stromos dalyje vaizduojamos zalia, naviko dalyje —
raudona spalvomis. Staciakampio apatiné ir virsutiné krasStinés vaizduoja pirmgq ir
trecig kvartilius, staciakampio viduryje esanti linija Zymi mediang, rutuliukas —
vidurkj. Vertikalios linijos virsutinis status britksnys zymi didziausig lgsteliy tankio
ar procentinés dalies verte, apatinis — maziausig. Porinio palyginimo tarp grupiy
Statistinio reikSmingumo (p) reiksSmés pateiktos virs horizontaliy linijy paveiksly
virsutinéje dalyje.

4.7 pav. CD8+, CD8+SATB1+ Iasteliy tankio ir HIF1a lasteliy procentinés dalies
pasiskirstymo naviko ir stromos audiniuose sta¢iakampés diagramos (n = 101)

4.8. Imunohistocheminiy biozymeny ir heterogeniskumo rodikliy tarpusavio
$35aj0s

Siekiant iSvengti daugialypiSkumo ar iSskirtinumo faktoringje ir
daugialypéje iSgyvenamumo analizése, stipriai susij¢ (r > 0,90) kintamieji
turéjo buti pasalinti, todél IHC biozymeny ir heterogeniskumo kintamyjy
tarpusavio sgsajoms nustatyti taikyta koreliacijy analizé. Pirmiausia
jvertintos heterogeniskumo kintamyjy tarpusavio sgsajos (rezultatai pateikti
10 priede). Nustatyta, kad heterogeniskumo rodikliai tarpusavyje susije,
pavyzdziui, tarp ER homogeniSkumo ir energijos, ER homogeniskumo ir
entropijos bei ER homogeniskumo ir skirtingumo nustatytos labai stiprios
sasajos (atitinkamai r =0,92, r=-0,98 ir r=-0,98 (p < 0,0001)). Maziausi
koreliacijos koeficientai nustatyti tarp PgR, Ki67 AshD ir erdvinés naviko
Haralicko tekstiros rodikliy. Kuriuos i§ kintamyjy analizuoti toliau,
nuspresta remiantis vieno paciento atidéjimo kryzminés patikros rezultatais.
patologiniai parametrai, standartiniy KV bioZymeny, imuninio atsako,
hipoksijos savybes atspindintys bei heterogeniskumo rodikliai — ER, PgR ir
Ki67 bimodaliSkumo rodiklis bei konkretus erdvinés naviko Haralicko
tekstiiros rodiklis (vieno paciento atidéjimo kryzminés patikros rezultatai
pateikti 4.8 lenteléje). Nustatyta, kad, naudojant Haralicko tekstiiros
entropijos rodiklius, modelis pasikartojo dazniausiai (61 kartg) (modelio
statistinis reik§mingumas buvo didziausias, sieké 10,03 (p =0,0015)).
Remiantis Siuo rezultatu, tolesnéms analizéms pasirinkti naudoti ER, PgR ir
Ki67 Haralicko tekstiros entropijos rodikliai.
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4.8 lentelé. Kryzminio patikrinimo rezultatai, analizuojant imunohistocheminiy
biozymeny ir heterogeni$kumo rodiklius (n = 101)

. . Kokso
Haralicko I:aulfgla.l.ypglfl(odksl(.) regresijos reKEeks?(')os o
tekstiiros rodiklis q egaf‘sul?iilta?niz}i modelio m(?deli ; > p verte
udare 1 pasikartojimai X
CD8_t_NA
Energija HIFlo_S 55 8,03 0,0016
Ki67_AshD
PgR_energija
N grupé (NO ir N1-3)
H isk CDB_LS 56 8,12 0,0002
omogeniskumas | ; 67_AshD , ,

PgR_homogeniskumas

CD8_SATB1 t NA
Entropija Ki67_AshD 61 10,03 0,0015
PgR_entropija

CD8_SATB1 t NA
Kontrastas Ki67_AshD 51 9,74 0,0019
PgR_kontrastas

CD8_t_NA
HIFla_S
Ki67_skirtingumas
PgR_skirtingumas

Skirtingumas 53 5,72 0,017

AshD — Asmano D bimodaliskumo rodiklis, t — tankis, S — stromos audinys, NA —
naviko audinys, N — isplitimas j sritinius limfmazgius.

Sumazinus IHC biozymeny ir heterogeniskumo kintamyjy duomeny
rinkinj iki 16 rodikliy, atlikta Siy parametry tarpusavio sasajy analizé
(rezultatai pateikti 11 priede). Nustatyta, kad analizuojami Kkintamieji
tarpusavyje susije. DidZiausias koreliacijos koeficientas nustatytas tarp Ki67
raiska vykdanciy lasteliy procentinés dalies ir Ki67 entropijos (r=0,84,
p <0,0001) bei tarp CD8+ ir CD8+SATB1+ lgsteliy tankio stromos dalyje
(r=0,82, p <0,0001). Silpnas rysys nustatytas tarp PgR procentinés dalies ir
Ki67 entropijos (r=-0,20, p=0,04) bei tarp HIFla procentinés dalies
stromos dalyje ir Ki67 entropijos (r = 0,20, p = 0,04) (11 priedas).

4.9. Imunohistocheminiy biozymeny ir heterogeniskumo rodikliy rysiy
struktiira

Daugiamatei kiekybiniy IHC biozymeny ir heterogeniskumo kintamyjy
tarpusavio sgsajy analizei ir panaSiy reiSkiniy grupéms nustatyti taikyta
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faktoriné analizé ir faktoriy bendroji staciakampé varimax veiksniy rotacija,
naudojant standartinius KV biozymeny, imuninio atsako, hipoksijos savybes
atspindincius ir vidunavikinio heterogeniskumo (ER, PgR ir Ki67 AshD ir
Haralicko tekstaros entropijos) rodiklius. Prie§ atliekant S$ig analize,
kintamyjy tinkamumas jvertintas taikant KMO testa. Nustatyta, kad
bendrasis visy kintamyjy tinkamumo matas — 0,6. Tinkamumo matai taip pat
apskaiciuoti kiekvienam kintamajam (zr. 4.9 lentele). Didziausia KMO jvertj
turéjo ER raiska vykdanéiy lIgsteliy procentiné dalis (0,74), maziausig — ER
Haralicko tekstaros entropijos rodiklis (0,3).

4.9 lentelé. Imunohistocheminiy biozymeny ir heterogeniskumo rodikliy tinkamumo
(Kaizerio—Mejerio—Olkino (KMO)) jverciai (n = 101)

Rodiklis Tinkamumo (KMO) verté
ER% 0,74
PgR% 0,61
Ki67% 0,55
HER2% 0,72
ER_entropija 0,30
ER_AshD 0,31
PgR_entropija 0,54
PgR_AshD 0,73
Ki67_entropija 0,56
Ki67_AshD 0,50
CD8_t S 0,60
CD8_t NA 0,67
CD8_SATB1_t S 0,60
CD8_SATB1_t NA 0,59
HIF1a%_S 0,63
HIF1la%_ NA 0,69

AshD — Asmano D bimodaliskumo rodiklis, t — tankis, S — stromos audinys, NA —
naviko audinys.

Atsizvelgiant | faktoriy tikrines vertes, isskirti penki nepriklausomi IHC
biozymeny ir heterogeniskumo rodikliy faktoriai (1-ojo faktoriaus tikriné
verté — 3,93, 2-0jo — 2,28, 3-iojo — 1,78, 4-0jo — 1,13, 5-0jo — 1,09), kurie
paaiskino 63,78 proc. duomeny rinkinio variacijy (rotuoty faktoriy strukttira
ir kiekvieno rodiklio jtaka duomeny rinkinio variacijoms pateikta 12 priede).
1-asis faktorius paaiskino 33,31 proc. duomeny rinkinio variacijy, 2-asis
faktorius — 23,48 proc., 3-iasis faktorius — 19,63 proc., 4-asis faktorius —
12,57 proc., 5-asis faktorius — 11,02 proc. (1-ojo ir 2-0jo, 1-0jo ir 3-iojo,
1-0jo ir 4-0jo bei 1-ojo ir 5-0jo faktoriy kriiviai pavaizduoti 4.8 pav.).
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Remiantis rotuoty faktoriy kriiviais, nustatyta, kad 1-gji faktoriy apibtidino
CD8+ ir CD8+SATBL1+ lasteliy tankiai naviko ir stromos audiniuose, 2-aji
faktoriy — PgR procentiné dalis naviko dalyje bei PgR vidunavikinio
heterogeniSskumo kintamieji — AshD ir entropijos rodikliai, 3-igjj faktoriy —
Ki67 procentiné dalis naviko dalyje bei Ki67 entropijos rodikliai, 4-aji
faktoriy — ER entropijos rodiklis, 5-aji faktoriy — ER AshD rodiklis (zr. 12
prieda ir 4.8 pav.).

4.10. Imunohistocheminiy bioZymeny ir heterogeniskumo rodikliy
prognoziné verté

Naudojant IHC biozymeny ir jy raiSkos heterogeniskumo rodiklius,
atlikta vienalypé regresijos analizé, taikant logranginj kriterijy, pacienéiy
bendrajam iSgyvenamumui prognozuoti. Regresijos analiziy rezultatai,
taikant logranginj testa, pateikti 13 priede. Analizuojant sgsajas tarp
pacienciy isgyvenamumo ir Standartiniy KV bioZzymeny, imuninio atsako ir
hipoksijos savybes atspindin¢iy rodikliy, gautos Kaplano ir Mejerio
iSgyvenamumo kreivés pateikiamos 4.9 pav., pacienciy iSgyvenamumo ir
biozymeny raiskos heterogeniskumo rodikliy kreivés — 4.10 pav.
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AshD — ASmano D bimodaliskumo rodiklis, t — tankis, S — stromos audinys, NA —
naviko audinys.

4.8 pav. 1-ojo ir 2-0jo (A), 1-ojo ir 3-iojo (B), 1-0jo ir 4-0jo (C), 1-0jo ir 5-0jo (D)
rotuoty faktoriy kraviai (n = 101)
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t — tankis, S — stromos audinys, NA — naviko audinys.

4.9 pav. Kaplano ir Mejerio iSgyvenamumo kreivés, taikant logranginj testa ir
pavojaus rizika (PR), pacienciy i§gyvenamumo ir imunohistochemijos biozymeny
rodikliy sasajoms nustatyti (n = 101)
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AshD — Asmano D bimodaliskumo rodiklis.

4.10 pav. Kaplano ir Mejerio isgyvenamumo kreivés, taikant logranginj testa ir
pavojaus rizika (PR), pacienciy i§gyvenamumo ir imunohistochemijos biozymeny
raiskos heterogeniskumo rodikliy sgsajoms nustatyti (n = 101)

Nustatyta, kad geresné pacienciy iSgyvenamumoO prognozé Susijusi su
didesnémis PgR (4.9 pav. B dalis), HER2 procentinés dalies naviko audinyje
(4.9 pav. D dalis), CD8+ ir CD8+SATB1+ lgsteliy tankio stromos audinyje
(atitinkamai 4.9 pav. E ir G dalys), CD8+ ir CD8+SATB1+ lasteliy tankio
naviko audinyje (atitinkamai 4.9 pav. F ir H dalys), ER ir PgR entropijos
(atitinkamai 4.10 pav. Bir Hdalys), ER ir PgR kontrasto (atitinkamai
4.10 pav. D ir J dalys), ER ir PgR skirtingumo (atitinkamai 4.10 pav. E ir K
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dalys) ir PgR AshD (4.10 pav. G dalis) rodikliy vertémis (13 priedas).
Blogesné pacienciy iSgyvenamumoO prognozeé Susijusi su didesnémis ER
(4.9 pav. Adalis), ER energijos ir ER homogeniskumo (atitinkamai
410 pav. C ir F dalys), PgR energijos ir homogeniskumo (atitinkamai
4.10 pav. | ir L dalys) rodikliy vertémis (13 priedas). Statistiskai reik§mingy
sasajy tarp bendrojo pacienciy iSgyvenamumo ir Ki67 (4.9 pav. C dalis),
HIF1a raiskos intensyvumo stromos ir naviko dalyse (atitinkamai 4.9 pav. |
ir J dalys), ER AshD (4.10 pav. Adalis), Ki67 entropijos, energijos,
kontrasto, skirtingumo ir homogeniskumo (atitinkamai 4.10 pav. N-S dalys)
nebuvo nustatyta (13 priedas).

Siekiant nustatyti nepriklausomus prognozinius kintamuosius, sukurti du
daugialypiai Kokso regresijos modeliai, naudojant patologinius ir Klinikinius
kintamuosius bei standartinius KV biozymeny, imuninio atsako, hipoksijos
savybes atspindinéius ir vidunavikinio heterogeniskumo rodiklius (rezultatai
pateikti 4.10 lenteléje). Daugialypiai Kokso regresijos modeliai patvirtinti,
taikant vieno paciento atidéjimo kryzminj patikrinimg: 1-asis modelis
pasikartojo 58 kartus, 2-asis modelis — 61 karta.

4.10 lentelé. Daugialypé Kokso regresijos analize, taikant logranginj tests, pacienéiy
iSgyvenamumo ir imunohistocheminiy biozymeny bei heterogeniskumo rodikliy
sgsajoms nustatyti (n = 101)

95 % pasikliautinasis

Rodiklis Pavojaus rizika : p verté
intervalas

1-asis modelis, TS — 12,23, p = 0,0022
N grupé (NO ir N1-3) 2,30 1,01-5,28 0,0485
PgR% 0,29 0,13-0,66 0,0028
2-asis modelis, TS — 27,67, p <0,0001
CD8_SATB1_t NA 0,30 0,13-0,67 0,0035
PgR_entropija 0,22 0,08-0,56 0,0015
Ki67_AshD 3,26 1,40-7,61 0,0062

AshD — A$mano D bimodaliskumo rodiklis, t — tankis, NA — naviko audinys, N —
isplitimas j sritinius limfinazgius, TS — tikétinumo santykis.

1-ajame modelyje naudoti tik standartiniai KV biozymeny kiekybiniai
rodikliai — ER, PgR, HER2 ir Ki67 raiskos procentinés dalys naviko
audinyje, Kklinikiniai ir patologiniai kintamieji — pacien¢iy amziaus grupé, T,
N ir diferenciacijos laipsnis (4.10 lentel¢). Nustatyta, kad mazesné PgR
raiska ir naviko isplitimas j limfmazgius susij¢ Su trumpesniu pacienciy
iSgyvenamumu. 2-ajame modelyje, be Kklinikiniy ir patologiniy bei
standartiniy KV biozymeny rodikliy, taip pat naudoti imuninj atsaka,
hipoksijos savybes ir vidunavikinj heterogeniskuma atspindintys rodikliai.
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Atlikus Sio modelio daugialype regresijos analizg, nustatyta, kad 2-o0jo
modelio statistinis reik§mingumas, vertinant pagal TS, sustipréjo nuo 12,23
iki 27,67, palyginti su 1-uoju modeliu. Be to, 2-ajame modelyje nustatytas
nepriklausomas trijy rodikliy prognozinis reik§mingumas: didesnis
CD8+SATB1+ lasteliy tankis naviko audinyje ir didesné entropija
(vidunavikinis  heterogeniSkumas)  prognozavo  ilgesnj  pacienéiy
iSgyvenamuma (atitinkamai PR = 0,3, p =0,004 ir PR = 0,22, p =0,002), 0
Ki67 raiskos bimodaliskumas naviko audinyje numaté blogesne¢ pacienciy
baigtj (PR = 3,26, p = 0,006).

4.11. Netiesiné priklausomybé tarp progesterono receptoriaus raiskos ir
vidunavikinio heterogeniskumo

Netiesiné¢ priklausomybé tarp PgR raiskos intensyvumo ir PgR
vidunavikinio heterogeniSkumo (entropijos) jrodyta empiriskai: auksta PgR
entropija nustatyta PgR raiSkos intervale nuo 20 proc. iki 80 proc.
(4.11 pav.). Né vienas i§ Siy kintamyjy nebuvo reikSmingai susijes Su
Klinikiniais, patologiniais ar kitais IHC ir heterogeniskumo rodikliais
(11 priedas): nustatyta silpna tiesiné sgsaja tarp PgR ir ER entropijos
(r=0,31, p=0,002) bei tarp PgR entropijos ir HER2 raiskg vykdanciy
lasteliy procentinés dalies (r =-0,33, p = 0,001).
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4.11 pav. Netiesiné sasaja tarp progesterono receptoriaus (PgR) procentinés dalies
naviko audinyje ir vidunavikinio heterogeniskumo (entropijos) (n = 101)
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4.12. Progesterono receptoriaus raiskos prognoziné verté remiantis
vidunavikinio heterogeniskumo savybémis

Siekiant nustatyti netiesinés priklausomybés tarp PgR procentinés dalies
naviko audinyje ir PgR entropijos jtaka pacienciy iSgyvenamumui, pacientés
suskirstytos j tris grupes. ISskirtos Sios grupés: mazos PgR raiSkos (maziau
negu 20 proc.) ir mazos entropijos, vidutinés PgR raiskos (nuo 20 proc. iki
80 proc.) ir aukS$tos entropijos, intensyvios PgR raiSkos (didesné kaip
80 proc.) ir mazos entropijos. Pacienéiy, kuriy navikuose nustatyta vidutiné
PgR raiska (nuo 20 proc. iki 80 proc.), iSgyvenamumo tikimybé buvo
didziausia — 91 proc. po 143 mén. Esant intensyviai PgR raiskai (>80 %),
iSgyvenamumo tikimybé buvo vidutiné (71 %). Maziausia (63 %)
iSgyvenamumo tikimybé nustatyta moterims, kuriy navikuose PgR raiska
buvo maza (<20 %) (4.12 pav.).
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(A) — Kaplano ir Mejerio isgyvenamumo kreives, analizuojant sgsajq tarp pacienciy
bendrojo isgyvenamumo ir Zemos (maziau negu 20 proc.), vidutinés (nuo 20 proc.
iki 80 proc.) ir intensyvios (daugiau negu 80 proc.) PgR raiskos grupiy, (B) —
Kaplano ir Mejerio isgyvenamumo kreives, analizuojant sgsajg tarp pacienciy
bendrojo isgyvenamumo ir Zemos bei aukstos (maZiau negu 20 proc. ir daugiau
negu 80 proc.) ir vidutinés (nuo 20 proc. iki 80 proc.) PgR raiskos grupiy.

4.12 pav. Krities véziu serganéiy pacienciy Kaplano ir Mejerio iSgyvenamumo
kreivés, taikant logranginj testa ir pavojaus rizika (PR), pacienciy i§gyvenamumo ir
skirtingy progesterono receptoriaus procentinés dalies grupiy sasajoms nustatyti
(n=101)
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5. REZULTATU APTARIMAS

5.1. Saveikos krasto ir sgveikos zonos nustatymo rezultaty aptarimas

Skaitmenizuotuose mikroskopiniuose patologijos vaizduose, pritaikius
automatizuotg naviko ir stromos komponenty atskyrimo jrankj SK nustatyti
ir SZ iSskirti, apskaiCiuoti imuniniy lgsteliy tankio profiliai bei nauji
kiekybiniai ir erdviniai antinavikinj imuninj atsaka apibtidinantys rodikliai,
kurie buvo susieti su pacienciy iSgyvenamumo duomenimis. Taikant
pasirinktg tyrimo metoda, SZ apibrézta panaSiai kaip ir Kituose
tyrimuose? 26294297 ta&jau ji buvo nustatyta visiskai automatizuotai,
remiantis tik SVA duomenimis. Be to, SZ nustatyta intervalais, todél
imuninio atsako rodikliai apskaiciuoti taip, kad atspindéty imuninio infiltrato
gradienta nuo stromos | navika arba kad atspindéty rodikliy dispersija
konkre¢ioje SZ dalyje. Nustatytas erdvinis (CD8+ tankio poslinkis j naviko
Serdj) ir Kiekybinis (absoliutus CD8+ tankis navike) imunogradiento
parametrai vertintini kaip nepriklausomi ankstyvosios stadijos HRDK
serganéiy pacienc¢iy bendrojo isgyvenamumo rodikliai.

Tiriamajj audinj padalijus | SeSiakampius Ir remiantis aiskiomis
matematinémis taisyklémis, skaitmenizuotuose IHC vaizduose automatiskai
i§skirtas naviko ir stromos SK — sasajos tarp naviko ir stromos sritis, kuri
matematiskai atitiko sgsajingumo (angl. interfaceness) tikimybe. Kitos
Siuolaikinés SVA platformos, pavyzdziui, Indica Labs HALO ir QuPath
(Belfasto Karalienés universitetas, Siaurés Airija), taip pat suteikia galimybe
nustatyti fiksuoto plo¢io IK, taciau jis automatiskai nustatomas tik tuo
atveju, jei riba tarp naviko ir stromos (naviko kraStas) yra nubréziama
rankiniu budu kaip linija?®® 2%, Kliniskai patvirtinto Immunoscore
testo?222% jr kity imuninés sistemos profiliavimo tyrimy?°®: 300-302
metodikos taip pat pagrjstos 1K nustatymu, kai naviko kraStas yra
nubréziamas rankiniu badu. Toks IK nustatymas, kai naviko ir stromos riba
vertinama vizualiai ir bréziama rankiniu badu, uzima ne tik daug laiko, bet ir
gali sukelti SaliSkumga tarp keliy vertintojy arba tarp vertintojo nei$vengiamai
kintan¢iy nuomoniy. Sie neatitikimai ypa¢ tikétini tiriant navikus, kuriems
budingas netaisyklingas (infiltratyvus) augimo modelis, ar mazos
atsiskyrusios naviko sankaupos (angl. tumour budding)® 3, kai naviko ir
stromos saveikos sri¢iy néra galimybés aiskiai atskirti. Disertacijoje
pristatyta SK ir SZ nustatymo metodologija ne tik visiskai nepriklausé nuo
vizualaus jvertinimo, bet ir nebuvo paveikta infiltruojancio ir (arba)
stumianc¢io naviko augimo modelio. SK, riba tarp naviko ir stromos, buvo
nustatyta analizuojant SVA Kklasifikatoriaus duomenis sesiakampiuose, todél
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net ir paciose infiltratyviausiose KV audinio vietose buvo galima isskirti
naviko ir stromos SK ir véliau jj iSplésti j tam tikro pasirinkto plocio SZ.

