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I$radimas skirtas automatiSkai nustatyti naviko-stromos sgveikos zong (SZ) naudojant mikroskopiniy
vaizdy analizés duomenis. Pirmiausia yra iSskiriamas naviko krastas, taikant aiSkias taisykles gardelés elementais
padalintose audinio zonose; tuomet skirtingo kontroliuojamo ploto SZ yra pasirenkama ir suskirstoma j rangus
pagal atstumg nuo naviko krasto tam, kad baty galima apskaiciuoti navika infiltruojangiy limfocity (NIL) tankio
profilius visoje SZ. Remiantis $iais duomenimis, apskaiiuojami nauji imunogradientiniai rodikliai, atspindintys NIL
,gravitacijg” naviko link. Sj metodg pritaikéme CD8 imunohistochemijos bddu nudaZytiems vaizdams, gautiems
tiriant chirurgiskai pasalintus kriities ir storosios Zarnos navikus siekiant prognozuoti bendrg paciento isgyvenimg.
Abiejose pacienty grupése, nustatyta stipri ir nepriklausoma imunogradientiniy rodikliy prognoziné verté, kuri
pranoksta iuo metu esandiy metody rezuitatus. Tai leidzia daryti iSvadg, kad, duomenimis pagrjstas,
automatizuotas, nepriklausomas nuo operatoriaus, SZ nustatymas leidZia atlikti erdvinius imuninio atsako
matavimus naviko-8eimininko sgveikos fronto linijoje, siekiant prognozuoti ligos ir gydymo rezultatus.
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I§radimo sritis

Sis isradimas yra susijes su naviko ir stromos sgveikos zonos (SZ) nustatymo
badu ir imunogradientiniais rodikliais, kurie gali buti naudojami navikais serganciy

pacienty iSgyvenimo prognozei nustatyti.

Technikos lyais

Vienas pagrindiniy Siuolaikinés genetikos atradimy — viso Zmogaus genomo
sekos analizé — susiejo konkredias genetines mutacijas su naviko vystymusi. Tai
formavo naviko koncepcijg kaip lgsteliy liga, kurig sukelia genetinés mutacijos [1, 2].
Nors genetiniai mechanizmai paai$kina daugelj naviko progresavimo aspekty,
daugelis naviko pozymiy, [skaitant Seimininko imuninj ir uzdegiminj atsaka,
angiogeneze ir metabolinius veiksnius, iSsivysto naviko mikroaplinkos (NMA)
kontekste [3]. Ypa& svarbi naviko-Seimininko audiniy sgveikos varomoji jéga yra
uzdegiminis ir imuniniy Iasteliy infiltratas. Solidinius navikus infiltruoja tiek jgimtos
(Igstelés natdralios Zudikés, makrofagai, neutrofilai, fagocitai), tiek jgytos imuninés
kilmes lgstelés (T limfocitai, B limfocitai ir dendritinés Igstelés) [4]. Supratus
mechanizmus, kuriais naviko lastelés gali slopinti Seimininko prie$navikinj imuninj
atsaka, ir sukdrus naujas imunoterapijos priemones, galinCias aktyvinti imuninés
sistemos atsaka, tyringjimy démesys persikélé | prieSnavikinio imuninio atsako

komponenty ir bioZymeny paie$ka bei tyrimus [5, 6].

Navika infiltruojantys limfocitai (NIL) ir jy pasiskirstymas tam tikrame NMA
aspekte, yra laikomi prognostiniais ir predikciniais biozymenimis jvairiuose naviky
tipuose. Atlikus Klinikinius ir eksperimentinius tyrimus, CD3+, CD4+, CD8+ ir FOXP3+
NIL buvo susieti su prognozine verte tokiuose navikuose, kaip melanoma, storosios
sarnos, kraties, plauéiy, $lapimo pusiés, prostatos, inksty ar kepeny Igsteliy karcinoma
[5, 7-10]. Nors NIL galima apibadinti sgveikomis ir vaidmeniu tarp T ir B Igsteliy, taCiau
siekiant jvertinti NMA ir suprasti prieSnavikinj atsakg, batina atsizvelgti ne tik j
funkcinius, bet erdvinius aspektus [11]. Galon et al. atlikes iSsamius storosios zarnos
naviko (SZV) imunomo tyrimus (Galon et al 2012), kurie buvo paremti
imunohistocheminiais (IHC) bei skaitmeninés vaizdo analizés (SVA) metodais,
nustaté, kad ne tik CD3+ ir CD8+ NIL sudétis, bet ir jy pasiskirstymas navike bei
invazijos riboje (IR) koreliuoja su ligos prognoze. Siai dienai, $is atradimas jau