Disertacijoje pristatytas automatinis naviko ir stromos komponenty
analitikos metodas taip pat leido reguliuoti SK ir SZ ploéius bei erdvinj
stromos, SK ir naviko daliy i§déstymg tiriamojoje zonoje. SZ nustatymas
rangais ir audinio suskirstymas j naviko ir stromos dalis sudaré galimybe
apskaiciuoti SZ profilio rodiklius, kurie atspindéjo ne tik imuniniy lgsteliy
tanki, bet ir imuninio infiltrato kryptines savybes — gradienta. Minétina, kad
skirtinguose moksliniuose tyrimuose?4297:3% pateikiami ne tik jvairiis 1K
apibrézimai, bet ir pasirenkama analizuoti jvairaus plocio regiona. Siekdama
suvienodinti taikomas metodikas, 2017 m. Tarptautiné imuniniy ir
onkologiniy biozymeny darbo grupé®®® IK apibrézé J. Galono ir
bendraautoriy?®® pasiiilyta definicija ir nurodé, kad regionu reikéty laikyti
1 mm plocio sritj, kurios centras skiria naviko ir stromos audinius.
Vélesniais moksliniais tyrimais?®* 2% 297.305 jrodyta NIL tankio prognoziné
reik§mé tiriant siauresnio plo¢io IK. Pavyzdziui, A. Lechneris ir
bendraautoriai®®’, tirdami NIL galvos ir kaklo ploks¢iy Igsteliy karcinomose,
taiké IK apibrézima, kai regiono plotas svyravo nuo 50 um naviko dalyje iki
300 pm uz naviko ribos. N. Bordry ir bendraautoriai?®, tirdami pirminius
melanomos navikus, IK apibrézé kaip 400 pum plocio sritj tarp naviko ir
dermos, o F. Hermitte?®® — kaip sritj, kuri apima 360 pm stromos ir 360 um
naviko audinio gaubtinés ir tiesiosios Zarnos naviko atvejais. A. Berthel ir
kt.3%, tirdami KV sergan¢iy pacien¢iy méginius, nustaté, kad NIL tankis 0—
10 um atstumu nuo rankiniu biidu nubréztos naviko ir stromos ribos yra
pakankamas didesniam NIL skai¢iui susieti su ilgesniu pacienciy
iSgyvenamumu. Nepaisant taikyty skirtingy IK apibrézimy, Sie rezultatai
patvirtina J. Galono ir bendraautoriy?® prielaidg, kad limfocitai, kurie
glaudziai kontaktuoja su naviko lastelémis, sukelia tiesioginj ir stipry
antinavikinj poveikj ir suteikia tikslesne prognozing verte negu NIL, kurie
jvertinti visame navike ar stromoje. Siai hipotezei patvirtinti disertacijoje
analizuojamoje  HRDK imtyje taip pat buvo iStirti jvairtis analizés
parametrai, keiciant SeSiakampiy elementy priskyrimo SK ir SZ taisykles bei
analizuojant jvairaus plocio regionus. Nustatyta, kad, esant HRDK, imuninio
atsako savybes apibiidinantys kiekybiniai ir erdviniai rodikliai turi bati
apskaiciuoti pakankamai placioje SZ srityje, kuri artima rekomenduojamam
1 mm plocio IK.

Moksliniuose tyrimuose? ** taip pat minima taikyta SVA, siekiant pagal
naviko audinio morfologines savybes automatiskai nustatyti naviko ir
stromos regionus bei apskai¢iuoti naviko mikroaplinka apibidinancius
kiekybinius ir (ar) erdvinius rodiklius. N. Harder ir bendraautoriai?®, pritaike
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audinio fenomikos metodika (angl. tissue phenomics) 90 pacienty prostatos
méginiuose, atliko iSsamy imuniniy bioZymeny tyrima ligos atsinaujinimui
numatyti. Remdamiesi naviko morfologinémis savybémis bei 18-0jo
citokeratino ir p63 bioZymeny raiskos rezultatais, minéti tyréjai automatiskai
atskyré 112,5 ir 225 um plocio naviko mikroaplinkos zonas nuo
automatiskai nustatytos ribos tarp naviko ir stromos. Kiekvienoje i$ $iy zony,
apskai¢iavus CD3+, CD8+, CD34+, CD68+ ir CD163+ lgsteliy tankj bei
atstumus tarp lgsteliy apibiidinanéius rodiklius, nustatyta, kad CD8+ ir
CD34+ lasteliy santykis automatiskai iSskirtose zonose gali statistiskai
reikSmingai numatyti prognoze. X.F.Li ir bendraautoriai®* 28 pacienciy
TNKV méginiuose, pritaike SVA IK nustatyti, jvertino ne tik naviko
mikroaplinka, bet ir CD8+ lasteliy infiltracijos j navika erdvinius aspektus.
Mokslininkai naudojo pancitokeratino fluorescencinj dazymg naviko ir
stromos regionams atskirti, ta¢iau ribg tarp naviko ir stromos jie vis tiek
nubrézé rankiniu bidu ir tik véliau ja automatiskai i$plété j fiksuoto 500 pm
ploc¢io IK. Nepaisant taikyto rankinio bado, IK buvo ismatuoti CD8+ lasteliy
pikseliai ir jvertintas NIL judrumas, o0 sukiirus jvairius matematinius
modelius, nustatyta, kad ne kolageno skaidulos, bet chemokinai uzkerta kelig
T limfocitams patekti j naviko Serd;.

Abiejuose aptartuose tyrimuose naviko ir stromos regionas buvo
nustatytas ne pagal klasikinj Tarptautinés imuniniy ir onkologiniy
biozymeny darbo grupés rekomenduojama apibrézima, taciau IK nustatytas
labai pana$iai, kaip ir Siame disertacijos darbe. Vis délto, zvelgiant j
disertacijoje pristatyto tyrimo strategija, galima teigti, kad SZ nustatymas
buvo maziau priklausomas nuo naviko augimo pobiidzio, tikslumo
atpazjstant ir segmentuojant atskiras naviko lgsteles ir nereikalavo
papildomy IHC dazymy naviko audinio komponentams atskirti. Antra
vertus, SZ nebuvo nustatyta kaip fiksuoto plocio riba, o tiksliai atspindéjo
trimates naviko ir stromos elementy sgsajas ir jy erdvinius aspektus
dvimaciame patologijos vaizde. D¢l $iy priezasCiy pritaikyta metodologija
buvo maziau priklausoma nuo konkre¢iy naviko morfologiniy savybiy,
jautresné ir tikslesné negu aptarti automatiniai ar pusiau automatiniai naviko
ir stromos IK nustatymo metodai.
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5.2. Sasajos tarp imunogradiento rodikliy ir iS§gyvenamumo duomeny
rezultaty aptarimas

Automatiskai nustacius SK ir SZ, apskaiciuoti SZ CD8+ imuniniy Igsteliy
tankio profiliai bei kiekybiniai CD8+ lasteliy tankio ir imuniniy lasteliy
erdvinius aspektus (CD8+ lasteliy gradientg j naviko dalj) apibiidinantys
kintamieji, kurie buvo susieti su pacienciy iSgyvenamumo duomenimis
(4.5 pav., 4.5 ir 4.6 lentelés). Nustatyta, kad CD8+ lasteliy tankio per se
rodikliai turi prognozing verte ankstyvosios stadijos HRDK serganciy
pacienéiy imtyje, pavyzdziui, su geresne pacienciy prognoze susijes CD8+
lasteliy tankio vidurkis SKj ir SZg naviko dalyje. CD8+ lgsteliy tankio
vidurkis SZy stromos dalyje taip pat atskleidzia tendencija, kad didesnis CTL
kiekis yra susijgs su geresne pacienciy prognoze, nors rezultatas buvo
statistiSkai nereikSmingas. Nepaisant to, pritaikius daugialypi Kokso
regresijos modelj, nustatyta, kad CD8+ lasteliy absoliutusis tankis SZg
naviko dalyje yra nepriklausomas geros prognozés rodiklis, atsizvelgiant j
amziaus grupe, limfmazgiy btkle ir CD8+ MC vidurkj (4.6 lentelé, 1-asis
modelis). Sis rodiklis gali bati taikomas antinavikinio imuninio atsako
biologinéms savybéms numatyti ankstyvosios stadijos HRDK méginiuose.

Rodikliai, atspindintys CDS8+ lasteliy SZ erdvini poslinkj naviko
atzvilgiu, atskleidé, kad CD8+ MC vidurkio rodiklis, kuris atspindéjo CD8+
lasteliy gradientg j naviko dalj, yra stipriai susijes su geresniu HRDK
pacienciy iSgyvenamumu ir yra nepriklausomas geros prognozés duomuo
Kokso regresijos modelyje, kuriame buvo analizuoti ir kiti SZ CD8+ lgsteliy
tankio rodikliai kartu su klinikiniais ir patologiniais kintamaisiais
(4.6 lentelé, 1-asis modelis). Atitinkamai nustatyta, kad IN, kuris atspindéjo
staigy CD8+ lasteliy tankio sumazéjima tarp stromos ir naviko daliy, yra
susijes SU trumpesniu pacien¢iy iSgyvenamumu. Sis parametras yra
vienintelis i§ imunogradiento rodikliy rinkinio, kuris nepriklausé nuo SZ
plocio, todél jis gali biti apskai¢iuotas net ir siauriausioje SZ, t.y. zonoje,
kurig sudaro trys Sesiakampiai elementai. Tai leidzia kelti hipoteze, kad IN
rodiklis gali suteikti papildoma prognozine vertg, ypac tais atvejais, kai néra
galimybés nustatyti platesng SZ, pavyzdziui, kai analizuojamo naviko plotas
yra labai mazas arba tiriama biopsiné medziaga. Taip pat nustatyta, kad
rodikliai, kurie atspindéjo CD8+ lgsteliy erdvinj poslinkj j naviko dalj,
suteiké papildoma prognozing verte (plg. vertinamus tik CD8+ Iasteliy
tankio rodiklius) (4.6 lentel¢, 1 ir 2 modeliai).

Atlikus faktoring analiz¢, nustatyti du vidiniai, linijiniu pozitriu
savarankiski variacijos veiksniai: CD8+ lasteliy tankis (1 faktorius) ir CTL
poslinkis (gradientas) j naviko puse¢ (2 faktorius) (4.4 pav.). CD8+ tankio ir
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gradiento faktoriai buvo reikSmingai susij¢ SuU geresniu pacienciy
iSgyvenamumu (4.5 pav. J ir K dalys). Be to, daugialypiu Kokso regresijos
modeliu nustatyta, kad agreguotas SZ CD8+ faktorius, gautas sudéjus CD8+
tankio ir CD8+ gradiento faktoriy jvercius, yra nepriklausomas ilgesnio
iSgyvenamumo prognozinis duomuo (4.6 lentelé, 2-asis modelis). Tai jrodeé,
kad, derinant imuniniy lasteliy infiltrato absoliuty tankj bei erdvinius
aspektus, galima ne tik tiksliau jvertinti naviko mikroaplinka, bet ir gauti
papildomos prognozinés vertés tiriant antinavikinj imuninj atsaka
apibiidinancius biologinius rodiklius.

Moksliniai tyrimai?i%3%-3% patvirtina, kad, sergant ER—, HER2+ ir
TNKYV, didesnis NIL kiekis yra susij¢s su geresne pacienty prognoze, taciau,
tiriant ER+ ir HER2- KV, nustatyti duomenys yra prieStaringi®h 3%,
Viename 1§ tyrimy®®, analizuojant 12 439 KV méginius, nebuvo nustatyta
sasaja tarp iSgyvenamumo ir vizualiu biidu jvertinto CD8+ T lgsteliy tankio.
M. Sobralis-Leite ir bendraautoriai®!, analizave NIL, remdamiesi IHC ir
SVA, ER+ KV, nustaté, kad CD8+ T lasteliy tankis susijgs su blogesniais
K. H. Lee ir kt.3!° nurod¢, kad NIL gali turéti skirtingg prognozinj poveikj
skirtinguose KV tipuose, taciau Sios hipotezés patvirtinti negaléjo —
rezultatai buvo statistiSkai nereikSmingi. Atliekant disertacijoje pristatoma
tyrima, analizuojant imunogradiento rodikliy rinkinj, HRDK sergancios
pacientés ne tik buvo suskirstytos j prognozines grupes, bet ir buvo nustatyta
§iy rodikliy ilgalaiké prognoziné verté. Ypac rysSkus nuo laiko priklausomas
poveikis nustatytas tiriant agreguoto SZ CD8+ faktoriaus ir ankstyvosios
stadijos HRDK serganciy pacienciy iSgyvenamumo sgsajas. Daugiau negu
92 proc. pacienciy iSgyveno 5-erius metus po atliktos operacijos. Praéjus 5-
iems metams, pacienciy iSgyvenamumas pradéjo zenkliai skirtis ir po 10
mety iSgyvenamumas tarp auksto ir zemo rodiklio grupiy skyrési 32 proc.
(4.5 pav. L dalis). Palankesne tikimybe iSgyventi turéjo pacientés, kuriy
méginiuose buvo nustatytas aukstas imuninj atsaka apibiidinantis rodiklis
(tikimybé iSgyventi 10 mety laikotarpj sieké 87 proc.). Pacientéms, kurioms
nustatytas zemas agreguoto SZ CD8+ faktoriaus jvertis, tikimybé iSgyventi
10 mety laikotarpj sieké tik 55 proc. Taigi aptartas rezultatas pabrézia
minéto rodiklio potencialg numatyti ilgalaike pacienéiy, kurios serga
palyginti gerai kontroliuojama liga, prognozg ir pabrézia, kad antinavikinés
imuninio atsako savybés, susijusios su pacienciy iSgyvenamumu, gali bati
nustatytos vertinant CD8+ limfocitus ir taikant naviko ir stromos SZ
nustatymo metodika. Remiantis Siuo rezultatu taip pat galima daryti
prielaida, kad tam tikru metu pritaikyta imunoterapija baty naudinga
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pacientéms, kurioms nustatytas HR+ KV bei mazas imuninis atsakas —
absoliutus CD8+ tankis navike ir (arba) Siy lasteliy gradientas j naviko Serdj.

5.3. Sasajos tarp imunohistocheminiy biozymeny ir heterogeniskumo
rodikliy bei i§gyvenamumo duomeny rezultaty aptarimas

Sukurtas HRDK mikroaplinkos ir erdvinio konteksto pozymiy modelis,
HER?2 ir Ki67), imuninj atsaka ir hipoksijos savybes apibudinantys rodikliai,
buvo susietas su isgyvenamumo parametrais (4.9 ir 4.10 pav., 13 priedas,
4.10 lentel¢). Sis prognozinis modelis ne tik patvirtino disertacijos pirmos
dalies rezultatus, kad HRDK naviko mikroaplinka yra biologiskai ir
prognoziSkai svarbus elementas, bet ir leido nustatyti, jog integruotas
prognozinis modelis gali biiti gautas remiantis vien tik IHC méginiy SVA
duomenimis ir atspindéti tris biologinius HRDK pozymius: PgR raiskos,
proliferacijos intensyvumo ir naviko mikroaplinkos imuninio atsako
(4.10 lentelé, 2-asis modelis). Reikia pastebéti, kad Sie rodikliai pranoko KV
standartinius Klinikinius ir patologinius parametrus. Be to, nustatyta, kad
vidunavikiniai PgR ir Ki67 raiskos heterogeniskumo rodikliai suteikia
papildomos prognozinés vertés, palyginti su Siy biozymeny kiekybiniais
jveréiais, o pasitelkus Haralicko tekstiros ir bimodaliSkumo rodiklius
vidunavikiniam biozymeny rai$kos nevienalytiSkumui apibiidinti, galima
Zymiai padidinti prognozinio modelio statistinj reikSminguma (4.10 lentelé,
1-asis ir 2-asis modeliai). Disertacijoje taip pat jrodyta, kad vidunavikinis
PgR heterogeniskumas ir CD8+SATBI+ lasteliy tankis navike yra
ankstyvosios stadijos HRDK nepriklausomi geros prognozés rodikliai
(atitinkamai PR = 0,22, p = 0,0015 ir PR = 0,3, p = 0,0035), kurie atskleidzia
naujy jzvalgy apie KV biologija ir heterogenis$kuma.

Standartiniy KV biozymeny SVA kiekybinius rezultatus palyginus su
»auksiniu standartu® laikomu vizualiu patologo jvertinimu, nustatyta, kad
SVA rezultatai ir patologo jvertinimas statistiSkai reikSmingai susije.
Maziausias koreliacijos koeficientas nustatytas analizuojant HER2 baltymo
raiska, didziausias — analizuojant PgR (4.6 pav.). Minétina, kad panasis
SVA sutapimo su vizualiu jvertinimu rezultatai pristatomi ir kity tyréjy
darbuose®13% pavyzdziui, M. R. Jakobsenas ir bendraautoriai®!! nustaté,
kad, jvertinus HER2 raiska SVA ir vizualiu budu, rezultatai sutapo
70,6 proc. (x koeficientas sieké 0,67), o K. Arihiro ir kt.3'? pristatytame
tyrime nurodoma, kad, jvertinus Ki67 raiska SVA ir vizualiu budu,
koreliacijos koeficientas sieké 0,738 (p < 0,01). Taigi SVA ne tik suteikia
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galimybe objektyviai apibudinti konkretaus biozymens raiska, bet ir
uztikrina atkuriamus THC jvertinimo rezultatus bei, pritaikius SeSiakampiy
gardeliy metodika, leidzia jvertinti vidunavikinj bioZymens raiskos
heterogeniSskumg ir IHC biozymeny sasajas.

Disertacijoje, atlikus i8samy 7 THC bioZymeny raiskos tyrimg Viso pjtvio
HRDK  méginiuose, apskaiCiavus kiekybinius ir heterogeniskuma
apibiidinan¢ius rodiklius bei pritaikius faktoring analize, nustatyta
reikSminga daugybiniy IHC biozymeny rysiy strukttira, kuri suteikia naujy
duomeny ir jzvalgy apie KV biologinius procesus (4.8 pav.). Remiantis
rotuoty faktoriy kraiviais, nustatyta, kad tirti rodikliai formuoja 5 vidinius
nepriklausomus variacijos veiksnius, taciau statistiSkai svarbiausia faktoriy,
kuris paaiskino didziaja dalj (daugiau negu 33 proc.) biozymeny profilio
variacijy, apibidino CD8+ bei CD8+SATBI1+ Igsteliy tankis naviko ir
stromos audiniuose. Sis faktorius, kurj galima vadinti KV imuninio atsako
veiksniu, ne tik pabrézia imuniteto biologing svarba HRDK méginiuose, bet
ir atskleidzia, kad egzistuoja stiprus rySys tarp CD8+ bei CD8+SATB1+
lasteliy. Nustatyta sgsaja taip pat leidzia daryti prielaidg, kad epigenetinio
kontrolés baltymo (SATBI1) jvertinimas imuninés kilmés lgstelése gali
suteikti papildomos biologinés informacijos (toliau zr. 5.3.1. poskyrj). 2-aji
nepriklausomg faktoriy, kuris paaiskino kitg didel¢ dalj (~24 %) 7 IHC
biozymeny profilio variacijos, sudaré¢ PgR procentiné dalis naviko dalyje ir
PgR vidunavikinj heterogeniskumg apibtidinantys rodikliai — PgR AshD ir
entropija. Sis faktorius ne tik pabrézia PgR rodiklio svarba analizuojant
HRDK méginius, bet ir leidzia kelti hipoteze, kad tarp PgR kiekybinio
jvertinimo ir nevienalytiSkumo parametry egzistuoja tiesioginis rysys,
galintis turéti jtakos pacienty iSgyvenamumui (toliau zr. 5.3.3. poskyrj). 3-ajj
nepriklausomg faktoriy, kuris paaiskino ~20 proc. tirty bioZymeny profilio
variacijos, sudaré Ki67 procentiné dalis naviko dalyje bei Ki67
nevienalytiskumg apibudinantis rodiklis — Ki67 Haralicko tekstiiros
entropija. Sis faktorius pabrézia proliferacija apibiidinanéio biozymens
svarbg HRDK ir, kaip ir 2-asis faktorius, nusako, kad tarp Ki67 kiekybinio
jvertinimo ir heterogeniskumo parametro egzistuoja stiprus rysys. 4-asis ir 5-
asis faktoriai, kuriuos apibtidino ER entropijos ir AshD rodikliai, paaiskino
likusig ~24 proc. IHC biozymeny variacijos dalj. Abu veiksniai nustatyti
kaip nepriklausomi. Sie nevienalytiskumo rodikliai pabrézia ER
heterogeniskumo svarbg analizuojant HRDK méginius.
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5.3.1 Sasajos tarp imuninj atsakg apibudinanciy rodikliy ir iSgyvenamumo
duomeny rezultaty aptarimas

Be kiekybinio ir erdvinio baltymy raiskos, heterogeniskumo ir naviko
mikroaplinkos jvertinimo, disertacijoje taip pat analizuotas epigenetinio
reguliavimo aspektas — tirtas plataus masto epigenetinis kontrolés baltymas
(SATB1). Mokslinéje literatiroje nurodoma, kad S§io baltymo raiskos
padidéjimas susijes su agresyvesniu naviko fenotipu ir blogesne pacienty
prognoze’ 80-82.317" tagjay, tiriant skirtingus navikus ir vertinant Sio baltymo
biologing ir prognozing reikSmes, nustatyti rezultatai yra nevienareikSmiai.
S. Cai ir bendraautoriai®®® bei H.J. Han ir kt.”%, atlike iSsamius SATBI
tyrimus, nustaté, kad pernelyg didelé SATBI raiska yra susijusi su agresyviu
KV fenotipu, taciau E. lorns ir bendraautoriai” negaléjo pagristi, kad
SATBL skatina KV patogeneze, o C. I. Selinger ir kt.3'° tirdami ploks¢iy
lasteliy plauciy karcinomos méginius, netgi jrod¢, kad SATB1 sumazéjimas
susijes su blogesne prognoze. Vis délto dauguma tyrimy’ > 7" kuriuose
analizuojama SATBL1 sintezés poky¢iy jtaka patogenezei, yra atlikti tiriant
navikiniy audiniy ekstraktus, nei$skiriant atskiry naviko audinio daliy. Sis
aspektas ypa¢ svarbus, turint omenyje, kad geny raiSkos eksperimentai?3-2%
taip pat jrodo, jog SATBI1 reguliuoja mazdaug 300 T lgsteliy geny. Atlikus
iSsamius peliy tyrimus, nustatyta, kad pelés, neturinéios SATB1, mirsta
vidutiniskai po trijy savai¢iy dél imuninés funkcijos sutrikimo?2 3%, Be to,
2017 m. T. L. Stephenas ir bendraautoriai®®, tirdami peliy Igsteles, nustaté,
kad SATB1 dalyvauja antinavikiniame imuniniame atsake, ir jrodé, jog
sumazéjusi SATBI sintezé T lastelése padidina PD-1 sintezg 40 karty. Tai
sutrikdo imuniniy lasteliy proliferacinj pajéguma ir jy efektorines funkcijas.
Sie rezultatai leidZia kelti hipoteze, kad ankstesni tyrimai™ ™ 7 galéjo bati
netikslis, ypac tie, kuriuose SATB1 sintezés pokyc¢iai analizuoti molekuliniu
lygmeniu, nesant galimybés atskirti naviko ir mikroaplinkos lasteliy. Dél
Sios priezasties disertacijoje SATB1 raiska vertinta ne tik atsizvelgiant j
atskiras navikinio audinio dalis, bet ir tiriant imuninés kilmés Igsteles.

Siekiant tiksliai jvertinti SATBI1 poky¢ius naviko ir mikroaplinkos
lastelése, SATB1 ir CD8 baltymy raiskai nustatyti buvo jdiegta dIHC tyrimo
metodika. Tiriant viso pjivio méginius ir atlikus SVA, ne tik patvirtintas
ankstesnio tyrimo®, kuriame tirtos ty paciy pacien¢iy mikrogardelés,
rezultatas, jog didesné SATBI raiska yra prognoziskai svarbi, bet ir
papildomai jrodyta, kad SATBL1 prognozinis poveikis KV yra susijes su
vidunavikiniu CD8+SATBI1+ lasteliy tankiu (4.10 lentelé, 2-asis modelis).
Devyniais atvejais SATB1 raiska nustatyta ir naviko lastelése, tadiau to
nepakako, siekiant jrodyti §io Zymens sgsajg su pacienéiy iSgyvenamumu
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(PR=0,19, p=0,064). Kita vertus, atlikus vienalype regresijos analize,
matyti, kad CD8+ lasteliy tankis stromos ir naviko dalyse yra susijgs Su
geresne pacienCiy prognoze, taciau daugialypiame Kokso regresijos
modelyje nepriklausomu geros prognozés rodikliu tapo CD8+SATBI1+
lasteliy tankis naviko dalyje (PR=0,3, p=0,0035). Be to, tiriant
CD8+SATBI1+ lasteliy infiltrato prognozing verte, taip pat nustatyta, kad
SATB1 dazniau sintetinamas stromos lastelése negu naviko audinyje
(atitinkamai 26 % ir 21 %, p <0,0001, 4.7 pav. B dalis). Taigi, remiantis
Siais rezultatais, galima teigti, kad CD8+SATB1+ T lgstelés suteikia daugiau
prognozinés informacijos negu kiekybinis CD8+ limfocity jvertinimas.
Daroma prielaida, kad SATB1 raiska CD8+ lgstelése atspindi aktyvuoty
imuniniy Igsteliy ypatybg, 0 CD8+SATB1+ tankis navike gali biiti taikomas
imuniniam atsakui ankstyvosios stadijos HRDK méginiuose jvertinti.

5.3.2 Sasajos tarp hormony receptoriy rodikliy ir iSgyvenamumo duomeny
rezultaty aptarimas

Jau kelis deSimtmecius, Siekiant nustatyti paciento prognoze ir atsaka |
hormony terapijg, ER ir PgR raiSkai jvertinti taikomas IHC tyrimas®,
Iprastai klinikinéje praktikoje IHC rezultatai vertinami kokybiskai ir
tirilamieji méginiai skiriami j neigiamus, silpnai teigiamus ar teigiamus
navikus®?=24, Vis délto mokslinéje literatiiroje apraSytais tyrimais3?-324
jrodyta, kad papildomos prognozinés vertés gali suteikti ir kiekybinis ER ir
PgR raigkos vertinimas. J. M. Bartlettas ir bendraautoriai®*?? nustaté¢, kad ER
ir PgR IHC raiskos kiekybinis jvertinimas leidzia numatyti ankstyva ligos
pasikartojimo rizikg pacientams, kuriems nustatoma vidutiné HR raiska,
palyginti su pacientais, kuriy méginiuose nustatoma didesné negu 80—
85 proc. ER ir didesné negu 75 proc. PgR raiska. Minéti tyréjai taip pat
jrodé, kad pacientams, kuriems nustatyta didelé ER raiska, tikslingas
gydymas eksemestanu®??,

Disertacijoje, pritaikius SVA ir kiekybiskai jvertinus ER ir PgR
procentines dalis naviko lastelése, taip pat nustatyta, kad didesné negu
74 proc. ER raiSka yra susijusi su blogesne pacienc¢iy prognoze, o didesné
negu 3 proc. PgR raiska leidzia numatyti ilgesnj pacienciy iSgyvenamuma.
duomenys ir standartiniy KV bioZymeny procentinés dalys naviko audinyje,
leido nustatyti nepriklausoma PgR prognozing reiksme¢ (PR =0,29,
p = 0,0028), atsizvelgiant j limfmazgiy bikle (4.10 lentelé, 1-asis modelis).
Panasius rezultatus taip pat pateiké J. M. Bartlettas ir bendraautoriai®?? bei
P.J. Lamy ir kt.3?® kurie nustaté, kad didesné PgR raiska yra susijusi su
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geresne pacienty prognoze. C. A. Purdie ir bendraautoriai®®, istyre 1283
pacientus, taip pat jrod¢, kad didesné PgR raiska yra nepriklausomos geros
prognozés rodiklis ankstyvosios stadijos KV, atsizvelgiant | limfmazgiy
bikle, naviko dydj, diferenciacijos laipsnj ir ER raiska. Minéti tyréjai padaré
prielaida, kad ER+ navikuose, kurie néra isplite i limfmazgius, PgR raiskos
jvertinimas gali turéti daugiau prognozinés informacijos negu ER ar Ki67,
t.y. leidZia nustatyti pacientes, kurioms prognozé yra kur kas blogesné ir
reikéty taikyti agresyvesne adjuvanting terapija®?®. Siuos rezultatus patvirtina
dar 1978 m. K. B. Horwitz ir W. L. McGuire®*® bei 1981 m. W. C. Yu ir
kt.32" atlikti tyrimai, kurie leido daryti prielaida, kad padidéjusi PgR raiska ir
funkcijos tiesiogiai priklauso nuo ER, o sumazéjusi PgR raiSka yra susijusi
su ER signalinio kelio funkcijos praradimu ir sumazéjusiu pacienty atsaku j
hormony terapijg. 2010 m. A. M. Thompsonas ir bendraautoriai®?® taip pat
nustaté, kad, vystantis KV, net 26 proc. HR+ KV serganciy pacienty PgR
raiska sumazéja ir jie tampa atspards taikomai hormony terapijai, o
pasteb¢jimas, kad HR+ navikai dazniausiai virsta PgR— po 6-eriy mety (kai
nutraukiama standartiné adjuvantiné endokrininé terapija), leidzia kelti
hipotezg, jog hormony terapijos pratesimas (daugiau negu 5-erius metus)
galéty pailginti Siy pacienty iSgyvenamumo laikotarpj*?®. Nepaisant to,
viename i§ apzvalginiy straipsniy®?!, kuriame jvertinta 19 tyrimy ir
iSanalizuoti 30 754 KV méginiai, nustatyta, kad aiskiy jrodymy, leidZianéiy
teigti, jog kiekybiskai jvertinus ER ir (ar) PgR gaunama prognoziné ar
predikciné verté, néra. Vis tik siiloma neapsiriboti tik kokybinio jvertinimo
rezultatais, kad onkologai nesamoningai nepriimty skirtingy gydymo
sprendimy®?, Minétini ir informacinés ribonukleino riigsties (iRNR) bei IHC
duomenimis pagristi moksliniai tyrimai®?=3% kuriais nustatyta, kad
pacienty, kuriy méginiuose fiksuota maza ER raiska (1-10 %), prognozé
néra susijusi su ilgesniu iSgyvenamumu ar atsaku j hormony terapija,
palyginti su pacientais, kuriy ER ir (ar) PgR raiska buvo didesné negu
10 proc. Remiantis $iais duomenimis, Amerikos klinikinés onkologijos
draugija ir Amerikos patology Kkolegija, 2020 m. atnaujinusios ER ir PgR
vertinimo gaires®, rekomendavo, nustacius silpng ER raiskg (1-10 proc.
raiska vykdanciy lasteliy), patologijos tyrimo diagnozg papildyti komentaru,
kad biologiniu aspektu tokio tipo navikai yra panasesni j HR— ir taikytina
hormony terapija gali nesuteikti papildomos naudos. Atkreiptinas démesys,
kad gairése neuzsimenama, kaip uztikrinti atkuriamus THC vertinimo
rezultatus.
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5.3.3 Sasajos tarp vidunavikinio heterogeniskumo rodikliy ir iSgyvenamumo
duomeny rezultaty aptarimas

Sesiakampiy gardelés elementy metodika, kuri ankstesniuose
darbuose*** buvo pasiiilyta Ki67 heterogeniSkumui jvertinti, disertacijoje
taip pat buvo pritaikyta, siekiant apskaic¢iuoti ER, PgR ir Ki67 Haralicko
tekstiros ir AshD bimodaliskumo rodiklius. Analizuojant PgR
heterogeniSkuma, empiriSkai jrodyta netiesin¢ priklausomybé tarp PgR
raiskos intensyvumo naviko audinyje ir PgR Haralicko teksttiros entropijos
rodiklio (4.11 pav.). Sia sasaja galima paaiskinti i§gauty savybiy pobudziu —
mazesnis heterogeniskumas nustatomas mazos ir ypac intensyvios raiskos
méginiuose, taCiau netiesinés sgsajos svarba pabrézia rezultatas, kad PgR
entropija yra geros prognozés rodiklis (4.10 pav. H dalis), kuris
daugialypiame Kokso regresijos modelyje suteiké daugiau informacijos negu
Kiekybinis PgR raiskos jvertis per se (4.10 lentelé, 2-asis modelis). Minéta
rezultata papildomai patvirtino pacienc¢iy suskirstymas j tris ir dvi grupes
pagal raiskos intensyvumg (4.12 pav.). Nustatyta, kad pacienéiy, kurios buvo
priskirtos prie mazos (nustatyta maziau negu 20 proc. raiSska vykdanciy
lasteliy) ir prie intensyvios (nustatyta daugiau negu 80 proc. raiska
vykdanciy lasteliy) raiskos grupiy, prognozé buvo prastesné negu pacienciy,
kurios buvo priskirtos prie vidutinés raiSkos grupés (nustatyta daugiau negu
20 proc., bet maziau negu 80 proc. raiskg vykdanciy lasteliy) (p = 0,0035)
(4.12 pav. B dalis). Si netiesiné PgR raikos ir heterogeniskumo rodikliy
sasajos biologiné reik§mé dar turi bati iSanalizuota detaliau, taciau ji
patvirtina N. Andor ir bendraautoriy®** nuostata, kad ,vidunavikinis
heterogeniskumas yra universalus, nors galbit netiesinis, prognozinis
biozymuo*. Gautas rezultatas taip pat leidzia paaiskinti, kodél tyrimuose®?-
825 kuriais siekta nustatyti prognozing ir (arba) predikcing sgsajg su
kiekybiSkai iSmatuotais ER ir PgR, buvo gauti dviprasmiski rezultatai,
nepaisant naudoty skirtingy metodiky ir (ar) ribiniy veréiy. Duomeny apie
PgR vidunavikinj heterogeniskuma yra labai mazai, taciau nustatyta, kad
apie 29 proc. KV méginiy pasireiSkia heterogeniska PgR raiska®® tiriant
0,6 mm diametro navikinio audinio mikrogardeles. Tik 88 proc.
mikrogardeliy atspindéjo ta patj PgR raiskos lygj, kaip ir tiriant visa KV
audinj®®, o tiriant 1 mm diametro mikrogardeles, rezultatai sutapo tik 67—
90 proc.**. Daroma prielaida, kad dél PgR heterogeniskos raiskos, tyrimuose
neturéty biti vertinama tik 50-100 naviko Igsteliy ar audiniy mikrogardeliy,
nes iSauga tikimybé PgR raiska jvertinti klaidingai neigiamai®?®. Vis délto
mokslinéje literatliroje apraSytuose tyrimuose®? 3%:3% gasaja tarp PgR
heterogeniSkumo ir KV pacienty prognozés nebuvo vertinta.

101



Disertacijoje taip pat nustatyta nepriklausoma Ki67 vidunavikinio
heterogeniSskumo, jvertinto AshD bimodaliskumo rodikliu, prognoziné verté
(4.10 lentelé, 2-asis modelis). Daugialypiame Kokso regresijos modelyje
Ki67 AshD rodiklis pranoko Ki67 kiekybinj jvertj per se ir buvo susietas su
trumpesniu pacienéiy isgyvenamumu. Sis rezultatas, kurio pasiekta tiriant
kita pacienciy imtj, kitoje laboratorijoje dazytus IHC méginius bei taikant
Siek tiek skirtingus SVA (kitas audinio klasifikatorius ir kiti kiekybinés
analizés parametrai) ir SeSiakampiy elementy parametrus (kitas SeSiakampio
gardelés elemento kradtinés ilgis), atkartojo anks¢iau gautus** tyrimo
rezultatus ir patvirtino Ki67 AshD prognozing vert¢ analizuojant KV
méginius. Ki67 bimodaliskumo rodiklio nepriklausoma prognoziné verté
buvo patvirtinta papildomai atsizvelgus j PgR vidunavikinj heterogeniskuma
ir imuninj atsakg apibtdancius rodiklius, kurie jtraukti j disertacijoje
pristatyta HRDK serganciy pacienciy imties iSsamy tyrima.

Apibendrinant galima teigti, kad disertacijoje jrodyta, jog, taikant didelio
efektyvumo, automatizuota ir duomenimis pagrjsta naviko ir stromos SZ
nustatymo btidg, mikroskopiniuose vaizduose galima iSgauti naujus ir
kliniskai naudingus antinavikinio imuninio atsako rodiklius. Pastarieji ne tik
leido suskirstyti pacientes ] geros ir blogos prognozés grupes, bet ir iSryskino
didesn¢ bendrojo i§gyvenamumo tikimybe HRDK sergantiems pacientams,
praéjus 5 metams po operacijos, analizuojant imuninio infiltrato erdvines
savybes apibudinan¢ius imunogradiento rodiklius. Antra vertus, sukirus
integruotg ir THC vaizdais pagrjsta prognozés modelj, nustatyti trys
nepriklausomi HRDK biologiniai pozymiai: PgR raiskos, naviko
proliferacijos ir naviko mikroaplinkos imuninio atsako. Nustatyta, kad
SATB1 prognozinis poveikis KV yra susijes su vidunavikiniu
CD8+SATBI1+ lasteliy tankiu, kuris yra nepriklausomas geros prognozes
rodiklis ir galéty buti taikomas kaip antinavikinio imuniteto biologinis
zymuo. Minétina, kad vidunavikiniai PgR ir Ki67 raiskos heterogeniskumo
rodikliai yra informatyvesni negu $iy biozymeny rai$kos jveréiai, o didelis
PgR ir mazas Ki67 vidunavikinis heterogeniskumas yra nepriklausomi geros
prognozés rodikliai HRDK imtyje.

5.4. Tyrimo testinumas

Tyrimas atliktas su palyginti nedidele pacienty grupe, kuri pasizyméjo
gana gera ligos eiga. Retrospektyviniai duomenys apie taikytus terapijos
biudus neleido jvertinti nustatyty biologiniy Zymeny predikcinés vertés,
todél, siekiant patvirtinti naviko ir stromos SZ nustatymo, imunogradiento
rodikliy rinkinio, PgR ir Ki67 vidunavikinio heterogeniskumo ir imuninio
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atsako, jvertinto tiriant CD8+ ir SATB1 biozymenis, metodologijos jautruma
ir prognozing verte, biitini tolesni didelio masto pacienty tyrimai, kurie bty
papildyti ilgalaikio stebéjimo ir taikomos terapijos duomenimis. Vis délto,
atlikus tyrima, gauti statistiS$kai reikSmingi prognoziniai modeliai, kurie
jrodé SVA pritaikymo galimybes tiriant KV audinius, nudazytus IHC biidu,
ir leido nustatyti HRDK sergancias pacientes, kurioms gresia trumpesnis
iSgyvenamumas, sergant palyginti gerai kontroliuojama liga.
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ISVADOS

. Sukurtos SVA reikalavimus atitinkancios standartizuotos ER, PgR,
HER2, Ki67, CD8 ir HIF 1a. IHC procediiros.

. SVA rezultaty SeSiakampiy gardeliy analitika pagristas KV audinio
mikroaplinkos tyrimo metodas leidzia automatizuotai nustatyti naviko ir
stromos SZ ir joje apskaiciuoti CD8+ imuniniy lasteliy tankio profilius
ir antinavikinj imuninj atsakg apibtidinan¢ius imunogradiento rodiklius.
. Ankstyvosios stadijos HRDK serganciy pacienciy imtyje nustatyta
agreguoto SZ CD8+ imunogradiento faktoriaus nepriklausoma teigiama
prognoziné verté. Sis rodiklis leidzia patikimai prognozuoti atokius (po
5 mety) pacienéiy iSgyvenamumo duomenis (atitinkamai 87 % ir 55 %
i8gyvenamumo tikimybés po 10 mety).

. Sukurtas integruotas IHC biozymeny raiskos vidunavikinio
heterogeniSkumo ir antinavikinio imuninio atsako modelis, pagrjstas
trimis IHC biozymenimis, apibiidinanc¢iais HRDK biologinius
pozymius: imuninio atsako, PgR raiskos heterogeniskumo ir naviko
proliferacijos heterogeniskumo. Sis modelis leidzia patikimai ir
nepriklausomai nuo klinikiniy ir patologijos parametry jvertinti HRDK
bendrojo isgyvenamumo prognoze. Reik§mingy sgsajy su patologijos,
klinikos duomenimis nenustatyta.

. CD8+SATBI1+ lasteliy tankis navike (>2lastelés/mm?) yra
nepriklausomas geros HRDK prognozés rodiklis, kuris gali buti
vertinamas kaip aktyvaus imuninio atsako prie$ navika pozymis.
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PRIEDAI

1 priedas. Klinikings ir patologinés pirminio naviko (T) kategorijos ir kriterijai

T kategorija

TX

Pirminis navikas negali bati nustatytas.