perkeltas | Kliniskai patvirtinta /mmunoscore® indikatoriy, kuris pasitvirtino, kaip
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nepriklausomas prognozes veiksnys, pranokstantis jprasting naviko, limfmazgiy ir
metastaziy (TNM) klasifikavimo sistema [13]. Be to, naujausi tyrimai atskleidé, kad NIL
turi didele prognozine ir predikcing verte esant trigubai neigiamam ir Zmogaus
epidermio augimo faktoriaus receptoriy 2 (HER2) teigiamam kraties navikui (KN) [14,
15]. Vidunavikinés T lgstelés yra laikomos naujos imunogramos koncepcijos kertiniu
akmeniu ir leidzia atlikti i§samy paciento prieSnavikinio atsako jvertinima, kuriuo
remiantis galima parinkti imunoterapijg jvairiuose naviky tipuose [16-18].

Bet kurio metodo, kuriuo siekiama jvertinti naviko imuninj konteksta, tikslas —
nustatyti imuniniy Igsteliy kiekj ir jy lokalizacijg lyginant su naviko lgstelémis [8, 19, 20].
Imuniniy lasteliy, esanéiy NMA, skaitiavimas yra susijgs ne tik su tiksliu naviko ir
stromos regiony nustatymu, bet ir batinybe aiSkiai ir atkartojamai apibrezti IR [8].
Nepriklausomai nuo to, ar IR nustatyti yra taikomi vizualls ar SVA metodai, IR
apibrézimai yra nevienareik§miski. 1986 m. Jass [21] pasidlé IR apibrézimg, tiriant
histomorfologinius prognostinius rodiklius tiesiosios Zarnos karcinomoje, ir apibadino
dvi skirtingas IR konfiglracijas — ekspansyvigjg (arba stumiancig) ir infiltracine.
Stumiangioji IR nustatoma vizualiai, kai histologinio mikropreparato tyrimo metu galima
nustatyti aikig naviko ir imuninio infiltrato ribg. Navikai, turintys infiltracine IR
konfigdracijg, turi santykinai netaisyklingg augimo modelj, kuriame sunku atskirti
naviko ir imuninio infiltrato agregatus [21, 22]. Daugelis kity tyrimy naudoja IR
apibrézima, kurj pasitlé Galon et al. [23] i IR apibréZia kaip 1 mm plo¢io regiong aplink
naviko ir stromos krasta. Vis délto, remiantis $iuo apibréZimu néra aisku kas yra naviko
krastas (NK). Be to, norint pritaikyti §j apibréZima batina, kad ekspertas nuspresty, kur
yra NK ir rankiniu badu jj nubrézty. Tad esant netaisyklingam ir infiltruojanciam naviko
augimo modeliui, toks IR nustatymo bidas kelia ne tik abejoniy del $aliSkumo, bet ir
gali sukelti eksperty tarpusavio variacijg. Tokiu bldu, yra sumazZinamas tyrimo
tikslumas ir pajégumas, net jei kiti analizés etapai yra automatizuoti. Dél Sios
priezasties tyrimai, kurie taiko §j apibrézimg IR nustatyti, gali sukurti nepakankama NIL
ir kity NMA jvertinimo tyrimy informacine galig ir kliniking nauda. 2018 m. Harder ir kt.
[24] taip pat pritaiké audiniy fenomikos metoda, siekiant atrasti SVA pagrjstus
biozymenis, kurie leisty prognozuoti prostatos naviky atkryt]. Siame darbe SVA etapas
buvo pagrijstas morfologinémis savybémis nustatant naviko ir stromos regionus bei
automatigkai igskiriant NK kaip regiong vienodai nutolusj | navikg ir stroma. Kitas

neseniai atliktas tyrimas [25] pasidlé duomeny pagrindu pagrista metodika, skirtg
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nustatyti imuninés aplinkos konteksto bioZymenis, taCiau Siam tikslui pasiekti taike

rankinj (vizualy) naviko ir stromos regiono nustatymo etapa.