TO Pirminio naviko néra.
Tis (DCIS) Nustatyta duktaliné in situ karcinoma.
Tis (Paget) Nust_atyta spenelio Pageto 'Iiga', ku_ri néra _susijusi su in situ
karcinoma ir (arba) duktaline in situ karcinoma.
T1 Nustatytas navikas, kurio didZiausias skersmuo <20 mm.
T1mi Nustatytas navikas, kurio didziausias skersmuo <1 mm.
T1a Nustatytas navikas, kurio didziausias skersmuo >1 mm, bet
<5 mm.
Nustatytas navikas, kurio didziausias skersmuo >5 mm, bet
Tib
<10 mm.
Nustatytas navikas, kurio didziausias skersmuo >10 mm, bet
Tic
<20 mm.
T Nustatytas navikas, kurio didziausias skersmuo >20 mm, bet
<50 mm.
T3 Nustatytas navikas, kurio didziausias skersmuo >50 mm.
T4 Nustatytas bet kokio dydzio navikas, kuris pazeidZia kritinés
lastos sieng ir (arba) oda.
Taa Nustatyta_ls nayikas_, kuris _pl_inta j kriitinés lgstos sieng, kriitinés
raumenj ir j gilesnius audinius.
Nustatytas kruties odos iSop¢jimas ir (arba) odoje esantys
T4b satelitiniai naviko mazgeliai ir (arba) odos edema, ta¢iau
uzdegiminés karcinomos pozymiy néra.
T4c Nustatyti T4a ir T4b pozymiai.
T4d Nustatyta uzdegiminé karcinoma.
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2 priedas. Klinikings ir patologinés iplitimo j sritinius limfmazgius (N) kategorijos

ir kriterijai

N kategorija

Patologiniai kriterijai

Ivertinti regioniniy
limfmazgiy iSplitima néra

Ivertinti regioniniy limfmazgiy
i$plitima néra galimybiy (pavyzdziui,

NX galimybiy. jie nepasalinti histologiniam tyrimui
arba buvo pasalinti anks¢iau).
NO I$plitimo j sritinius I$plitimo j sritinius limfmazgius
limfmazgius nenustatyta. nenustatyta.
Sritiniuose limfmazgiuose nustatyta
NO(i+) - mazesné negu 0,2 mm navikiniy
lasteliy sankaupa.
I8plitimas j sritinius limfmazgius
nenustatytas tiriant histologiskai,
NO(mol+) B ta¢iau nustatytas atlikus molekulinius
tyrimus.
Nustatytas i$plitimas j tos Nustatyta mikrometastaziy arba 1—
N1 pacios pusés I, Il lygio 3 metastazés j pazasties limfmazgius
pazasties limfmazgius. arba isplitimas j uzkratinkaulio
limfmazgius (kliniskai nepatvirtinta).
Nustatyta mikrometastaziy, Nustatyta mikrometastaziy, mazesniy
N1imi mazesniy negu 2 mm, bet negu 2 mm, bet didesniy negu
didesniy negu 0,2 mm. 0,2 mm.
Nustatytos 1-3 metastazés | paZasties
Nla - limfmazgius, viena i§ jy — didesné
negu 2 mm.
N1b B Nustatytas iSplitimas j uzkrutinkaulio
limfmazgius (kliniskai nepatvirtinta).
Nic - Nustatyti N1a ir N1b pozymiai.
Nustatytas i$plitimas j tos Nustatytos 4-9 metastazés j pazasties
pacios puseés I, Il lygio limfmazgius arba kliniSkai nustatytas
pazasties limfmazgius, kurie  i$plitimas j uzkratinkaulio
N2 suauge tarpusavyje ar su limfmazgius be metastaziy j paZasties
kitomis struktiromis, arba limfmazgius.
i$plitimas j uzkriitinkaulio
limfmazgius.
Nustatytas i$plitimas j tos Nustatytos 4-9 metastazés | paZasties
pacdios pusés paZasties limfmazgius, viena i§ jy — didesné
N2a limfmazgius, kurie suauge negu 2 mm.
tarpusavyje arba su kitomis
struktfiromis.
Nustatytas iSplitimas j Kliniskai nustatytas isplitimas j
uzkritinkaulio limfmazgius ~ uzkratinkaulio limfmazgius
N2b be metastaziy j paZasties (nebutinai patvirtintas histologinio
limfmazgius. tyrimo metu), nesant i$plitimo j
pazasties limfmazgius.
N3 Nustatytas i$plitimas j Nustatyta 10 ar daugiau metastaziy j

poraktikaulinj limfimazgj

pazasties limfmazgius arba j
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Lentelés tesinys.

(111 lygis), esant isplitimui j
pazasties limfmazgius (1, Il
lygis) ar §io i$plitimo nesant,
arba nustatytas i$plitimas j
uzkratinkaulio limfmazgius,
esant isplitimui j paZasties
limfmazgius, arba i$plitimas
1 tos pacios pusés
virSraktikaulinj limfmazgj,
esant isplitimui j paZasties ar
uzkriitinkaulio limfmazgj ar
Sio i§plitimo nesant.

poraktikaulinj limfmazgj (111 lygis)
arba kliniskai nustatytas i$plitimas j
uzkratinkaulio limfmazgius
(nebutinai patvirtintas histologinio
tyrimo metu), esant i$plitimui j
pazasties limfmazgius, arba daugiau
negu 3 metastazés | pazasties ir
uzkratinkaulio limfmazgius arba
nustatytas isplitimas j tos pacios
pusés virSraktikaulinj limfmazgj.

Nustatytas i$plitimas j tos
pacios pusés poraktikaulinj

Nustatyta 10 ar daugiau metastaziy j
pazasties limfmazgius, viena is jy —

N3a limfmazgj. didesné negu 2 mm, arba j
poraktikaulinj limfmazgj (111 lygis).
Nustatytas i$plitimas j Kliniskai nustatytas isplitimas j
uzkritinkaulio ir pazasties uzkritinkaulio limfmazgius
limfmazgius. (nebtinai patvirtintas histologinio
tyrimo metu), esant nustatytam
N3b Y e . .
i$plitimui j vieng ar daugiau pazasties
limfmazgiy, arba daugiau negu
3 metastazés j pazasties ir
uzkriitinkaulio limfmazgius.
Nustatytas i$plitimas j Nustatytas i$plitimas j tos pacios
N3c virSraktikaulinj kraities pusés virSraktikaulinj limfmazgj.

limfmazgj.

137



3 priedas. Klinikinés ir patologinés i$plitimo j gretimus organus (M) kategorijos ir
kriterijai

M kategorija Klinikiniai ir patologiniai T kriterijai

MO Tiriant kliniskai ar radiologiskai, tolimyjy metastaziy nenustatyta.

Tiriant kliniskai ar radiologi$kai, tolimyjy metastaziy nenustatyta, bet,
tiriant mikroskopiskai ar taikant molekulinius tyrimus, nustatyta ne

MO(i+) didesniy negu 0,2 mm navikiniy lasteliy sankaupy ar cirkuliuojanciy
naviko lgsteliy kraujyje, kauly ¢iulpuose ar kituose audiniuose,
i§skyrus sritinius limfmazgius.

Tiriant kliniskai ar radiologiSkai ir (ar) patvirtinus histologiskai,
M1 I S .
nustatyta tolimyjy metastaziy, didesniy negu 0,2 mm.
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4 priedas. Kriities vézio diferenciacijos laipsnio (G) kategorijos ir kriterijai

G kategorija G Kkriterijai

GX Naviko diferenciacijos laipsnis nezinomas.

Gl Gerai diferencijuotas navikas (gauti 3-5 balai).

G2 Vidutiniskai diferencijuotas navikas (gauti 67 balai).
G3 Blogai diferencijuotas navikas (gauti 8-9 balai).

G4 Nediferencijuotas navikas.
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5 priedas. Krities véZio grupavimas j stadijas pagal pirminio naviko (T), i$plitimo j
sritinius limfmazgius (N) ir i$plitimo j gretimus organus (M) kategorijas

Stadija T kriterijus N kriterijus T kriterijus

0 Tis NO MO
1A T1 NO MO
IB TO N1mi MO
IB T1 N1mi MO
1A TO N1 MO
A T1 N1 MO
A T2 NO MO
1B T2 N1 MO
IIB T3 NO MO
A TO N2 MO
A T1 N2 MO
A T2 N2 MO
A T3 N1 MO
A T3 N2 MO
1B T4 NO MO
1B T4 N1 MO
1B T4 N2 MO
lHc Bet koks T N3 MO
v Bet koks T Bet koks N M1
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6 priedas. Krities véZio grupavimas j stadijas pagal pirminio naviko (T), i§plitimo j
sritinius  limfmazgius (N) ir iSplitimo | gretimus organus (M) kategorijas,
diferenciacijos laipsnj bei estrogeno receptoriaus (ER), progesterono receptoriaus
(PgR) ir 2-0jo zmogaus epidermio veiksnio receptoriaus (HER2) baltymy sintezés
rezultatus

Stadija TNM . Dl.fere.nc' HERZ. ER sintezé PgR sintezé

kriterijus laipsnis sintezé

0 Tis NO MO Bet koks Bet kokia Bet kokia Bet kokia

1A . Teigiama
B Sre— Teigiama —_—

1A - Neigiama

Teigiama —
1A - Teigiama
Neigiama _—
1A Neigiama
— Gl -

1A - Teigiama
—_— Teigiama _—

1A Neigiama Neigiama

1A g Neigiama Teigiama

1A Neigiama

1A Teigiama Teigiama

1A I 9 Neigiama

Teigiama — —

1A Neigiama Teigiama

1A T1NO MO Neigiama

A TONIMiMO G2 Teigiama

T1 N1mi NO Teigiama =~ — —dana___
1A Neigiama Neigiama

1A g Neigiama Teigiama

IB Neigiama

1A Teigiama Teigiama

1A Teigiama 9 Neigiama

1A g Neigiama Teigiama

1A G3 Ne_lg_lama

1A - Teigiama
—_— Teigiama —_—

1A - Neigiama

Neigiama —

IB g Neigiama

IB Teigiama g Neigiama

IB g Neigiama Teigiama
A Gl Ne_lg_lama

1A . Teigiama
—_— Teigiama —_—

IB I Neigiama

Neigiama — —

IB Neigiama Teigiama
A T9NIO “Neigiama
1A TLNIMO Teigiama
S T2NOMO Teigiama =~ ——dand___

IB Teigiama Neigiama

1B g Neigiama Teigiama
A G2 Ne_lg_lama

1A . Teigiama
Ty SE— Teigiama —_—

A Neigiama Neigiama

A g Neigiama _Teigiama

A Neigiama
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Lentelés tesinys.

1A i Teigiama

—_— Teigiama _————
A Teigiama Neigiama
A g Neigiama Teigiama

1A G3 Ne_lg_lama

IB - Teigiama
—_— Teigiama _—
1A - Neigiama

—_— Neigiama —

1A Neigiama Teigiama

A 9 Neigiama

IA . Teigiama
—_— Teigiama _—
11B - Neigiama
T S— Teigiama —

1B - Teigiama
—_— Neigiama —_—
1B Neigiama
Y E— Gl —

1A - Teigiama
—_— Teigiama —_—
11B - Neigiama
- Neigiama —
B Neigiama — —lcidlama
1B 9 Neigiama

IB . Teigiama
TS Teigiama —_—
11B - Neigiama
-5 Teigiama —

11B Neigiama Teigiama
1B T2N1MO - g Neigiama

IB T3 NO MO . Teigiama
TS Teigiama —_—
11B - Neigiama
- Neigiama —
B Neigiama — —lcidlama
1B 9 Neigiama

IB . Teigiama
TS Teigiama —_—
1B - Neigiama
-5 Teigiama —

1B _ Teigiama
- Neigiama —_—
11B Neigiama

— G3 —

1A . Teigiama
ST Teigiama —_—
1B - Neigiama
e Neigiama —
B Neigiama — —lcidlama
A g Neigiama

IB . Teigiama

— Teigiama —_—
B Teigiama Neigiama
A g » Nustatyta

— Neigiama —_——
A Gl Neigiama
B Nustatyta _Nustatyta
A Neigiama Neigiama
A~ TONO MO : Neigiama _Nustatyta
HIA T4 N1 MO g Neigiama
1B T4N2MO Teigiama  _lelgiama
HIA T* N3 MO - 9 Neigiama
BT Teigiama —

A . Teigiama
— Neigiama —_—
A Neigiama
T S— G2 —

IB - Teigiama
— Teigiama —_—
HIA - Neigiama
A Neigiama —
A Neigiama — —lcidlama
1B 9 Neigiama
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Lentelés tesinys.
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A Teiciama Teigiama
A - 9 Neigiama
— Teigiama —
A - Teigiama
Neigiama _—
A Neigiama
T S— G3 -
11B - Teigiama
—_— Teigiama —_——
A - Neigiama
— Neigiama —
IicC 9 Neigiama
A Teiciama Teigiama
B - g Neigiama
— Teigiama —
1B - Teigiama
—_— Neigiama _—
1B Neigiama
A Gl —
A - Teigiama
—_— Teigiama _—
1B - Neigiama
T - Neigiama —
B Neigiama — —lcidlama
1B 9 Neigiama
A Teigiama  _lelgiama
e Teigiama g Neigiama
1B T4 NO MO g Neigiama Teigiama
= T4 N1 MO - g Neigiama
_MA_ T4N2MO Teigiama  _lelgiama
1iB T* N3 MO - 9 Neigiama
T - Neigiama —
1B Neigiama Teigiama
11[e; g Neigiama
I11B Teigiama Teigiama
1IB iy g Neigiama
TS Teigiama —
1B . Teigiama
—_— Neigiama _—
1B Neigiama
T N G3 —
1B . Teigiama
—_— Teigiama _—
Ic - Neigiama
i~ Neigiama —
Ic Neigiama Teigiama
Ic 9 Neigiama
v T*N* M1 Bet koks Bet kokia Bet kokia Bet kokia
* — bet koks



7 priedas. Lietuvos bioetikos komiteto leidimas

(T
s

LIETUVOS BIOETIKOS KOMITETAS

BiudZeting jstaiga, Vilniaus g. 16, LT-01402 Vilnius, tel. (8 5) 212 4565,
faks. (8 5) 260 8640, cl. p. Ibek(@bioetikasam.It, http://bioetika.sam.1t
Duomenys kaupiami ir saugomi Juridiniy asmeny registre, kodas 188710595

Aidai Laurinavi¢ienei 2017-09-6 Nr. 6B-17-7F7
1 Rastg el. pastu
kodas: 07-06-07

DEL BIOMEDICININIO TYRIMO NR. 40

Susipazing su Jisy 2017 m. rugpjigio 9 d. gautu praSymu dél biomedicininio tyrimo
»Molekuliniy kriities véZio Zymeny verté nustatant ligos eigos ir gydymo ypatumus* (protokolo Nr.
40) informuojame, kad Lietuvos bioetikos komitetas neprieitarauja:

- protokolo (versija 1, 2017-06-19) naudojimui;

- tyréjos Dovilés Zilénaités ir tyréjo Mindaugu Morkiino dalyvavimui;

- atleidimui nuo informuoto asmens sutikimo gavimo papildomy Zymeny nustatymui

jau surinktai biologinei medZiagai;

- biomedicininio tyrimo pratesimui iki 2020 m.;

Direktorius Eugenijus Gefenas

Inesa Tadarovskaja tel. 852610632, ¢l. pastas: Ibck@bioetika.sam.lt
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8 priedas. Imunogradiento rodikliy tarpusavio sgsajy analizés rezultatai

(koreliacijos koeficientas (r) ir p verté)

Rodiklis D8 CD8_  CD8_ CD8_ CD8_ CD8_  CD8_  CD8_  CD8_
MC vid MC sn IN_vid vid_S sn_S vid SK  sn_SK vid NA sn_NA

CD8_ 1

MC_vid

CD8_ 0,78 1

MC_sn <0,0001

CDS_ -0,71 -0,70

- 1

IN_vid <0,0001  <0,0001

CD8_ -0,23 -0,28 0,06 1

vid_S 0,02 0,004 0,52

CD8_ -0,20 -0,33 0,07 0,96 1

sn_S 0,04 0,001 0,50 <0,0001

CD8_ 0,26 0,21 -0,38 0,78 0,78 1

vid_SK 0,01 0,04 0,0001 <0,0001 <0,0001

CD8_ 0,12 0,04 -0,20 0,82 0,86 0,95 1

sn_SK 0,23 0,72 0,05 <0,0001  <0,000L  <0,0001

CD8_ 0,55 0,49 -0,73 0,55 0,54 0,86 0,74 1

vid_NA <0,0001  <0,0001  <0,0001  <0,0001  <0,0001  <0,000L  <0,0001

CD8_ 0,51 0,48 -0,69 0,56 0,56 0,85 0,75 0,98 1

sn_NA <0,0001  <0,0001  <0,0001  <0,0001  <0,0001  <0,0001  <0,0001  <0,0001

CD8_MC vid CD8+ Igsteliy masés centro vidurkis, CD8 IN_vid —

imunonuokrycio vidurkis, CD8 vid ir CD8 sn — CD8+ Igsteliy vidurkis ir
standartinis nuokrypis atitinkamai: SZg stromos dalyje (S), sqveikos kraste (SKs) ir
SZy naviko audinio dalyje (NA). Zalia spalva paryskinti statistiskai reikSmingi
koreliacijos koeficientai.
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9 priedas. Rotuoty CD8+ lgsteliy tankio faktoriy struktiira

Imunogradiento rodiklis, 1 faktorius 2 faktorius

lastelés/mm?
CD8_MC_vid -0,03 0,90
CD8_MC_sn -0,11 0,91
CD8_IN_vid -0,14 -0,90
CD8_vid_S 0,95 -0,22
CD8_sn_S 0,95 -0,23
CD8_vid_SK 0,92 0,31
CD8_sn_SK 0,95 0,13
CD8_vid_NA 0,73 0,66
CD8_sn_NA 0,74 0,63
CD8 MC vid - CD8+ Igsteliy mases centro vidurkis, CD8 IN vid—

imunonuokrycio vidurkis, CD8 vid ir CD8 sn — CD8+ Igsteliy vidurkis ir
standartinis nuokrypis atitinkamai: SZg stromos dalyje (S), sqveikos kraste (SKs) ir
SZgnaviko audinio dalyje (NA).
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10 priedas. Erdvinés naviko Haralicko tekstiiros rodikliy tarpusavio sasajy analizés
rezultatai (koreliacijos koeficientas (r) ir p verté)

Rodiklis Energija Homoge- Entropija  Kontrastas Skirtin- xohp
niSkumas gumas
ER
Energija 1
o 0,92
HomogeniSkumas <0.0001 1
. 0,93 0,98
Entropija <0,0001 <0,0001 1
-0,70 -0,85 0,84
Kontrastas <0,0001 <0,0001 <0,0001 1
- 0,86 0,98 0,97 0,94
Skirtingumas <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 1
0,01 0,04 -0,04 -0,09 -0,06
AshD 0,88 0,72 0,68 0,36 0,56 1
PgR
Energija 1
o 0,97
HomogeniSkumas <0.0001 1
. -0,98 -0,99
Entropija <0,0001 <0,0001 1
-0,79 -0,88 0,85
Kontrastas <0,0001 <0,0001 <0,0001 1
A -0,92 -0,98 0,97 0,95
Skirtingumas <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 1
-0,42 -0,40 0,41 0,34 0,39
AshD <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0005 <0,0001 1
Ki67
Energija 1
oy 0,96
HomogeniSkumas <0.0001 1
Le -0,97 -0,99
Entropija <0,0001 <0,0001 1
-0,76 -0,89 0,88
Kontrastas <0,0001 <0,0001 <0,0001 1
P -0,93 -0,99 0,98 0,94
Skirtingumas <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 1
-0,22 -0,23 0,25 0,27 0,25
AshD 0,03 0,02 0,01 0,006 0,01 .

AshD — ASmano D bimodaliskumo rodiklis. Statistiskai reik§mingi koreliacijos
koeficientai paryskinti Zalia spalva.
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11 priedas. Imunohistocheminiy biozZymeny ir heterogeniskumo kintamyjy rodikliy sasajy analizés rezultatai (pateiktas koreliacijos koeficientas

ir p verté)
Rodiklis ER% PR%  HER2%  Kis7oe ~ CP8-  CDS_ Si?g_l sg'tr)gi HIFla%_  HIFla%_ ER_ ER_ POR_ POR_ Ki67_ Kie7_
9 tS t_NA ts t NA~ S NA entropija AshD entropija AshD entropija AshD

ER% 1
PgR% oodgc?s 1
HER2% o oo L
i 010  -013 0,18
Ki67% 032 018 0,07 1

-0,30 -0,23 0,05 0,23
CDE LS 0,002 0,02 0,62 0,02 1

0,64

-0,33 -0,17 0,02 0,24 !
CD8_t NA 0,001 0,08 0,82 ooz <000 1
CD8 SATBL. 027  -0,12 0,00 028 082 054 L
ts 0,007 0,24 0,36 0,01 g g
SATBL. 024 006 005 024 oo g, 049
t NA ' ‘ ' ' 1 1 '

-0,14 -0,13 0,14 0,30 0,21 0,30 0,23 0,27
HIF1a%_S 0,17 0,19 0,16 0002 003 0,002 0,02 0,007 1

0,47

-0,31 -0,19 0,01 0,11 i 0,37 0,33 0,21 0,46
HIF1a%_NA 0,002 0,06 0,90 029 %% o002 0001 0,03 <0,0001 1
ER_ 0,13 0,07 016 001 008 012  -004 0,12 0,12 0,03 1
entropija 0,21 0,51 0,10 0,89 044 025 0,72 0,22 0,24 0,79
ER AShD 0,07 0,19 004 008 009 009  -006 0,06 0,06 0,04 0,04 1

-~ 0,46 0,06 0,67 0,43 036 040 0,58 0,53 0,54 0,69 0,68
PgR_ 0,26 0,66 -0,33 -0,15 -0,08 0,02 —-0,0003 0,01 -0,15 -0,18 0,31 -0,12 1
entropija 001  <0,0001 0,001 0,13 045 085 0,99 0,91 0,14 0,07 0,002 0,24
POR AShD 0,11 0,37 014 003 004 003 -0,0004 0,004 0,05 01 001 009 041 1
gR 0,26 0,0001 0,16 08 073 079 0,99 0,97 0,65 031 0,92 039  <0,0001
Ki67_ 023 020 013 %88 015 019 0,19 0,22 0,20 0,08 013 009 021 0,11 1
entropija 0,02 0,04 0,2 ] 013 006 0,06 0,03 0,04 0,44 0.2 0,36 0,03 0,28
Ki67 AShD 0,11 0,03 0,05 027 002 0,02 0,10 0,06 0,05 0,06 021 -006 0,06 0,08 0,25 1
- 0,25 0,76 0,64 0,01 08 083 0,31 0,55 0,61 057 0,04 0,55 0,58 0,45 0,01

AshD — Asmano D bimodaliskumo rodiklis, t — tankis, S — stromos audinys, NA — naviko audinys. Zalia spalva paryskinti statistiskai reiksmingi
koreliacijos koeficientai.
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12 priedas. Rotuoty standartiniy kriities vézio, vidunavikinio heterogeniskumo,
imuninio atsako ir hipoksijos savybes atspindin¢iy bioZymeny faktoriy struktiira

Rodiklis . 2 3 4 >
faktorius faktorius faktorius faktorius faktorius
ER% -0,45 0,43 0,03 0,08 0,09
PgR% -0,16 0,84 -0,06 -0,01 0,23
Ki67% 0,19 -0,09 0,92 -0,02 0,02
HER2% 0,01 -0,49 0,11 -0,32 -0,15
CD8 t NA 0,82 0,001 0,14 0,15 -0,06
CD8 t S 0,85 -0,08 0,01 0,01 -0,10
CD8 SATB1 t S 0,81 0,04 0,10 -0,15 -0,09
CD8 SATB1 t NA 0,68 0,09 0,24 0,19 -0,02
HIF1a%_S 0,44 -0,14 0,21 -0,13 0,39
HIF1a%_ NA 0,62 -0,20 -0,07 -0,02 0,29
ER_entropija 0,05 0,17 0,01 0,85 -0,16
ER_AshD -0,11 0,07 -0,06 0,003 0,80
PgR_entropija 0,002 0,83 -0,08 0,18 -0,20
PgR_AshD 0,05 0,63 -0,07 -0,27 -0,21
Ki67_entropija 0,12 -0,19 0,90 -0,05 0,004
Ki67_AshD -0,03 0,21 0,43 -0,49 -0,20

AshD — Asmano D bimodaliskumo rodiklis, t — tankis, S — stromos audinys, NA —
naviko audinys.
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13 priedas. Vienalypé regresijos analizé, taikant logranginj kriterijy pacienéiy
iSgyvenamumui prognozuoti (n = 101)

- Pavojaus . 9.5 %. . . Slenkstiné
Rodiklis o pasikliautinasis  p verté .
rizika . verté
intervalas
Standartiniy kriities véZio bioZymeny rodikliai

ER% 3,11 1,16-8,34 0,017 74,45

PgR% 0,30 0,14-0,68 0,002 3,072

Ki67% 2,13 0,80-5,71 0,120 13,67
HER2% 0,39 0,17-0,92 0,025 0,4874

Vidunavikinio heterogeniSkumo rodikliai

ER_energija 4,56 1,36-15,31 0,007 0,098

ER_homogeniskumas 3,40 1,52-7,62 0,002 0,774

ER_entropija 0,09 0,01-0,68 0,003 4,503

ER_kontrastas 0,31 0,14-0,71 0,004 1,401
ER_skirtingumas 0,32 0,14-0,70 0,003 0,5577

ER_AshD 2,11 0,72-6,17 0,160 4,123
PgR_energija 5,36 2,12-13,52 <0,0001 0,4139
PgR_homogeniskumas 4,88 2,02-11,79 0,0001 0,8461

PgR_entropija 0,21 0,08-0,52 0,0002 2,862

PgR_kontrastas 0,22 0,09-0,56 0,0005 1,502
PgR_skirtingumas 0,15 0,05-0,44 <0,0001 0,7272

PgR_AshD 0,32 0,14-0,71 0,003 1,418
Ki67_energija 0,48 0,20-1,17 0,100 0,8141
Ki67_homogeniskumas 0,46 0,19-1,12 0,079 0,9603
Ki67_entropija 2,06 0,85-4,98 0,100 0,6304

Ki67_kontrastas 2,11 0,93-4,74 0,066 0,301
Ki67_skirtingumas 2,16 0,89-5,21 0,079 0,07948

Ki67_AshD 2,48 1,09-5,68 0,026 1,733

Imuninio atsako rodikliai

CD8_t S 0,31 0,11-0,82 0,013 48,57

CD8_t_NA 0,23 0,10-0,57 0,0005 7,678

CD8_SATB1_t S 0,32 0,13-0,81 0,011 4,445

CD8_SATB1_t NA 0,26 0,11-0,57 0,0004 2,045

Hipoksijos savybes atspindintys rodikliai

HIF10% S 0,43 0,15-1,26 0,11 0,1192

HIF10% NA 0,46 0,16-1,35 0,15 0,01922

AshD — Asmano D bimodaliskumo rodiklis, t — tankis, S — stromos audinys, NA —
naviko audinys.
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PADEKA

,DidZiausias isstkis gyvenime yra jveikti savo paties
(nusistatytas) ribas ir eiti taip toli, kaip niekada nebiatum né
svajojes.

PAUL GAUGUIN

Visy pirma, i§ visos Sirdies noriu padékoti prof. dr. Arvydui Laurinavi¢iui
ir doc. dr. Aidai Laurinavi¢ienei. Tik Jus galéjote padéti man pasirinkti
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January 28, 2020. The distribution of tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) within the tumor microenvironment provides
strong prognostic value, which is increasingly important with the arrival of new immunotherapy mo-
dalities. Both visual and image analysis—based assays are developed to assess the immune contexture
of the tumors. We propose an automated method based on grid subsampling of microscopy image
analysis data to extract the tumor-stroma interface zone (IZ) of controlled width. The IZ is a ranking of
tissue areas by their distance to the tumor edge, which is determined by a set of explicit rules. TIL
density profiles across the IZ are used to compute a set of novel immunogradient indicators that reflect
TIL gradient towards the tumor. We applied this method on CD8 immunohistochemistry images of
surgically excised hormone receptor—positive breast and colorectal cancers to predict overall patient
survival. In both cohorts, the immunogradient indicators enabled strong and independent prognostic
stratification, outperforming clinical and pathologic variables. Patients with breast cancer with low
immunogradient levels had a prominent decrease in survival probability 5 years after surgery. Our study
provides proof of concept that data-driven, automated, operator-independent IZ sampling enables
spatial immune response measurement in the tumor-host interaction frontline for prediction of disease
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One of the most prominent discoveries in modern genet-
ics—analysis of the whole human genome sequence—has
made it possible to determine specific genetic mutations
associated with cancer. This determination has led to the
definition of cancer as a cell disease caused by genetic
mutations.'> Although genetic mechanisms explain many
aspects of tumor progression, many hallmarks of cancer,
including host immune and inflammatory response, angio-
genesis, and metabolic disarrangements, evolve in the
context of the tumor microenvironment (TME).” In partic-
ular, a major driving force of local tumor—host tissue in-
teractions are inflammatory and immune cell infiltrates.
Solid tumors are infiltrated by both innate immunity cells
(natural Killer cells, macrophages, neutrophils, and phago-
cytes) and adaptive immunity cells (T lymphocytes, B
lymphocytes, and dendritic cells).* Recently, discoveries of

Copyright © 2020 American Society for Investigative Pathology. Published by Elsevier Inc.

the mechanisms by which cancer cells inhibit host antitumor
immune response and new immunomodulating therapies
have shifted focus toward a search for antitumor immune
response components and biomarkers.”°

Tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) and their distri-
butions within TME compartments have been reported as
potential prognostic and predictive biomarkers in various
types of cancer. Studies in clinical and experimental settings
have revealed the prognostic role of CD3%, CD4*, CD8*,
and FOXP3" TILs in many types of solid human tumors,
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such as melanoma, colorectal, breast, lung, bladder, prostate,
renal, and hepatocellular carcinomas.”’ " Because TILs are
represented by several subsets of T and B cells with complex
interactions and roles, their assessment in the TME requires
taking both functional and spatial aspects into account to
understand their roles as major components of antitumor
response.'’ A comprehensive study of colorectal cancer
(CRC) immunome by Galon et al,'* based on digital image
analysis (DIA) of immunohistochemistry (IHC) slides,
revealed that the densities of CD3" and CD8* TILs in the core
tumor and the invasive margin (IM) correlate with the
outcome of the disease. This discovery led to a clinically
validated Immunoscore indicator, which was superior to the
conventional TNM staging system.'® Recent studies have
found prognostic and predictive value of high TIL infiltration
in triple-negative and human epidermal growth factor recep-
tor 2—positive breast cancer (BC).'*'> Naturally, intra-
tumoral T cells are considered an important cornerstone in the
emerging concept of Immunogram—a comprehensive
assessment of a patient’s antitumor response to guide im-
munotherapies in various cancers.'®”'® The success of these
studies has spawned into a search for novel image analytics
methods, also benefiting from multiple immunofluorescence
techniques, to develop combinatorial image biomarkers for
colorectal, prostate, and renal cancer. 1921

At the core of any method that aims to obtain a better un-
derstanding of tumor immune contexture is the task of
quantifying the individual immune cell subtypes and their
location relative to the tumor cells.***** The enumeration of
immune cells in the TME implies not only accurate detection
of the tumor and stroma regions but also a need for a clear and
reproducible delineation of the IM.* Regardless of whether
visual or DIA methods for outlining the IM are applied, the
definitions of the IM remain rather ambiguous. An early
description of the IM configuration was proposed by Jass
et al”* in 1986, who studied histomorphologic prognostic
indicators in rectal carcinoma and defined two different
configurations of the IM: expansive (or pushing) and infil-
trative. A pushing IM is identified visually when a clear
delineation of the tumor and host tissue is possible during
examination of the histologic slide. Tumors with an infiltra-
tive IM configuration have a relatively irregular growth
pattern in which it is difficult to delineate host tissue from
tumor cell aggregates.”**> Many other studies used the IM
definition by Mlecnik et al*®: a 1-mm-wide area around the
border separating the host tissue from malignant glands.
However, this definition does not provide an explicit expla-
nation of the border; it actually requires an expert’s judgment
to manually draw it. This remains a source of bias because it
leads to interobserver and intraobserver variance in tumors
with irregular and highly infiltrative growth patterns, and it
surely decreases the capacity of analysis, even if other anal-
ysis steps are automated. The only way to achieve a faster
manual IM annotation is to simplify the IM shapes, which
means leaving out the finer structural details. For instance, in
the Immunoscore border, the stromal pathways within the
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core tumor may not be included as part of the TME. Conse-
quently, the informative power and clinical utility of TILs and
other TME-context assays may be underachieved. Recently,
Harder et al’” applied a tissue phenomics approach to search
for image-based biomarkers in their study of prostate cancer
recurrence prediction. In particular, their DIA step used
morphologic operations to automatically delineate tumor
gland and stroma areas and subsequently sample the tumor
border as a region reaching equally far to both tumor and
stroma regions. Another recent study”’ proposed a data-
driven method to discover immune contexture biomarkers;
however, it included a manual step of tumor area delineation.

In this study, we present a novel set of immunogradient
indicators based on a new method of automated grid-based
extraction of the tumor-stroma interface zone (IZ). The
method first identifies the tumor edge (TE) using a set of
explicit rules based on IHC DIA data. Subsequently, the IZ is
extracted and ranked by the distance around the TE to allow
computing TIL density profiles across the IZ. The indicators,
reflecting TIL density gravitation toward the tumor, were
independent prognostic factors of better overall survival (OS)
in patients with hormone receptor—positive BC and CRC

Materials and Methods

Study Population and Tumor Characteristics

This study was performed in BC and CRC cohorts. The BC
cohort consisted of 102 patients diagnosed with early hor-
mone receptor—positive invasive ductal breast carcinoma as
described previously.”**’ Briefly, the patients were women
aged 27 to 87 years (median age, 59 years) who underwent
surgery in 2007 to 2009 at the National Cancer Institute of
Lithuania and were investigated at the Lithuanian National
Center of Pathology. The CRC specimens were obtained
from 101 patients diagnosed with stage I to III of primary
invasive adenocarcinoma and treated by surgical excision
without preoperative therapy in 2010 at Vilnius University
Hospital Santaros Clinics and investigated at the National
Center of Pathology. The CRC cohort included 60 women
and 41 men 45 to 89 years old (median age, 70 years). The
clinicopathologic and follow-up characteristics of the BC
and CRC patient cohorts are summarized in Table 1.

The patient studies were approved by and performed in
accordance with the guidelines stated by the Lithuanian
Bioethics Committee (protocol number 40, April 26, 2007,
update September 12, 2017, for the BC patient cohort;
protocol numbers L-13-03/1 and L-13-03/2 for CRC patient
cohort). Informed written consent was collected from all
patients prior to inclusion in the study.

IHC
Formalin-fixed, paraffin-embedded tissue was used for the

study; tumor tissue samples that contained the maximum
content of invasive tumor tissue (one formalin-fixed,
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paraffin-embedded block per patient) were selected. The
FFPE tissue sections were cut at 3-pum thickness and
mounted on positively charged slides. IHC was performed
by Roche Ventana BenchMark ULTRA automated slide
stainer (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ). Antibodies
against cytotoxic T-cell marker CDS8 (clone C8/144 B,
Dako, Glostrup, Denmark; antibody dilution 1:400) was
used followed by use of an ultraView Universal DAB
Detection kit (Ventana Medical Systems). The sections were
counterstained with Mayer hematoxylin. Positive staining
controls were performed in parallel using paraffin-
embedded human tonsil tissue.

Image Acquisition and Analysis

The THC slides were digitized at x20 magnification (0.5-pm
resolution) using a ScanScope XT Slide Scanner (Leica
Aperio Technologies, Vista, CA). DIA of the whole slide
images was performed using HALO version 2.2.1870
(Indica Labs, Corrales, NM). Cancer-specific artificial
intelligence tissue classifiers were trained using HALO Al
module to segment tumor, stroma, and background (con-
sisting of necrosis, artifacts, and glass) and tumor, stroma,

Table 1 Patient and Tumor Clinicopathologic Characteristics
Breast Colorectal

Characteristic cancer cohort cancer cohort
Patients, n 102 101
Age, years

Median 59 70

Range 2787 45—89
Sex, n (%)

Female 102 (100) 60 (59.0)

Male 0 41 (41.0)
Follow-up, months

Median 112 66

Range 17—-121 2-75
Died, n (%)

5-year follow-up 8 (7.8) 29 (28.7)

10-year follow-up 22 (21.6) Not available
Histological grade, n (%)

G1 23 (22.5) 5 (4.9)

G2 48 (47.1) 85 (84.2)

G3 31 (30.4) 11 (10.9)
Tumor invasion

stage (pT), n (%)

1 56 (54.9) 5 (4.9)

T2 46 (45.1) 19 (18.8)

T3 0 62 (61.4)

T4 15 (14.9)
Lymph node metastasis

status (pN), n (%)

NO 55 (53.9) 57 (56.4)

N1 35 (34.3) 24 (23.8)

N2 9 (8.8) 19 (18.8)

N3 3 (2.9) 1 (1.0)

The American Journal of Pathology m ajp.amjpathol.org

lymphoid follicles, necrosis, and background (consisting of
glass and artifacts) in BC and CRC, respectively. Subse-
quently, the Multiplex THC algorithm version 1.2 in HALO
was used to detect and extract coordinates of cytoplasmic
CDS8™ cells. For quality assurance, all image analysis results
were reviewed by a pathologist (A.Laurinavicius): three
whole slide images were excluded because of the need to
train a specific tissue classifier for the mucinous type of
tumor histology. Examples of THC and DIA analysis output
images are presented in Figure 1, A and B.

TE Detection

The automated edge extraction uses the pixel-wise classifi-
cation of the tissue by DIA (Figure 1, A and B). A hexag-
onal grid (hexagon side, 65 um) is overlaid in a random
position to subsample the DIA results (Figure 1C), as
described in previous studies.”*’ Inside each hexagon, a set
V of data variables (IHC-positive and IHC-negative cells
counts and tissue class areas) is collected. For robustness to
varying hexagon size, the method relies on area fractions
inside the grid elements instead of absolute areas. Regard-
less of how many classes were identified by the classifier,
only three area fractions are of interest here: tumor area
fraction #, stroma area fraction s, and background area
fraction b combined from the remaining classes extracted by
DIA. Figure 1D illustrates area fractions (¢, s, and b) as red,
green, and blue, respectively.

For any grid hexagon, &, denote the lookup of data var-
iable ve V as v(h), for example, tumor area fraction as #(h)
or simply ¢ when % is unambiguous. To identify hexagons
with abrupt changes, the change in any veV across the
hexagonal grid is calculated using derivatives along the
three hexagonal axes; d) denotes derivative of variable v
along axis x (at implicit hexagon h); for example, d is the
change of tumor area fraction along x. Total change is given
by the norm of the gradient |V, (k)|. Thus, the total change
in tumor area fraction used for interface extraction is as
follows (again omitting h):

W= @)+ () 4 (@) 1)

The numerical implementation of the hexagonal gradient
is similar to the hexagonal gradients as calculated according
to previous studies.’”*' However, whereas those methods
used a linear combination among derivatives to optimize for
computation speed, here all derivatives contribute to the
gradient to maximize the level of detail extracted. In
Figure 1E, |V,| is overlaid in the red color channel and il-
lustrates how it captures all changes of tumor.

For the extraction of the TE, only hexagons where the
tumor area changes because of neighboring stroma re-
gions are of interest. Thus, |V, is separated into a tumor-
stroma part and a tumor-background part by weighting it
with the relative changes in stroma and background area
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Figure 1

Tumor edge (TE) and interface zone (IZ) extraction steps. In general, tumor parts are red, stroma are green, and background is blue. A: Input

whole slide image (colorectal cancer CD8"). B: Pixels classified by digital image analysis. C: Grid overlay; hexagon side length is 65 um. D: Area fractions of
tumor, stroma, and common background. E: Tumor changes (red). F: Tumor changes separated into tumor-stroma (green) and tumor-background (blue)
changes. G: Extracted TE (yellow); gray is tumor-background interface, which is not part of TE. H: Random coloring of hexagonal distance to extracted edge
(yellow). I: Tumor and stroma aspects of IZ nine hexagons wide (IZ). Total computation time for all steps is <2 hours. Scale bars: 2 mm (A—T); 65 um (inset).

fractions. For 4. the relative changes in s and b are as
follows:

g el el
Sl |+ |2
. , @)
b =g |dx} =d ‘dx|
FEld] ]+ ]

The rationale is that if the amount of background area
changes very little across some hexagons, any change in
tumor area can be interpreted as being caused by change in
stroma area and vice versa. Note that d, + ,d}=d, ensures
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that no information is lost or added but merely separated.
The separation weights are similar along y and z, and thus
total change |V,| can be separated by s and b:

V.| = |Vi+ V| (3)

Figure 1F illustrates the separation of tumor changes into
tumor-stroma and tumor-background changes on the hex-
agonal grid using

9=/ () + () + () @
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as green and

2

9=/ () + () + () 9

as blue.

To consistently classify the hexagons into tumor, stroma,
background, TE, and tumor-background interface, the
normalized tumor gradient, denoted V,€[0;1] is used as a
probability for whether a hexagon should be part of the TE. The
complete set of steps for hexagon classification is as follows:

i) Hexagons with abrupt changes in tumor area fraction
are identified by testing if V, > 0.5. For all hexagons for
which this is the case, the maximum of V; and Vf’ will
subsequently determine whether the hexagon is part of the
TE or the tumor-background interface, respectively.

ii) Hexagons not deemed part of the TE by step 1 are
grouped into tumor, stroma, or background by the
maximum of area fractions of f, s, and b because
t+ s+b=1, where t,s, and be[0;1].

iii) TE invasive regions are identified as hexagons clas-
sified as tumor or stroma in step 2 and where the tumor and
stroma areas are of similar amount. Specifically, if | —s| <
0.25 the hexagon is deemed part of the invasive areas of TE.

Figure 1G shows the result of hexagon classification.

Tumor-Stroma IZ Extraction around the TE

Using a simple hexagonal distance transform, each hexa-
gon’s shortest distance to the extracted TE was computed.
Figure 1H shows the hexagonal distances using a random
color for each distance value. To identify the tumor and
stroma aspects of the IZ, ranks are established. For any
hexagon h,

if class(h) =tumour,  rank=distance
if class(h) = stroma, rank= — distance
rank(h)def if class(h)=TE, rank=0 ©
otherwise, ignore hexagon h

The extracted TE has rank 0; inside the tumor, the rank is
simply the positive distance from TE, and in stroma, it is the
negative distance. The remaining tissue classes (background
and tumor-background) are not included in further analyses.