Siame igradime pristatome naujg imunogradiento rodikliy rinkinj, apskaiciuotg
automatizuotu bldu i&skirtoje naviko ir stromos SZ. Biidas pirmiausia nustato NK,
naudojant aikias taisykles, pagristas IHC ir SVA duomenimis. Véliau nustatoma SZ
kaip tam tikro atstumo regionas esantis aplink NK, apskaiciuojami NIL tankio profiliai
visoje SZ. Nustatyta, kad rodikliai, apibldinantys poslinkj/gradientg j naviko puse
prognozuoja hormony receptoriy teigiamy KN ir SZN pacienty bendrg isgyvenimg (BI).

Trumpas iSradimo aprasymas

Sistemos idvestis yra jverdiai, apskaiCiuoti naudojant imunogradientinius

rodiklius, ir jvergiai, kurie leidZia numatyti paciento iSgyvenimo laika.

Imunogradientiniy rodikliy skai¢iavimo sistemos jvestis yra: i) informacija, kuris
pikselis priklauso kuriai audinio ar audinio mikroskopinio preparato klasei, ir ii)

kiekvienos audinyje atpaZintos lgstelés koordinatés bei informacija apie Igstelés tipg.

Siekiant gauti jvesties duomenis, reikalingas naviko audinys, kuris gali bati
gautas, pavyzdziui, po jo chirurginio pasalinimo. Po to, apdorojus tiriamg navikinj
audinj, jis yra supjaustomas pjaviais, kurie naudojami dazymo proceddrai atlikti taikant,
pavyzdZiui, IHC arba imunofluorescencijos metoda. Tikslus pjavio storis ir dazymo
metodas priklauso nuo naviko audinio tipo, pavyzdziui, KN ir SZN gali bati naudojamas
3 um storio formaline fiksuotas parafine impregnuotas pjavis atpjautas ant teigiamo
kravio stiklo, kuris dazomas IHC metodu naudojant antikiinus prie§ citotoksines T
lgsteles (CD8), kuris po to kontrastuojamas hematoksilinu. Tuomet atliekama SVA
naudojant nudazytg audinio méginj, kuris, pavyzdziui, yra nuskenuotas 20x padidinimu
naudojant Sviesinj mikroskopg. ApraSyta tyrimo metodika taip pat gali bati taitkoma
kitems naviky tipams, pavyzdZiui, plauciy, inksty, kepeny lgsteliy navikams,
melanomai. Be to, panadus bidas gali bati taikomas ne tik naviky patologijoje, bet ir,
pavyzdZiui, nustatant uzdegiminiy Igsteliy ir fibrozés tankio profilius kepeny skiltelese

siekiant jvertinti ligos aktyvuma, hepatito chroniSkuma ir kepeny ciroze.

Klasifikavimo jvesties duomenys pikseliy lygmenyje gali bati sukurti naudojant
iSorinius SVA jrankius. Sukurtas naujas skaitmeninis vaizdas turi tas pacias vaizdo
charakteristikas (dyd], skiriamajg geba, pikseliy dydj), taciau Siame vaizde kiekvienas
pikselis atitinka nustatyta audinio klasg, o ne spalva, kuri matoma mikroskopu. Bet
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koks baigtinis pikseliy klasiy skai¢ius yra naudojami kaip jvesties duomenys ir tai gali
bati, pavyzdZiui, naviko, stromos, nekrozés ar artefakty (pavyzdziui, audiniy raukslés,
peilio suardytas audinys, dengiamosios terpés likuciai (klijai) ar kt.) klasés. PavyzdZiui,
HALO programiné jranga (versija 2.2.1870; ,Indica Labs®, Corrales, New Mexico, JAV)
naudoja neurony tinklais paremta klasifikatoriy, kuris gali bati apmokytas siekiant
nustatyti navikui badingus audinius, tokius kaip navikg, stroma, limfinius folikulus,
artefaktus ir regionus, tokius kaip, pavyzdziui, nekrozeés, audiniy rauksliy ar kai néra
audinio ar patj mikroskopijos stikla.

I3oriniai SVA jrankiai taip pat gali bati naudojami siekiant nustatyti kitus jvesties

duomenis — Igsteliy koordinates ir jy tipg dominanciame skaitmeniniame vaizde.

Skai¢iuojant SZ, t.y. regiong, kuriame saveikauja dvi ar daugiau audiniy
klasés, sistema pirmiausia nustato siaurg sgveikos krastg (SK), kuris véliau yra
isplediamas j SZ. Tad norint atlikti naviko prognozavima, metodas pirmiausia suranda

NK, kuris véliau yra idple¢iamas | naviko/stromos SZ.