The 1Z, now consisting of TE with adjacent tumor and
stroma tissue, can be defined for different choices of width.

Here, IZ,, denotes IZ consisting of rank interval [7 % %],

where [ ] is rounding to nearest integer toward 0. Similarly, it
is possible to define different widths of central TE by ranks. In
this article only, TE = TE, consisting of ry and TE; con-
sisting of ranks [—1; 1] are relevant. Unless otherwise
mentioned, TE refers to TE,. Figure 1T shows IZo; a nine-
hexagon-wide IZ with tumor and stroma aspects labeled as
red and green hexagons; their color intensity reflects distance
to the yellow TE (with an implicit width of 1).

Computing Immunogradient Indicators in the IZ

Information about cell densities within and across the IZ can be
computed by summarizing the hexagonal data values for each
rank into rank quantities (Table 2). The rank quantities form a
collective interface profile that reveals how cell densities (and
other features) vary inside and across the IZ. Examples of
CD8" cell density profiles are given for three tumors in
Figure 2. An additional set of cases from both the BC and CRC
cohorts illustrating the extracted IZ and immunogradient in-
dicators in various tumor growth patterns and CD8* density
profiles are included in Supplemental Figures S1—S12.

Table 2 Summary of Grid Data Variables, Rank Quantities, and Profile Indicators

Value Formula Statistical notation
Grid data variables
Positive cell counts Stain No. CD8
No. . .
Areas Area— 0. of plX?Li of tissue class 1.5, and B
pixels/um
;rea of class t's,and b
Area fractions Ningfggozi?ve stains
Cell density ? (D8_d
Ranks and rank quantities +
I Any rank in IZ of width w relZy are [r4,rs, ..., 13,14

q(r;)

Profile indicators
™

1D

A statistic of hexagons in r;
Mean of CD8 density in r,
Mean CD8 in tumor aspect
riq(r
M(g) = >, q(n)
>2,q(r)

(@) = 91)/g(r,)

Simple g's are mean and sd
CD8_mean (r,)
CD8_mean_T
CD8_CM_mean

CD8_ID_mean

CM, center of mass; ID, immunodrop; IZ, interface zone.
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(D8 cell density profiles. Scanned whole slide images (WSIs) of stained tissue (left). Extracted tumor edge (TE) is in yellow, stroma is in green,

tumor is in red, and background is in blue, which clearly illustrates the difficulties one would have to manually delineate an accurate margin around the tumor-
stroma interface (center). Interface zone (IZ) for nine hexagons centered at the yellow TE (right). The box-whisker plot represents mean, median, and variance
of the cell density within each of the ranks from —4 to 4. The ranks are colored according to both tissue aspects and distance to TE. Hexagon side length was

65 pum. BC, breast cancer; CRC, colorectal cancer. Scale bars = 2 mm.

To express the properties of directional variance (gradient)
from stroma to tumor aspect, profile indicators can be
calculated. Several indicators of cell density variance within
and across the IZ were tested for statistical power to predict
OS of the patients. Two cell density indicators were found to
be the most powerful:

Center of Mass

Center of mass (CM) was calculated as follows:
Zr T q(r,)

CM(q) = m ™

1314

where r; indexes all ranks in the IZ, for example, r,e [—4;4]
for 1Zoy, and ¢(r;) denotes choice of rank quantity, for
example, mean of CD8" cell density. The CM calculates a
coordinate along the horizontal axis under which one would
have to support the profile for it to remain in perfect hori-
zontal balance. Conversely, it can be understood as a mea-
sure of which part of the interface a biomarker gravitates (or
has a positive gradient) toward.

1D

Immunodrop (ID) was calculated as follows:
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q(r-1)
ID(q) o) ®)
This indicator represents abrupt change in the cell density
in the immediate vicinity of the TE and is calculated as the
ratio of the quantities in ranks —1 and 1. Because an abrupt
decrease in CD8™ cell density from rank —1 to rank 1 was
frequently observed, the indicator was named immunodrop.
All data values v, rank quantities ¢, and profile indicators
are summarized in Table 2. The total computation time for
the image analysis of the whole slide images and the
extraction of the TE and IZ for computation of the final
indicators was less than 2 hours per case. Summary statistics
of CM, ID, and IZ densities are presented in Table 3 for BC
and CRC using IZ width of nine and three hexagons,
respectively.

Statistical Analysis

After initial analyses, one CRC and five BC samples with
tumor areas in the whole slide image <4.5 mm?” were found
too small to extract sufficient IZ data; therefore, these cases
were excluded from further analyses. The distributions of
CD8™ cell counts and densities revealed left asymmetry;
therefore, logarithm-transformed values were used for
parametric statistics (for the sake of readability, the prefix
log is not used in the text or graphs). Summary statistics and
distribution analyses were performed with significance tests
based on one-way analysis of variance followed by Bon-
ferroni post hoc tests for pairwise comparisons, and a two-
sided Welch r-test was used to compare homogeneity of
variances. Factor analysis was performed using the factoring
method of principal component analysis; factors were
retained based on the threshold of the eigenvalue of 1.
General orthomax rotation of the initial factors was per-
formed. The software tool Cutoff Finder version 2.1
(Charité University, Berlin, Germany)z2 was used to deter-
mine a cutoff value for each indicator to test univariate and
multiple predictions of OS. The OS distributions for the

patients were estimated using the Kaplan-Meier method.
The log-rank test was used to assess the statistical signifi-
cance of differences between the stratified groups.

Regression analysis of the OS data was performed using a
Cox proportional hazards regression model obtained by a
stepwise likelihood ratio test procedure to analyze the in-
dependent prognostic significance of TIL density indicators
in the context of clinicopathologic variables. For both co-
horts, the best representable subset of variables was found
using leave-one-out cross-validation. To investigate the
combined power of CDS8 density and CDS8 gradient vari-
ables, a second model was obtained by replacing the
immunogradient CD8 variables with the aggregated 1Z
CD8™ cell response factor; see models 1 and 2 in Table 4.

The TE extraction and computation of hexagonal data
variables were implemented in C++ (g++ 7.3.8), using
libtiff version 5.2.4 (https://www.libtiff.org) and Boost
version 1.67  (https://www.boost.org). SAS  software
version 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC) was used to
perform statistical analyses. Plots were produced using R
software version 3.4.4 (R Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria).

Data tables with raw data and TE and immunogradient
results are available for both the BC and CRC cohorts,
including all subsampled hexagonal grids, extracted hex-
agonal variables, pathologic variables, and survival data.
The tables can be downloaded from Vilnius University
research  storage (https://www.midas.lt/action/resources/
790c85e2-f6e5-4db3-9d55-69bb6527b6a3, last accessed
January 30, 2020).

Results

Summary Statistics of CD8™ Cell Density Indicators in
the 1Z

A total of 102 BC and 101 CRC samples were used to
explore the prognostic power of the CD8™ cell densities in

Table 3 Summary Statistics of CD8 Density Indicators

Immunogradient indicators BC CRC

(CD8™ cell density, cells/mm?) Mean Median SD Mean Median SD
CD8_CM_mean —1.06 -1.18 0.81 —0.38 —0.37 0.15
CD8_CM_sd —1.16 —-1.25 0.54 —0.30 -0.29 0.12
CD8_ID_mean 4.53 3.23 5.33 4.94 3.61 3.61
CD8_mean_S 208.52 154.10 198.42 251.67 210.81 216.35
CD8_sd_S 365.48 315.74 234.20 313.28 283.19 174.72
CD8_mean_TE 147.64 109.12 164.55 178.01 123.30 194.66
CD8_sd_TE 257.86 212.61 159.14 244,58 213.62 166.54
CD8_mean_T 71.13 39.93 84.60 93.74 49.11 137.14
CD8_sd_T 116.37 95.91 87.66 122.60 102.73 91.06

The interface zone (IZ) and tumor edge (TE) settings were IZg (nine hexagons wide) and TE; (3 hexagons wide) for the breast cancer (BC) cohort and 17 and
TE, for the colorectal cancer (CRC) cohort. CD8_mean and CD8_sd are summarized in the stroma aspect (S), TE, and tumor (T) aspects, respectively. n = 102

BC; n = 101 CRC.

BC, breast cancer; CD8_CM_mean, center of mass for CD8 density by mean in ranks; CD8_CM_sd, center of mass for CD8 by variance in ranks; CD8_ID_mean,

immunodrop of mean density; CRC, colorectal cancer.
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Table 4

Multivariate Cox Proportional Hazards Regression Analysis with the CD8* Cell Density (CD8) Indicators and Their Factor Scores in

1Z4 with TE; for the Cohort of Patients with BC and in IZ; with TE, for the Cohort of Patients with CRC

BC CRC

Model 1 (LR = 18.20,

P = 0.0004) HR (95% CI) Pvalue Model 1 (LR = 22.54, P < 0.0001)  HR (95% CI) P value

pN status (NO vs N1—3)  2.61 (1.03—6.62) 0.0428  Age group by median 2.04 (1.15—4.09) 0.0453

CD8_CM_mean 0.33 (0.13—0.84)  0.0207  pT stage (T1—2 vs T3—4) 6.22 (1.48—26.21) 0.0128

CD8_mean_T 0.05 (0.01—0.28)  0.0005 CD8_CM_mean 0.39 (0.20—0.77) 0.0071

Model 2 (LR = 15.36,

P = 0.0005) Model 2 (LR = 21.58, P < 0.0001)

pN status (NO vs N1—3)  2.40 (1.01—5.72) 0.0488  Age group by median age 2.24 (1.12—4.50) 0.0235

Aggregated 1Z CD8" cell  0.23 (0.1—0.53) 0.0007  pT stage (T1—2 vs T3—4) and 5.25 (1.22—22.61) and  0.0260
response factor aggregated 1Z CD8™ cell 0.41 (0.19—0.87) and 0.0196

response factor

n = 102 BC; n = 101 CRC.

BC, breast cancer; CD8_CM_mean, center of mass for mean density; CD8_CM_sd, center of mass for density variance, CD8_ID_mean, immunodrop of mean
CD8 density; CRC, colorectal cancer; HR, hazard ratio; IZ, interface zone (numbers indicate number of hexagons); LR, likelihood ratio; S, stroma; T, tumor; TE,

tumor edge.

the stroma aspect, TE, and tumor aspect of the IZ and the
density profiles across it. The density profile indicators
included CM and ID. IZ widths of three, five, seven, and
nine hexagons, indicated as 1Z;, 1Zs, IZ;, and 1Z,, respec-
tively, were tested with TE width of both 1 (TE;) and 3
(TE3). The most significant prognostic stratifications were
achieved in IZy with TE; for BC and in IZ; with TE, for the
CRC samples. The relevant summary statistics of the in-
dicators are presented in Table 3.

The distribution of CD8™ cells within the IZ was similar
in both cancers: the densities were highest and most
dispersed in the stroma aspect, less abundant and dispersed
within the TE (both TE; and TE;), and lowest and less
dispersed in the tumor aspect of the IZ (P < 0.05) (Table 3).
Importantly, in both patient cohorts, a trend of IZ CD8™ cell
density decrease toward the tumor aspect was observed
(Figure 3).

Factor Analysis of the IZ CD8™ Cell Density Indicators

Two orthogonally independent factors of 1Z CD8" cell
density indicators were extracted for both the BC and CRC
cohort (Figure 4). Altogether, the two factors explained
90.92% and 95.64% of the variance in the data set in BC
and CRC, respectively, and the factor patterns were similar
between the cohorts. Factor 1 was characterized by strong
positive loadings of the variables that reflected the level of
CD8" density within all IZ aspects and was therefore
interpreted as the IZ CD8™" density level factor, also referred
to as CD8" density factor. Factor 2 was characterized by
strong positive loadings of CM for both means and SDs of
the CD8" densities and strong negative loading of the ID
indicator and thus represents the CD8" density change
across the IZ. Higher values of factor 2 scores reflect
increasing CD8" densities toward the tumor aspect of the
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interface; therefore, factor 2 can be interpreted as the 1Z
CD8™" density gradient, more specifically IZ CD8™ density
gradient toward tumor, also referred to as CD8" gradient
factor. Because both factors may represent important
(although independent) properties of the immune response,
the sum of factor 1 and factor 2 scores were computed as
aggregated IZ CD8™ cell response factor to test their com-
bined prognostic power.

Prognostic Value of the 1Z CD8™ Cell Density and
Gradient Indicators

Patient OS probability stratifications based on univariate
Kaplan-Meier analyses are presented in Figure 5, and
prognostic models obtained by multiple Cox proportional
hazards regression analyses are presented in Table 4. Two
models were investigated for both cohorts: model 1 used
the set of IZ CD8" cell density indicators along with the
clinicopathologic variables, and model 2 replaced the 1Z
CDS8™ cell density indicators with the aggregated IZ CD8™"
factor score. The models in both patient cohorts were
essentially similar, but the indicators derived from a wider
1Zy with TE; were more informative for the patients in the
BC cohort, whereas a narrow 1Z; with TE; provided better
prognostic stratification of the patients in the CRC cohort.
In the BC cohort, better OS was predicted by the CM for
the CD8" mean density and mean of the CD8™ density in
the tumor aspect of the IZ (model 1) as well as the
aggregated 1Z CD8™ cell response factor (model 2) in the
context of worse OS predicted by pN status. For the pa-
tients in the CRC cohort, model 1 included the CM for the
CD8" mean density indicator to predict better OS; in
model 2, the aggregated IZ CD8™ cell response factor
predicted better OS in the context of worse OS predicted
by the patient age and pT status. Importantly, the models
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Figure 3 Overall CD8" density profiles in the cohorts of patients with

breast cancer (BC) and colorectal cancer (CRC). Box-whisker plots illustrate
mean densities per square millimeter plotted against interface zone (IZ)
ranks. The colors reflect stroma (green) and tumor (red) aspects of the
nine-hexagon-wide IZ, and their intensity reflects the distance to the
tumor edge (yellow). In the box plots, the upper and lower hinges indicate
the 25th and 75th percentiles, the line indicates the median, and the dot
indicates the mean value.

in both BC and CRC revealed strong independent prog-
nostic value of the IZ CD8™ density indicators measuring
the density gradient toward the tumor aspect alone or in
combination with absolute density of CD8* infiltrate in the
IZ expressed as the aggregated 1Z CD8" cell response
factor score.

Discussion

Our study found that automated detection of the tumor-
stroma IZ in digital microscopy images of tumor tissues

The American Journal of Pathology m ajp.amjpathol.org

with extraction of immune cell density profiles provides
novel indicators to assess antitumor immune response in
the very frontline of tumor-host interaction. Although the
IZ in our method is similar to the concept of IM commonly
used in pathology and defined in previous DIA stud-
ies,?>?%397 essential differences should be emphasized:
i) the IZ detection is completely data driven and indepen-
dent of arbitrary visual evaluation; ii) the transition from
stroma to tumor is achieved by spatial ranks within the 1Z,
which enables computation of immune cell density
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Figure 4  Rotated factor pattern of CD8" cell density indicators for the

breast cancer (BC) cohort with the nine-hexagon-wide interface zone (1Zg)
and three-hexagon-wide tumor edge (TE;3) (left) and the colorectal cancer
(CRC) cohort using IZ; and TE, (right). Log-transformed indicators were
used except for center of mass for mean density (CD8_CM_mean) and center
of mass for density variance (CD8_CM_sd). Factor 1 was interpreted as the
17 CD8" density level factor and factor 2 as IZ CD8™" density gradient factor.
n = 102 BC; n = 101 CRC. CD8_ID_mean, immunodrop of mean density;
CD8_mean_S, mean in stroma aspect of IZ (similar for tumor aspect T);
CD8_sd_S, SD in stroma aspect of IZ (similar for tumor aspect T).
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Figure 5 Kaplan-Meier survival curves repre-
senting the association of overall survival in the
cohort of patients with breast cancer (BC) (left) and
the cohort of patients with colorectal cancer (CRC)
(right) with CD8" cell density (CD8) indicators. Haz-
ard ratio (HR) is shown with 95% CI in parentheses. A

Mean density in the tumor aspect
(CD8_mean_T) of nine-hexagon-wide interface zone
(IZo) or three-hexagon-wide interface zone (IZs),
respectively. € and D: Center of mass for density
(CD8_CM_mean) in IZg or IZ;, respectively. E and F:
Immunodrop of density (CD8_ID_mean) in IZg or IZ5,
respectively. G and H: Aggregated CD8" cell response
factor (Agg.Factor) scores in IZg or IZ3, respectively.
[ All  indicators are log-transformed,  except
CD8_CM_mean and Agg.Factor.
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indicators across the IZ to reflect the stroma-to-tumor
gradient of the infiltrates; and iii) the grid subsampling
allows consideration of the variance of the indicators
within each rank of the IZ. The set of immunogradient
indicators provides strong and independent prognostic
stratification in the BC and CRC patient cohorts. Impor-
tantly, the proposed method is flexible and can be adapted
for various assays of inflammatory and immune response
in tumor and nontumor pathology.

Our method uses systematic grid-based subsampling with
explicit data-driven rules to extract and rank the tumor-
stroma transition area from digital images of microscopy
slides; in essence, the probability of interfaceness is
computed. In comparison, current DIA platforms, for
instance, Indica Labs HALO and QuPath (Queen’s Uni-
versity, Belfast, Northern Ireland), only provide the option
to select a fixed-width margin along a hand-drawn line
around the region of interest.””*® In addition, the
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Immunoscore procedure presumably depends on a manual
annotation of IM,'*'**** and most immune profiling
studies were based on manual delineation of IM from the
core tumor.”” ' A manual IM annotation step is time-
consuming and may cause bias because of inevitable intra-
observer and interobserver variability. For example, manual
IM delineation discrepancies are very likely in tumors with
irregular growth patterns, including tumor budding fea-
tures.”>** In contrast, our approach is entirely data driven
and independent of arbitrary visual evaluation. Instead of
providing only a crude high-level outline between tumor
and stroma regions or seeking to delicately delineate every
tumor cell conglomerate, our method evaluates grid-
subsampled tissue areas to represent the tumor-host inter-
face and its spatial vicinity to the tumor or host aspect of the
interface. Consequently, it is less dependent on a specific
tumor growth pattern and captures the IZ in tumors with
pushing and/or infiltrative IM, even in cases with very
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Table 5 Univariate Kaplan-Meier Analysis with the CD8™ Cell Density (CD8) Indicators and Their Factor Scores in IZg with TE; for the Cohort
of Patients with BC and in IZ; with TE, for the Cohort of Patients with CRC,
BC CRC

1Z indicators and clinicopathologic variables HR (95% CI) P value HR (95% CI) P value
CD8_CM_mean 0.28 (0.11-0.71) 0.0044 0.33 (0.16—0.65) 0.0008
CD8_CM_sd 0.39 (0.13—1.14) 0.0740 0.41 (0.20—0.81) 0.0077
CD8_mean_S 0.43 (0.15—1.27) 0.1200 0.11 (0.01—0.80) 0.0080
CD8_sd_S 0.40 (0.14—1.18) 0.0860 0.41 (0.20—0.86) 0.0140
CD8_mean_TE 0.38 (0.16—0.91) 0.0250 0.27 (0.09—0.76) 0.0076
CD8_sd_TE 0.34 (0.12—1.01) 0.0420 0.44 (0.21—0.93) 0.0260
CD8_mean_T 0.21 (0.09—0.53) 0.0002 0.35 (0.18—0.69) 0.0014
CD8_sd_T 0.26 (0.10—0.66) 0.0024 0.39 (0.20—0.76) 0.0044
CD8™ density factor 0.31 (0.11-0.84) 0.0140 0.43 (0.20—0.96) 0.0330
CD8™" gradient factor 0.34 (0.14—0.84) 0.0140 0.35 (0.18—0.70) 0.0018
Aggregated IZ CD8 factor 0.23 (0.10—0.55) 0.0003 0.32 (0.15—0.67) 0.0015
G stage (G1—2 vs G3) 1.40 (0.59—3.33) 0.4523 0.95 (0.85—1.06) 0.3379
T stage (T1—2 vs T3—4) 1.19 (0.52—2.75) 0.6786 6.47 (1.55—27.10) 0.0106
N status (NO vs N1—3) 2.30 (0.97—5.49) 0.0598 1.01 (1.00—1.02) 0.0214
Age group by median age 2.63 (1.07—6.46) 0.0347 1.86 (0.93—3.71) 0.0793
Sex Not applicable 1.56 (0.79—3.05) 0.1974

n = 102 BC; n = 101 CRC.

BC, breast cancer; CD8_CM_mean, center of mass for mean density; CD8_CM_sd, center of mass for density variance, CD8_ID_mean, immunodrop of mean
(D8 density; CRC, colorectal cancer; HR, hazard ratio; IZ, interface zone (numbers indicate number of hexagons); S, stroma; T, tumor; TE, tumor edge.

irregular infiltrating growth patterns
phenomena.