Pirmasis btdo etapas — suklasifikuoty pikseliy sudalinimas | vienodo dydzio
gardelés elementus idéstytus taip, kad jie apimty visg regiong ir nesikirsty su jokiu
kitu gardelés elementu. |prastg gardelés tinklelj sudaro gardelés elementai, tokie kaip
kvadratai, stadiakampiai, $eSiakampiai arba bet kurios kitos formos daugiakampiai.
Nustatant SZ, pirmenybé yra teikiama SeSiakampiams gardelés elementams, nes jie

optimaliai atspindi turinio pokycius visomis kryptimis.

Kiekviename gardelés elemente gaunamas kintamyjy duomeny rinkinys. Si
rinkinj sudaro (bet jo neapriboja): visy pikselio klasiy santykinis plotas, kiek Igsteliy ir
kuriam lgsteliy tipui jos priklauso konkre€iame gardelés elemente. Santykinis plotas
apskaigiuojamas sudedant konkregios klasés plotus kiekviename gardelés elemente,
pikseliais arba kvadratiniais tam tikro mato vienetais, ir padalijant i$ visy gardelés
elementy naudojant tg patj pasirinktg ploto vieneta. Pavyzdziui, naviko tyrimo atveju,
pageidautina, kad baty trys santykiniai plotai, naviko, stromos ir fono, kurj sudaryty
visos kitos (ne naviko ir stromos) pikseliy klasés. Visy santykiniy ploty dydziai svyruoja
nuo O iki 1 ir kiekviename gardelés elemente santykinio ploto suma yra lygi 1.
Naudojant lgsteliy skaiciy ir santykinj plotg kiekviename gardelés elemente, galima
apskaigiuoti Igsteliy tankj, kuris gali bati apskaiciuotas naudojant skirtingus Igstelés tipy
ir santykinio ploto derinius. PavyzdZiui, nustatant naviko/stromos SZ, kintamuyjy

duomeny rinkinj turéty sudaryti naviko ir stromos audiniy klasiy santykiniai plotai bei
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bendras fono klasés, apimangios visy likusiy audiniy klasiy pikseliy, santykinis plotas.

Taikant santykinius plotus, metodas pirmiausia nustato SK jvertinant dviejy
tipy informacijg: i) staigius santykiniy ploty pokycius gardelés elementuose ii) invazijos
sritis, kuriose dominanéiy klasiy turinys yra panasaus tankio. Siekiant nustatyti staigius
pokygius, metodas apskai¢iuoja audinio klasés ploty geometrinio gradiento normas
kiekvienoje Sesiakampéje gardeléje. Geometrinio gradiento norma apskaiciuoja visus
pokygius kiekvienoje audinio klaséje, tadiau néra atsizvelgiama | skirtingy audinio
klasiy sukeltus pokygius gretimose gardelés elementuose. PavyzdZiui, gradiento
norma apskaigiuoja visus naviko ploto pokycCius, bet konkreciai neisskiria
naviko/stromos ir naviko/fono poky¢iy. Tai svarbu, nes naviko/stromos SZ neturéty
priklausyti nuo naviko/fono pokyciy. Norint atskirti gradiento norma, metodas atskirai
vertina kiekvieng i§vestine iilgai gardelés elementy a8iy ir apskaiciuoja svorio sglygas
naviko plotui, remdamasis santykiniais pokyCiais kitose audinio klasése pagal Sias
asis. PavyzdZiui, analizuojant naviko, stromos ir fono klases bei jy iSvestines iSilgai x
asies, naviko ploto i$vestiné yra suskai¢iuojama pagal absoliu¢ig stromos iSvesting,
padalytg i§ absoliugios stromos ir absoliutaus fono iSvestiniy sumos. Panasiai
apskaigiuojama naviko ploto i$vestiné iSilgai likusiy gardelés elementy asiy, kuri yra
suskai¢iuojama pagal absoliugig fono klasés iSvesting, padalytg i$ absoliucios stromos
ir absoliutaus fono i$vestiniy sumos. Tai suskirsto naviko ploto iSvesting | dvi dalis:
vieng dalj, suskaiGiuotg pagal santykinius stromos pokyCius ir kitg dalj, kuri yra
suskaitiuota pagal bendrus fono klasiy pokycius. Tai atlikus visoms gardeliy elementy
asims, gradiento norma yra iSskiriama j dvi jvertintas (pasvertas) gradienty normas;
viena, kuri atitinka naviko iSvestinés vektoriy jvertintg (pasverta) pagal stroma, ir kitg,
jvertintg (pasvertg) pagal fona. Visi trys gradientai yra svarbis norint teisingai nustatyti
NK, tuo tarpu like gardeliy elementai yra perklasifikuojami | atitinkamas audinio klases

ir sgveikos elementus.