Besides detecting the TE, the proposed method provides
the important advantage of adjustable width of the IZ and
spatial ranking the stroma and tumor aspects within the 1Z.
This method enables computation of IZ profile indicators, in
particular immune cell density indicators that reflect direc-
tional properties (gradient) of the infiltrates. The flexibility
in IZ ranking and compartmentalization of tissue aspects are
of particular interest because the choice of IM width is not
consistent throughout individual studies. The international
immuno-oncology biomarkers working group defined IM as
a region of 1-mm width centered on the border between
tumor and immune cells as proposed by other in-
vestigators.”***? Other studies reported prognostic signif-
icance of high TIL density for different widths of the IM
region. For example, Lechner et al** used an IM that ranged
from 50 pm within the tumor to 300 pm outside the tumor
border in head and neck squamous cell carcinoma; Bordry
et al® defined the IM as a tumor region of approximately
400-pum width between the tumor and the reticular dermis in
primary melanoma. Hermitte® defined the IM as a region
with a span of 360 pum into the healthy tissue and 360 um
into the tumor in CRC. Another study found a survival
benefit for patients with BC and high TIL densities within
the 0- to 10-pum distance from a manually outlined tumor
border.** These findings suggest that only TIL in close
contact with the tumor cells deliver direct and potent anti-
tumor effects.” Consequently, TIL densities measured in
narrow IM regions can provide more precise prognostic
markers compared with those based on wider IM or global

and budding
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tumor or stroma sampling. Our grid-based technique allows
flexibility in analysis settings to adjust the resolution of
tissue area sampling and IZ sampling width. We tested
various analysis settings in our study with similar results.
The best prognostic models were achieved with relatively
wide IZ in BC and narrow IZ in CRC, which may be
explained by the need to sample larger IZ in hormone
receptor—positive BC with relatively sparse TILs to obtain
sufficient data for the immunogradient indicators.

Several recent studies applied common DIA morphologic
operations to automatically delineate tumor cell clusters and
stroma. Harder et al”’ performed comprehensive screening
of immune contexture signatures to predict disease recur-
rence in 90 patients with prostate cancer. They used
morphologic operations to smoothen and dilate the tumor
regions into the stroma. Subsequently, they defined the
tumor border as a region that reaches equally far to the in-
side and outside of the tumor region (total width of 112.5
pum) as well as two TME zones inside the stroma, effectively
extracting three transition zones. A large set of density and
distance indicators were computed for CD3%, CD8T,
CD34", CD68", and CD163™" cells within each transition
zone. Their best prognostic indicators expressed the ratio of
different biomarkers within the transition zones (best
candidate being the CD8/CD34 ratio); however, none of
their selected significant indicators in prostate cancer rep-
resented a biomarker density profile across the transition
zones (gradient) properties. Li et al*® investigated spatial
aspects of CD8™ cell infiltration into tumor cell clusters in
28 patients with triple-negative BC. Although they per-
formed manual delineation of the IM, their study also
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included an automated tumor cell boundary detection based
on pan-cytokeratin fluorescence images. This method
allowed them to measure CD8" pixel ratios across the
boundary to explore potential factors of TIL motility by
mathematical modeling, and they concluded that chemo-
kines rather than dense collagen fibers prevent TILs from
entering the tumor cell clusters. In both studies, the tumor-
stroma delineation within the TME goes beyond the classic
IM concept, which is similar to our definition of the IZ.
However, the IZ is based on grid-based subsampling of the
relevant tissue classes and is less dependent on the indi-
vidual tumor growth pattern and precision in segmenting
individual tumor cells; also, it is not forced to be a ribbon of
a fixed width in a two-dimensional image of an actual three-
dimensional interface.

We explored the prognostic value of the immune cell density
profiles in the IZ in the BC and CRC cohorts, which led to a set
of immunogradient indicators that enabled strong and inde-
pendent prognostic stratification in both patient cohorts. We
tested various analysis settings to generate the most informa-
tive prognostic models for each of the cohorts and found that a
relatively narrow IZ generated more powerful prognostic
models for CRC, whereas BC benefited from broader 1Z data
collection. Remarkably, in both the BC and CRC cohorts, it
was found that the indicators revealing a gravitation of CD8 ™"
cells toward the tumor aspect within the IZ were independent
predictors of better OS. In particular, the CM indicator, which
cumulatively reflects the gradient of CD8™ cells toward the
tumor within the IZ, was strongly associated with better OS in
both patient cohorts. Similarly, the ID indicator, which reflects
an abrupt decrease in CD8™ cell density in the tumor aspect of
the IZ in the nearest vicinity of the TE, was associated with
worse OS. By definition, the ID is independent of the width of
the IZ because it always represents the narrowest (IZ3) sam-
pling. Therefore, this indicator may perform better in cases of
low tumor content or core biopsy samples in which tumor
aspect ranking can be limited.

The indicators that reflect the spatial shift of the IZ CD8"
cells toward the tumor revealed added prognostic value to
the density of IZ CD8" cells per se. TIL densities and their
ratios in the global or remaining tumor and stroma areas
were less informative (data not shown). Both 1Z CD8"
density level and IZ CD8™" density gradient factor scores,
although orthogonally independent, were significantly
associated in univariate analyses with better OS in both the
BC and CRC patients (Tables 4 and 5, and Figure 5, A—F).
Furthermore, the aggregated 1Z CD8™ cell response factor,
obtained by the sum of the two factor scores, was an in-
dependent prognostic marker of OS in both patient cohorts.
This finding indicates that combining absolute density and
gradient aspects of the immune cell infiltrates across the 1Z
may provide added prognostic value of the image-based
biomarker of antitumor immune response. Indeed, the
aggregated 1Z CD8™" factor allowed dichotomization of the
patients with CRC into prognostic groups with 5-year OS
probability of 82% and 58% (Figure 5H), which is similar to
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the patients with CRC dichotomized by Immunoscore based
on CD3 and CD8 IHC as reported by Pages et al.*®

Remarkably, a good prognostic stratification was ach-
ieved in early hormone receptor—positive BC, which is a
relatively indolent disease without an established role for
immune response. Furthermore, a prominent time-
dependent effect was discovered in the prognostic stratifi-
cation of the patients with BC (Figure 5): >92% of the
patients were alive after 5 years from surgery in both
groups. However, the OS curves diverged sharply at this
infliction point to end at 87% and 55% OS probability after
10 years in the patients with high and low aggregated 1Z
CD8™ cell response factor scores, respectively. Of note, this
time-dependent effect is revealed only with the gradient-
type indicators (Figure 5, C, E, and G) but not in the
stratification by the CD8" cell mean density on tumor
aspect of the IZ (Figure 5A). This finding emphasizes the
potential of the immunogradient indicators, obtained from a
surgical excision sample and stained for a single CD8 ™" THC,
to predict long-term prognosis of patients with this relatively
well-managed disease. Furthermore, it implies that anti-
tumor immune response properties, which potentially
determine the long-term outcome of the disease, are enco-
ded in the TME and captured by the immunogradient assay.
A biologic interpretation of this phenomenon leads to the
hypothesis that the individual immune response properties
are established in the early stages of BC and are critical to
reach full recovery without remaining dormant cancer cells
under standard therapies. Subsequently, this finding raises
the question of whether patients with hormone
receptor—positive BC with low immunogradient scores
could benefit from immunotherapy at some point.

In this study, we present proof of concept and a detailed
description of a new method that provides prognostic value
in two independent but relatively small patient cohorts.
Large-scale studies are needed to further optimize the
analysis settings and to establish clinical utility of the
immunogradient indicators for various cancer types and
prognostic tasks. In addition, direct, in-depth comparisons to
existing methods should be performed in appropriately
designed studies with all methods applied to the same pa-
tient cohorts.

In conclusion, our study demonstrates the potential of high-
capacity, automated, and data-driven sampling of tumor-
stroma interfaces in microscopy images to extract novel,
clinically useful indicators of antitumor immune response.
The IZ immunogradient enables strong and independent
prognostic stratification of patients with BC and CRC, with
prominent divergence of OS probability in patients with
hormone receptor—positive BC 5 years after surgery.
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Immunohistochemistry (IHC) for ER, PR, HER2, and Ki67 is used to predict outcome
and therapy response in breast cancer patients. The current IHC assessment, visual or
digital, is based mostly on global biomarker expression levels in the tissue sample. In our
study, we explored the prognostic value of digital image analysis of conventional breast
cancer IHC biomarkers supplemented with their intratumoral heterogeneity and tissue
immune response indicators. Surgically excised tumor samples from 101 female patients
with hormone receptor-positive breast cancer (HRBC) were stained for ER, PR, HER2,
Ki67, SATB1, CD8, and scanned at 20x. Digital image analysis was performed using
the HALO™ platform. Subsequently, hexagonal tiing was used to compute intratumoral
heterogeneity indicators for ER, PR and Ki67 expression. Multiple Cox regression analysis
revealed three independent predictors of the patient’s overall survival: Haralick’s texture
entropy of PR (HR = 0.19, p = 0.0005), Ki67 Ashman’s D bimodality (HR = 3.0,
p = 0.01), and CD8+SATB1+ cell density in tumor tissue (HR = 0.32, p = 0.02).
Remarkably, the PR and Ki67 intratumoral heterogeneity indicators were prognostically
more informative than the rates of their expression. In particular, a distinct non-linear
relationship between the rate of PR expression and its intratumoral heterogeneity was
observed and revealed a non-linear prognostic effect of PR expression. The independent
prognostic significance of CD8+SATB1+ cells infiltrating the tumor could indicate
their role in anti-tumor immunity. In conclusion, we suggest that prognostic modeling,
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based entirely on the computational image-based IHC biomarkers, is possible in HRBC
patients. The intratumoral heterogeneity and immune response indicators outperformed
both conventional breast cancer IHC and clinicopathological variables while markedly
increasing the power of the model.

Keywords: ii

y, digital

breast cancer, intr heter ity, prog

receptor, Ki67, SATB1, immune response

INTRODUCTION

Gene expression profiling studies have identified several subtypes
of breast cancer (BC) distinguished by the expression of
hormone receptor, cell proliferation, and human epidermal
growth factor receptor 2 (HER2) genes (1-3). The subtypes have
been associated with different biological behavior and different
responses to treatment (4-6). The current clinical practice is
mainly based on immunohistochemistry (IHC) for estrogen
receptors (ER), progesterone receptors (PR), HER2, and Ki67.
In fact, the American Society of Clinical Oncology (ASCO) and
the College of American Pathologists (CAP) guidelines, updated
in 2020, recommended to continue the use of THC of these
biomarkers as the primary method to categorize BC cases, predict
disease outcomes and guide treatment decisions (7, 8).

Combined THC biomarkers have been proposed for better
prognostic modeling of BC. In 2005, Abd El-Rehim et al. (9)
demonstrated that combined multiple protein expression profiles
from visual IHC assessment of 25 relevant biomarkers in tissue
microarrays (TMA) might be used as an alternative to gene
expression profiling methods. Subsequently, Soria et al. (10)
applied hierarchical clustering to reduce this number to only
10 biomarkers. In 2011, Cuzick et al. (11) proposed to combine
semi-quantitative scoring of ER, PR, Ki67 and HER2 IHC into an
“IHC4 score”; further studies (11, 12) confirmed that the IHC4
score along with clinicopathological features provided similar
prognostic information compared to gene expression profiling
tests such as the Oncotype DX (Genomic Health Inc., Redwood
City, CA) or Prosigna (NanoString Technologies, Seattle, WA).
However, the IHC analyses were criticized for a lack of reliability
and poor reproducibility (13-19).

Advances in digital image analysis (DIA) and computational
pathology have opened new opportunities for more accurate and
reproducible measurements (20-26). In 2002, Camp et al. (27)
developed a set of algorithms for automated quantification of
protein expression with pixel-based tissue segmentation using
fluorescent labels for cytokeratin and a-catenin. They found
that automated analysis of ER has better reproducibility and

Abbreviations: ASCO, the American Society of Clinical Oncology; AshD,
Ashman’s D; CAP, the College of American Pathologists; CI, confidence intervals;
d, density; DIA, digital image analysis; ER, estrogen receptor; G, histological
grade; HER2, human epidermal growth factor receptor 2; HR, hazard ratio;
HRBC, hormone receptor-positive breast cancer; IHC, immunohistochemistry;
LR, likelihood ratio; OS, overall survival; PD-1, programmed death 1; PD-LI,
programmed death-ligand 1; pN, lymph node metastasis status; PR, progesterone
receptor; pT, tumor invasion stage; S, stroma compartment; SATBI, special AT-
rich sequence-binding protein 1; T, tumor compartment; TIL, tumor-infiltrating
lymphocytes; TMA, tissue microarray; TME, tumor microenvironment.

higher significance of prognostic information than conventional
pathologist-based scoring (27). Jakobsen et al. (28) compared
visual HER2 THC scoring with quantitative measurements by
DIA and detected that automated analysis could significantly
(67%) reduce the proportion of HER2 equivocal cases without
affecting false-negative rate. Likewise, Stalhammar et al. (29)
demonstrated that tumor subtyping by a combination of ER,
PR, Ki67, and HER2 manual scores was prognostically and
predictively inferior when compared to DIA of corresponding
biomarkers and concluded that DIA is a robust, reproducible and
less time-consuming alternative to the manual scoring in BC.

Besides the benefits of better accuracy and precision,
indicators based on large scale data extraction by DIA enable
application of more powerful statistical processing methods
when combining the informative value of the various THC
markers (30). In 2015, Laurinavicius et al. (31) demonstrated
independent prognostic power of special AT-rich sequence-
binding protein 1 (SATB1) and Ki67 ratio in a study of 10
THC markers in BC TMA obtained by automated DIA and
multivariate statistical modeling of the data. In 2019, Abubakar
et al. (32) reported that the IHC4 method retained its prognostic
value when based on DIA quantification measurements;
furthermore, a combined quantitative measure of biomarkers
outperformed the conventional dichotomous IHC scoring in two
independent BC patient cohorts (32).

DIA applications in IHC have also enabled new ways to
measure intratumoral heterogeneity of the biomarker expression.
In particular, the issue of Ki67 hotspot detection and assessment
has been addressed by many investigators (15, 16, 22, 23, 33-
35). Stalhammer et al. (29) showed that the error rate of
a pathologist’s stratification into distinct BC subtypes based
on visual assessment of Ki67 expression could be reduced by
12% using DIA with automated hotspot detection. However, a
rigorous definition of hotspots has not been established: hotspots
may vary in size, shape, number and difficult to ascertain
in homogeneous cases (23, 36, 37). Conversely, intratumoral
heterogeneity assessment, based on systematic hexagonal grid
subsampling of the DIA data, is a clear statistical definition
of heterogeneity and (34) revealed that Ki67 intratumoral
heterogeneity was more prognostically important than its rate of
expression per se.

Recent advances in cancer immunotherapy have opened
new challenges in the search for reliable prognostic and
predictive biomarkers of the antitumor immune response in the
context of tumor microenvironment (TME) (38-42). Chronic
inflammation properties, one of the hallmarks of cancer, have
been shown to contribute to tumor initiation, progression, and
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metastasis (43-46). Tumor-infiltrating lymphocytes (TIL) have
been associated with a better prognosis and clinical outcome (47—
49). An abundance of CD3+, CD4+, CD8+, and CD45RO+
TIL has been reported to be a feature of efficient immune
response in several cancers (48, 50-54). While a higher density of
cytotoxic CD8+ T cells has been linked to a positive anti-tumor
effect (55-59), the CD8+PD-1+ subset of TIL is associated with
worse prognosis and therapy outcomes (60-63). This could be
related to the interaction between programmed death 1 (PD-
1) receptor and programmed death-ligand 1 (PD-L1) which
leads to the impairment and exhaustion of TIL and inhibition
of immune responses against tumor cells (60, 64). This has
made the blockade of PD-1 or PD-L1 an important therapeutic
approach in treating tumors (65-70). However, a rather low
proportion of patients benefit from this immunotherapy (65-
71). A comprehensive TIL study in BC has demonstrated that
CD8+ T cells can retain cytolytic activity despite PD-1 expression
and highlighted the need for a better understanding of how PD-
1 pathway could induce T cell exhaustion (72). Recently, a link
between PD-1, SATBI1 and cancer immunity has been reported
(73, 74) suggesting that SATB1 may be a novel biomarker for
prediction of the functional properties of T cells in the TME.

In this study of hormone receptor-positive BC (HRBC),
we explored the prognostic value of IHC, performed on
full-face surgical excision slides, by combining DIA data
from multiple IHC biomarkers, along with their intratumoral
heterogeneity indicators and tissue immune response properties,
in the context of conventional clinicopathologic variables.
We found that the DIA IHC data alone generated the
most significant prognostic model of the patient overall
survival (OS), represented by three independent features:
PR entropy, Ki67 bimodality, and CD8+SATBI+ cell
density in the tumor tissue. Remarkably, the intratumoral
heterogeneity indicators of PR and Ki67 were prognostically
more informative than the rates of their expression. The
independent prognostic role of CD8+SATB1+ TIL is suggestive
of the potential utility of this biomarker in the context of
cancer immunotherapy.

MATERIALS AND METHODS

Study Population and Tumor

Characteristics

Surgically excised tumor samples from 101 patients with HRBC
were used. The same patient cohort was investigated in the
previous TMA studies (30, 31), with extended follow-up period
now. Briefly, the patients were treated at the National Cancer
Institute (Vilnius, Lithuania) and tested at the National Center of
Pathology (Vilnius, Lithuania) from 2007 to 2009. The OS follow-
up period ranges from 17 to 143 months, with a median of 135
months. The demographic, clinicopathological and follow-up
characteristics of the patient cohort are summarized in Table 1.
The study was approved by the Lithuanian Bioethics Committee
(reference number: 40, date 2007-04-26, updated 2017-09-12).
Informed written consent was obtained from all patients before
study entry.

TABLE 1 | Patient and tumor clinicopathologic parameters.

Clinicopathologic parameters

Patients 101 (100%)
Age, years

Median 59
Range 27-87
Sex

Female 101 (100%)
Male 0
Follow up, months

Median 135
Range 17-143
Deceased 24 (23.8%)
Histological grade (G)

G1 23 (22.8%)
G2 47 (46.5%)
G3 31 (30.7%)
Tumor invasion stage (pT)

T 55 (54.5%)
T2 46 (45.5%)
T3 0

T4 0
Lymph node metastasis status (pN)

NO 54 (53.5%)
N1 35 (34.6%)
N2 9(8.9%)
N3 3(3.0%)
Treatment

Hormone therapy 8 (87.1%)
Chemotherapy 61 (60.4%)
Radiotherapy 85 (84.2%)
Trastuzumab therapy 7 (6.9%)
Immunohistochemistry

Formalin-fixed paraffin-embedded full-face sections of surgically
excised tumors were cut 3 um thick and mounted on positively
charged slides (six sections per case). A Roche Ventana
BenchMark ULTRA automated staining system (Ventana
Medical Systems, Tucson, Arizona, USA) was used to perform
the THC staining. ER, PR, HER2, Ki67, HIFla, and SATB1
were detected using the ultraView Universal DAB Detection
kit, and CD8 was visualized using the ultraView Universal
Alkaline Phosphatase Red Detection kit (Ventana Medical
Systems, Tucson, Arizona, USA). THC was performed
using ready-to-use antibodies for ER, PR, HER2 (SPI,
1E2, 4B5, respectively, Ventana (Tucson, Arizona, USA),
Ki67 (MIB-1, DAKO (Glostrup, Denmark), dilution 1:200),
HIFla (EP118, Epitomics (San Mateo, USA), dilution 1:200)
and double IHC for SATB1 (SP287, Abcam (Cambridge,
United Kingdom), dilution 1:250) and CD8 (C8/144B, DAKO,
dilution 1:1100). The sections were counterstained with
Mayer’s hematoxylin.
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IHC

Classes

classifier.

FIGURE 1 | Examples of IHC and DIA output images. (A,G,M): IHC and corresponding DIA outputs of ER, (B,H,N) of PR, (C,1,0) of HER2, (D,J,P) of Ki67, (E,K,Q) of
double IHC of CD8 and SATBH1, and (F,L,R) of HIF1a. The nuclear algorithms mark positive (brown), and negative (blue) cells: (G) of ER, (H) of PR, (J) of Ki67 and
cytoplasmic/nuclear algorithm marks positive HIF1a cells (L), HER2 algorithm marks the positive cells of HER2 (I) with color masks according to staining intensity
(negative—blue, week positive—yellow, moderate positive—orange, intense positive—red). Multiplex algorithm of double IHC (E) separates positive SATB1 (brown),
positive CD8 (red) and negative (blue) cells. (M-R): illustrate the automated detection of the tumor (red) and stroma (green) compartments by the HALO Al tissue

Digital Image Acquisition and Analysis

The THC slides were scanned with a ScanScope XT Slide Scanner
(Leica Aperio Technologies, Vista, CA, USA) at 20x objective
magnification (0.5 um pixel resolution). DIA was performed with
the HALO software (version 3.0311.174; Indica Labs, Corrales,
New Mexico, United States): the HALO Al tissue classifier
was trained to segment tumor tissue, stroma, and background
(consisting of necrosis, artifacts, and glass); HALO Multiplex IHC
algorithm (version 1.2) was used to detect and extract coordinates
of nuclear ER, PR, Ki67, SATB1, and cytoplasmic CD8 and HIFla
positive cells, while HALO HER2 algorithm (version 1.1) was
used for HER2 positive cells. Examples of IHC and DIA analysis
output images are presented in Figure 1.