PavyzdZiui, norint i§skirti naviko-stromos SZ, veiksmai atliekami Sia

pageidaujama eilés tvarka:

1. Jei naviko gradiento norma yra didesné uz pageidaujama/pasirinktg
slenkstine verte, laikoma, kad gardelés elementas turi staigius pokydius; arba kitaip

sakant jis yra NK.

a. Staigls pokygiai, nustatyti naviko gradiento normos, apima visas audinio

klases, esancias $alia naviko. Vis délto svarbu atskirti, kurios tai audinio klasés, nes
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NK atveju tik staigis poky&iai tarp naviko/stromos klasiy turi bati priskirti NK, o pokyciai
tarp naviko/fono klasiy neturi bt vertinami atliekant tolimesne analize. Audiniy klasiy
pora, kuri sukélé staigius pokycius, galima nustatyti atliekant pasverty/jvertinty
gradiento normy palyginima, pavyzdziui, vertinant pagal maksimaly. Jei didzZiausia
norma yra sukelta naviko jvertinto (pasverto) pagal stromos gradientg, gardelés

elementas yra laikomas NK dalimi; kitu atveju yra ignoruojamas.

2. Gardelés elementai, kurie nepriskiriami NK, yra suklasifikuojami j tam tikras
audinio klases pagal pasirinktg audinio klasiy santykiniy ploty jvert, pavyzdZiui,
kadangi viename gardelés elemente visy audinio klasiy santykiniy ploty suma lygi 1,

pasirenkamas klasifikavimo jvertis gali bati didZiausias santykinis plotas.

3. Gardelés elementai, priklausantys vienai i$ tiksliniy klasiy, ty. naviko ir
stromos klaséms, su panadaus dydzio naviko ir stromos audiniy santykiniais plotais
priskiriami NK invazyviam komponentui. PavyzdZiui, jeigu absoliutus naviko ir stromos
audiniy santykiniy ploty skirtumas yra mazesnis nei parinkta slenkstiné verte, laikoma,

kad gardelés elementai turi panasius naviko ir stromos audiniy plotus ir yra NK dalis.

Atliekant 1, 2 ir 3 veiksmus, visi gardelés elementai suklasifikuojami | NK arba
kitg audiniy sgveikos klase, kuri neanalizuojama. Pavyzdziui, kiekvienas skaitmeninj
navikinio audinio vaizda dengiangios gardeiés elementas gali bati priskiriamas naviko,
stromos, fono, NK (apima naviko/stromos poky¢ius) klaséms arba naviko/fono ,,krasto”
klasei, kuri nejtraukiama j naviko/stromos SZ analize. Auk$Ciau aprasyti veiksmai gali
bati pritaikyti ir nenavikinei patologijai, pavyzdZiui, normalaus ir/ar ne-neoplastinio

epitelio ir stromos audiniy sgveikos zonos nustatymui.

Teoridkai, parenkamas gardelés elemento dydis gali bati nuo vieno pikselio iki
viso analizuojamo regiono ploto dydzio. Parinkus gardelés elementus, kuriy dydis yra
artimas vienam pikseliui, SZ nustatymui gali bati panaudoti tiktai pikselio lygmens
pozymiai (t.y. nejtraukiami invazyvls regionai kaip auk3diau aprasytame 3 veiksme),
tuo tarpu labai dideli gardelés elementai neleis jvertinti pokycCiy tokiu tikslumu, kuris
reikalingas NK nustatyti. Taigi, gardelés elementy dydis priklausys nuo taikymo ir
isgaunamos informacijos detalumo, reikalingo NK nustatymui. Naviko/stromos SZ
nustatymui vézio audinyje buvo pasirinkta Sesiakampiy su 65pm ilgio Sonine krastine
gardelé, kurios déka jtraukiami tiek staigts pokygiai, tiek audinio klasifikavimas ir

invazyvis regionai, nustatomi auk$&iau aprasytais 1-3 veiksmais.
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Nustadius NK, toliau metodas jvertina kiekvieno gardeles elemento
trumpiausig atstuma iki NK. Tokiu bldu gardelés elementai gali bdti suskirstomi |
rangus kiekvienoje audinio klaséje pagal atstumg nuo NK. Galiausiai iSskiriama SZ,
nufiltruojant gardelés elementus, kurie nuo centrinés NK ribos yra toliau nei pasirinktas
atstumas (rangas). PavyzdZiui, galima pasirinkti SeSiakampiy elementus, kurie nutole
netoliau kaip per 5 $esiakampius nuo NK. PabréZtina, kad jeigu kuri audiniy klasé
sudaro ,siaurus” regionus, tik esamas audinys jtraukiamas | SZ, o gretimi audiniai nera

,verdiami“ bati SZ dalimi.