Computation of IHC Indicators
The set of ITHC indicators used in the prognostic models
included: (1) per-case global quantities (percentages of ER,
PR, Ki67 positive cells and HER2 2+ and 3+ in the tumor
compartment), (2) intratumoral heterogeneity of ER, PR, and
Ki67 positivity, (3) immune response properties represented
by the densities of CD8+ and CD8+SATBI1+ cells in tumor
and stroma compartments, and (4) hypoxia-inducible properties
represented by the percentage of HIFla positive cells in tumor
and stroma compartments.

Indicator sets 1, 3 and 4 were readily extracted from the
HALO DIA data for each digitized slide. The intratumoral

heterogeneity indicators were computed using the hexagonal
tiling methodology as previously reported (30, 31, 35). Briefly,
the HALO DIA data were subsampled by a randomly positioned
hexagonal grid (hexagon side length 257 jum). Based on the
cell coordinates obtained by the DIA, the number of positive
and negative cells of all biomarkers were counted inside each
hexagon. Hexagons containing fewer than 50 cells were regarded
as insufficient sampling and discarded from further analyses.
Since low expression and low dynamic range was observed for
HER2, CD8+, CD8+SATBI1+, and HIFla, no heterogeneity
indicators were extracted for these biomarkers and were instead
quantified in the stroma and/or tumor compartment. The
percentages of ER, PR, and Ki67 were calculated for each
hexagon, and subsequently ranked linearly into ten intervals
(0-10%, >10-20%, etc.) for computation of a co-occurrence
matrix. Heterogeneity markers were extracted from the co-
occurrence matrix as Haralick’s texture indicators (contrast,
dissimilarity, entropy, energy, homogeneity). The bimodality
indicator Ashman’s D (AshD) was computed for the intratumoral
distributions of ER, PR and Ki67 expression in the hexagonal
grids as described in detail previously (31).

Statistical Methods

Summary statistics and distribution analyses were performed
with significance tests based on one-way ANOVA. Bonferroni’s
post hoc test and Welch’s t-tests were used for pairwise and
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homogeneity of variances comparisons, respectively. Fisher’s
exact test was used to determine the associations between
categorical variables. Highly correlated (r > 0.90) indicators
were eliminated to avoid multicollinearity or singularity in
multivariate survival analysis. Due to a limited cohort size
overfitting was minimized by leave-one-out cross-validation (75),
the most frequent variable subsets were further tested in the
survival prediction models. Subsequently, a factor analysis was
performed for seven IHC biomarkers with factors retained
based on an eigenvalue > 1; orthogonal varimax rotation of
the initial factors was used. A cut-off value for each indicator
was determined by Cutoff Finder software (Charité University,
Berlin, Germany) (76) to test univariate OS predictions.
The OS distributions were estimated using the Kaplan-Meier

method followed by log-rank testing to assess the statistical
significance of differences between the stratified groups. Cox
proportional hazards analysis was performed to test independent
prognostic significance of the IHC indicators in the context of
clinicopathologic variables. Statistical analyses were performed
using SAS (version 9.4; SAS Institute Inc., Cary, North Carolina,
USA). The statistical significance level was set at p < 0.05. Plots
were produced using R (version 3.4.4).

RESULTS

Summary Statistics
Summary statistics of the IHC indicators are presented
in Supplementary Table 1. Of note, one-way ANOVA and
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FIGURE 2 | Rotated factor pattern of the IHC indicators: AshD, Ashman’s D; d, density; S, stroma compartment; T, tumor compartment. (A) The loading of factors 1
and 2; (B) factors 1 and 3; (C) factors 1 and 4 and (D) factors 1 and 5 are plotted (n = 101).
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TABLE 2 | Kaplan-Meier estimates using log-rank test for overall survival in relation to IHC, intratumoral heterogeneity and clinicopathologic indicators.

Univariate regression analysis

HR 95% CI p-value HR 95% CI p-value
Conventional breast cancer indicators
ER% 3.1 1.16-8.34 0.017 ER_energy 4.56 1.36-15.31 0.007
PR% 0.30 0.14-0.68 0.002 ER_homogeneity 3.40 1.62-7.62 0.002
Ki67% 213 0.80-5.71 0.120 ER_entropy 0.09 0.01-0.68 0.003
HER2% 0.39 0.17-0.92 0.025 ER_contrast 0.31 0.14-0.71 0.004
Immune response indicators ER_dissimilarity 0.32 0.14-0.70 0.003
CD8_d_S 0.31 0.11-0.82 0.013 ER_AshD 211 0.72-6.17 0.160
CD8_d_T 0.23 0.10-0.57 0.0005 PR_energy 5.36 2.12-13.52 <0.0001
CD8_SATB1_d_S 0.32 0.13-0.81 0.011 PR_homogeneity 4.88 2.02-11.79 0.0001
CD8_SATB1_d_T 0.26 0.11-0.57 0.0004 PR_entropy 0.21 0.08-0.52 0.0002
Hypoxia-inducible indicators PR_contrast 0.22 0.09-0.56 0.0005
HIF1a%_S 0.43 0.15-1.26 0.11 PR_dissimilarity 0.15 0.05-0.44 <0.0001
HIF1a%_T 0.46 0.16-1.35 0.15 PR_AshD 0.32 0.14-0.71 0.003
Clinicopathological variables Ki67_energy 0.48 0.20-1.17 0.100
G stage (G1-2 vs. G3) 1.20 0.52-2.81 0.670 Ki67_homogeneity 0.46 0.19-1.12 0.079
T stage (T1 vs. T2) 0.99 0.45-2.22 0.986 Ki67_entropy 2.06 0.85-4.98 0.100
N status (NO vs. N1-3) 217 0.95-4.97 0.07 Ki67_contrast 211 0.93-4.74 0.066
Age (< 59 vs. > 59) 2.45 1.06-6.73 0.039 Ki67_dissimilarity 2.16 0.89-5.21 0.079
- - - - Ki67_AshD 2.48 1.09-5.68 0.026

AshD, Ashman’s D; d, density; S, stroma compartment; T, tumor compartment; HR, hazard ratio; Cl, confidence interval.

Bonferroni’s post hoc test of immune response and hypoxia-
inducible indicators showed that the percentage of HIFla and
density of CD8+ and CD8+-SATB1+ were significantly higher
in stroma than in the tumor compartment (p < 0.0001) (data
not shown).

Factor Analysis of IHC Indicators

To explore inherent correlations between the IHC indicators,
a factor analysis was performed for a set of conventional
BC, immune response, hypoxia-inducible and intratumoral
heterogeneity (ER, PR and Ki67 AshD bimodality and Haralick’s
texture entropy) indicators. Five orthogonally independent
factors were extracted, the rotated factor loadings are presented in
Supplementary Table 2 and the pattern of five factors is plotted
in Figure 2. Factor 1 was characterized by strong loadings of
CD8+ and CD8+SATB1+ cell densities within the tumor and
stroma compartments, factor 2 by the percentage of PR, PR AshD
and entropy indicators; factor 3 by the percentage of Ki67 and
Ki67 entropy indicators; factor 4 by ER entropy and factor 5 by
ER bimodality. Altogether, the five factors explained 64% of the
variance in the dataset and indicated orthogonally independent
latent factors governing the variation of IHC indicators.

Prognostic Value of IHC and
Clinicopathologic Indicators in Univariate
Analyses

Kaplan-Meier survival analyses with hazard ratio (HR) and log-
rank test were performed to estimate the prognostic potential
of the IHC and clinicopathologic indicators. The main results

are summarized in Table2; the results in their entirety are
presented in Supplementary Figure 1. Higher PR and HER2
expression in the tumor tissue, CD8+ and CD8+SATB1+ cell
densities in the stroma and tumor tissue, ER and PR entropy,
contrast, dissimilarity and PR AshD are associated with higher
OS probabilities. Worse OS is associated with higher ER, ER
and PR energy, homogeneity and Ki67 AshD. No significant
stratifications were obtained for the Ki67 and HIF1a expression,
histological grade, T stage, lymph node status, ER AshD, Ki67
energy, homogeneity, entropy, contrast and dissimilarity. Higher
patient age at the time of surgery was associated with worse OS
(HR = 2.45, p = 0.039).

Independent Predictors of OS

The independent prognostic value of the global IHC biomarker
expression rates, their intratumoral heterogeneity, and immune
response indicators was tested by multivariate Cox regression
analysis, including conventional clinicopathologic characteristics
(Table 3). To estimate the added prognostic value of the novel
IHC indicators, the analyses were performed in 2 datasets:
Model 1 was generated from a subset consisting of the age
group, pathology characteristics (pT, pN status and histological
grade) and the global IHC DIA indicators (ER, PR, HER2 and
Ki67 expression rates in the tumor compartment). Model 2 was
obtained by supplementing the data set with the intratumoral
heterogeneity and immune response indicators (Table 3). Model
1 revealed two independent factors of worse OS—lower PR
expression and lymph node involvement. Model 2 showed a
remarkable increase of the statistical power likelihood ratio
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TABLE 3 | Statistics of multivariate Cox regression analyses for correlation of IHC,
intratumoral heterogeneity and immune response indicators with overall survival.

iate reg;

HR 95% CI p-value
Model 1 (LR: 12.23, p = 0.0022)
N status (NO vs. N1-3) 2.30 1.01-5.28 0.0485
PR% 0.29 0.13-0.66 0.0028
Model 2 (LR: 27.67, p < 0.0001)
CD8_SATB1_d_T 0.30 0.13-0.67 0.0035
PR_entropy 0.22 0.08-0.56 0.0015
Ki67_AshD 3.26 1.40-7.61 0.0062

AshD, Ashman’s D; d, density; T, tumor compartment; HR, hazard ratio; Cl, confidence
interval; LR, likelihood ratio.

(LR), 27.67 compared to 12.23 of Model 1 based exclusively on
three novel IHC indicators: better OS was predicted by higher
CD8+SATBI1+ cell density in the tumor compartment and
higher entropy (intratumoral heterogeneity) of PR expression;
worse OS was predicted by the bimodality (AshD) of Ki67
expression in the tumor tissue. Prognostic stratifications for these
indicators are presented in Figure 3.

Nonlinear Relationship Between PR
Expression and Its Intratumoral

Heterogeneity

A non-linear relationship between the rate of PR expression
and its intratumoral heterogeneity (entropy) was detected: high
PR entropy was observed within the PR expression range
from 20 to 80% (Figure 4). Importantly, neither of these two
variables were significantly associated with other patient or
tumor characteristics (data not shown). Of note, only a weak
linear correlation between ER entropy and PR entropy was found
(r=0.31,p=0.0017).

Prognostic Value of PR Expression Rates
Revealed by Its Heterogeneity Property

To investigate the impact the non-linear relationship between
PR expression rate and its intratumoral heterogeneity has on
the prognostic stratification, the patients were stratified into
three groups: low expression (<20%) low entropy, moderate
expression (20-80%) high entropy and high expression (higher
than 80%) low entropy. Tumors with moderate expression of PR
(20-80%) were associated with the best OS (91% OS probability
after 143 months), followed by high (>80%) expression (71% OS)
and low (<20%) expression (63% OS) (Figures 5A,B).

DISCUSSION

Our study demonstrates the benefits of combined IHC image-
based biomarker prognostic modeling and is important in several
aspects: (1) the multidimensional THC prognostic model was
achieved solely from the IHC DIA data and reflected three
biologic features of HRBC (PR expression, proliferation rate,
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FIGURE 3 | Kaplan-Meier survival plots with hazard ratio and log-rank test for
correlation of IHC and intratumoral heterogeneity indicators with overall
survival: (A) the density of CD8+SATB1+ in the tumor compartment (T), (B)
PR entropy, (C) Ki67 Ashman’s D (AshD).

immune response) and outperformed standard clinicopathologic
parameters in the dataset tested; (2) intratumoral heterogeneity
indicators of PR and Ki67 expression were prognostically more
informative than the rates of their expression; (3) supplementing
the THC DIA results with intratumoral heterogeneity analytics
markedly increased the power of the prognostic model. Overall,
the study demonstrated for the first time independent prognostic
value of intratumoral PR heterogeneity and intratumoral
CD8+-SATB1+- cell density in early HRBC.

The study was performed on full-face surgical excision
sections and essentially confirms and extends the findings of
a previous study based on TMA with automated IHC DIA in
the same patient cohort with a shorter follow-up period (31). It
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compartment revealed positive prognostic value (HR = 0.23, p =

6.0 0.00047); however, it was outperformed by CD8+SATB1+ in the

multivariate prognostic model (HR = 0.30, p = 0.0035).

5.0 The biological and prognostic significance of SATBI

- expression in malignancies remains controversial. Studies by Cai

5 4.0 et al. (77) and Han et al. (78) revealed that SATBI regulates the

k] 3.0 %)O expression of more than 1,000 genes which are predominantly
@ . . . . . . .

n:| ° o % assocm'ted with cell adl}esmn, proliferation, cell cycle 1n\{asmn,

o 2.0- migration and apoptosis and confirmed that overexpression of

o O SATBI is associated with aggressive BC phenotype. In contrast

1.0 ® to these studies, Iorns et al. (79) reported that SATBI transcript

levels acquired no function in BC pathogenesis, while Selinger

0 T T T T T T et al. (80) demonstrated that the loss of SATBI is associated

0 20 40 60 80 100 with a worse prognosis in lung squamous cell carcinoma. Gene

PR% expression experiments have confirmed that SATBI regulates

FIGURE 4 | Non-linear association between the rate of PR expression and its
intratumoral heterogeneity (entropy).
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FIGURE 5 | Kaplan-Meier survival plots with hazard ratio and log-rank test for
correlation of PR% groups with overall survival: (A) low expression (< 20%),
moderate expression (20-80%) and high expression (higher than 80%), (B)
low and high expression (< 20% or higher than 80%) and moderate
expression (20-80%).

also confirms the positive prognostic value of SATB1 expression
in the tumor tissue as reported previously (31). However, by
adding the CD8 marker to the study, we find more specifically
that the prognostic impact of SATB1 is related to the density
of intratumoral CD8+SATB1+ cells. Although the expression
of SATB1 alone could be noted in some cancer cells in a few
cases, it was not sufficient to obtain its prognostic value (data not
shown). On the other hand, the density of CD8+ cells in tumor

around 300 of T cell genes (81-83) and initial studies have
indicated that SATB1 might play a vital role in anti-tumor T
cell responses (74, 84). Stephen et al. (74) demonstrated in
mouse models that SATB1 regulates T cell exhaustion marker
PD-1, T-cell proliferative capacity and effector function. They
have shown that decreased expression of SATBI1 leads to a
40-fold increased expression of PD-1 and impaired anti-tumor
immunity. Temporal SATB1 expression changes were noted by
Niissing et al. (84) in human tissue samples (blood, thymus,
spleen, lymph nodes) supporting the notion that downregulation
of SATB1 may lead to T cell dysfunction. In our study, besides
the independent prognostic value of tumoral CD8+SATB1+- cell
infiltrates, we found that SATBI was more frequently expressed
in CD8+ cells in stroma than in tumor tissue (26 and 21%, p
< 0.0001, respectively). We suggest, therefore, that our findings
further support the hypothesis that SATB1 expression can be
a feature of activated CD8+ cells and may serve as a potential
immune response biomarker in malignancies.

The role of TIL has been investigated in BC and association
with better prognosis was demonstrated in ER-negative, HER2-
positive and triple-negative breast tumors (85-88). However,
contradicting findings on the clinical relevance of TIL have been
reported in ER-positive and HER2-negative cancer (85, 89-91).
A large study (89) of 12,439 BC patients, found no association
between survival and manually quantified CD8+ T cells while
Sobral-Leite et al. (92), who analyzed TIL based on IHC and
DIA, detected that CD8+ T cells were associated with worse
clinical outcome and PIK3CA mutations in ER-positive BC.
Lee at al. (93) also indicated that TIL might have a different
prognostic impact across BC subtypes, although their study
results were not statistically significant. Our study, based on
DIA, retrieved the prognostic value of both stromal and tumoral
CD8+ lymphocytes (HR = 0.31, p = 0.013 and HR = 0.23,
p = 0.00047, respectively) in univariate analyses and tumoral
CD8+ lymphocytes (HR = 0.39, p = 0.04) in multiple Cox
regression model (not shown); however, tumoral CD8+SATB1+
cells further increased the prognostic power (Table 3).

IHC for ER and PR has been used for decades now to
predict the patient’s outcome and response to hormonal therapy
(94). Routine clinical practices are generally based on the
qualitative status of the IHC expression and categorize samples
into negative, weakly positive or positive tumors, although some

Frontiers in Oncology | www.frontiersin.org

8 June 2020 | Volume 10 | Article 950

175



Zilenaite et al

Heterogeneity and Immune Response Model

studies have demonstrated an additional prognostic value of
quantitative assessment of ER or PR expression (32, 94-96).
In particular, Barllet et al. (95) showed that ER and PR IHC
by visual scoring predicted a higher risk of early relapse in
hormone receptor-moderate compared to hormone receptor-
rich patients (>80-85% for ER, >75% for PR) and demonstrated
that patients with a high rate of ER expression might get
additional benefit from exemestane. In our study, we found that
>74% expression of ER was associated with worse prognosis (HR
= 3.11, p = 0.017) while expression of PR >3% predicted better
OS (HR = 0.30, p = 0.002). Before including the intratumor
heterogeneity indicators, we found an independent beneficial
prognostic value of PR expression rate in the context of lymph
node status (Table 3, Model 1). Similar results were reported
by Barllet et al. (95) and Lamy et al. (96), who found the
higher PR expression rate was a significant indicator of better
prognosis. Nevertheless, a recent overview (94) of 19 studies,
which collectively involved 30,754 BC patients, concluded that
there is no clear evidence for quantitatively assessed ER and
PR as neither prognostic nor predictive marker. Furthermore,
they suggested that information on the hormone receptor status
beyond “positive” or “negative” should no longer be reported to
prevent oncologists subconsciously making different treatment
decisions. International studies (97-101) based on the mRNA
or IHC data have found that tumors with low expression of ER
(1-10%) do not have a significant prognostic impact on survival
and benefit from hormonal therapy compared to patients with
high ER expression (>10%). Based on this data, ASCO and CAP
recently updated the guideline for ER and PR testing (7) and
recommended to report the borderline ER-positive cases (1-10%
positive cells) with the additional comment that biologically this
type of tumors is more similar to ER-negative cancer and the
potential benefit of hormonal therapy is unclear (7). However, a
strategy on how to ensure reproducible results of the IHC scoring
was not suggested.

Intratumor heterogeneity of PR expression was first measured
by HaralicK’s texture indicators in the present study based on
hexagonal grid sampling developed previously for Ki67 studies
and subsequently also by AshD bimodality indicator (33-35).
This novel data revealed a non-linear relationship between the
ratio of PR expression in the tumor tissue and its Haralicks
texture entropy (Figure 4). This finding could be explained by the
nature of the features extracted (less heterogeneity is observed at
the low-minimal and high-diffuse end of the range of expression)
and has been reported previously for Ki67 (35). However, the
importance of this relationship is highlighted by the finding that
PR heterogeneity was an independent predictor of better OS
(HR = 0.21, p = 0.00021) rather than the rate of PR expression
per se. This is further supported by the prognostic stratification
of our patients revealing that lower than 20% and higher than
80% rate of PR expression was associated with worse OS while
moderate PR expression (>20% and <80%) was associated with
better OS (p = 0.0035). While the biological meaning of this non-
linearity in the prognostic effect of PR expression remains to be
elucidated, it supports the notion that “intratumor heterogeneity
is universal, although perhaps non-linear prognostic biomarker”
(102). This phenomenon may also explain ambiguous results of

the previous efforts to quantify hormone receptor expression for
prognostic and predictive modeling with various methodologies
and cut-off values.

Bimodality of Ki67 intratumoral distribution, expressed by the
AshD indicator, has been reported previously (34) to provide
an independent prediction of worse OS and outperforming
the rate of Ki67 per se in multiple prognostic models. Our
current study, performed on a different patient cohort, with IHC
slides stained in another laboratory and with the application
of slightly different DIA and hexagonal grid analysis settings,
provides independent evidence to support this phenomenon.
Furthermore, we confirm the independent prognostic role of
Ki67 bimodality in the context of PR intratumor heterogeneity,
TIL, and clinicopathologic features included in this study of
HRBC (HR = 3.26, p = 0.0062).

Our study does contain some limitations. Firstly, it is based
on a relatively small patient cohort with a rather benign course
of the disease. Secondly, the retrospective data available about
therapy modes did not allow exploring the predictive value of the
biomarkers. Nevertheless, we were able to achieve independent
prognostic models as a proof-of-concept for computational
image-based tissue pathology biomarkers generated from IHC
slides. Importantly, the models enabled identification of patients
at risk of worse OS in this relatively well-managed disease entity.
Of course, large-scale studies with long-term follow-up and
therapy data are needed to further validate our findings.

In conclusion, we present a multi-dimensional digital THC
prognostic model for early HRBC, based on three independent
cancer pathobiology hallmarks—ssPR expression, proliferation,
and immune response. The study revealed that subvisual
intratumor heterogeneity indicators of PR and Ki67 expression
were more prognostically informative than the rates of their
expression. Intratumoral CD8+SATB1+ cell density predicted
better OS and could potentially serve as a specific biomarker of
anti-tumor immunity. Remarkably, the final prognostic model
did not require any other clinicopathologic parameters besides
the automatically extracted comprehensive IHC DIA indicators.
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