Svarbi 8io veiksmo savybé ta, kad SZ kiekvienas pasirenkamas rangas
kiekvienoje audinio klaséje, ty. 1-as rangas 2-oje audinio klaséje, apims grupe
gardelés elementy. Taigi, visuose audinio-rango deriniuose iSgaunami duomeny
kintamuyjy skirstiniai. Sie skirstiniai gali bati lyginami statistiniais metodais ar bendrinant

pagrindinius poZymius, pavyzdZiui, vidurkius ir standartinius nuokrypius.

Visy pirma, parenkant audinio klasiy porg SZ nustatymui, rangai gali biti
sudaromi priskiriant neigiama Zenklg vienos i$ klasiy atstumams. Pavyzdziui, tais
atvejais, kai analizuojama naviko-stromos SZ, neigiamas zenklas gali bati priskiriamas
stromos klasés atstumams. Sudedant gardelés elementy duomeny kintamuosius
kiekviename range, galima jvertinti, kaip lasteles ir/ar lasteliy tankiai pasiskirsto
apjungtame rangy profilyje, kuris, pavyzdziui, apima rangus nuo - 4 stromoje, NKranga

0 ir apima 1 - 4 rangus navike.

Nustadius SZ, suskirs¢ius jg j rangus pagal atstumus nuo NK ir sudéjus
duomeny kintamuosius kiekvienam audinio-rango derinyje, galima apskaiciuoti SZ
profiliy rodiklius. Galima naudoti daugelj rodikliy tipy, bet navikiniy audiniy atveju, kai
iSskiriama naviko-stromos SZ, du rodikliai buvo stipriausi pacienty iSgyvenamumo

prognostiniai veiksniai.

Masés centro (MC) rodiklis: naudojamas fizikoje, apskaiCiuoja tikslia
koordinate (rangg), ties kuria turi bati paremiamas SZ profilis tam, kad jis likty
pusiausvyroje. Priedingu atveju, profilis palinks | SZ stromos ar naviko puse.
Skaigiuojant, kintamyjy vertés ranguose padauginamos i$ rangy eilés ir sudedamos,

tuomet padalinama i$ kintamuyjy verciy ranguose sumos.

Imunonuokryéio (IN) rodiklis: tai kintamujy ver€iy ranguose —1ir 1 santykis. Jis

parodo ar rango kintamujy vertés nukrypusios | SZ stromos ar naviko puse, tik zymiai
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siauresniame intervale.

MC ir IN yra tinkami véZio atveju, kadangi jie apraso CD8 tankio profiliy
ypatumus individualiuose navikuose. Skirtingi rodikliai gali buti tinkami skirtingy véziy
atvejais. Tai parodyta faktorine analize KV ir SZV imtyse. Atskiri atvejai gali bati
sugrupuojami pagal jy individualius MC ir/ar IN jvercius ir/ar juos atitinkanciy faktoriy
jveréius. Be to, metodo statistinei galiai padidinti SZ profilio rodikliai gali bati
apjungiami, taikant apra§omajg kintamujy pasiskirstymo SZ gardelés elementuose
statistikg. PavyzdZiui, véZio atveju, integruoto SZ CD8 faktoriaus jvertis, apskaiciuotas
sudedant dviejy faktoriy, aprasanciy CD8 tankj ir CD8 tankio ,gradientg link naviko®,
jver&ius, buvo stipriausias bendro pacienty iSgyvenamumo prognostinis veiksnys tiek
KV, tiek SZV atveju. Sio metodo pranasumas yra tas, kad pagal imunogradientinius
rodiklius véziu serganéiy pacienty imtys sugrupuojamos naudojant tik vieno zymens
(CD8) imunohistocheminj daZyma, lyginant su metodais, kuriems reikalingas

mazZiausiai dviejy Zymeny dazymas.

Kitas metodo pranasumas parodytas hormony receptoriy KV serganciy
pacienty imtyje pastebéjus nuo laiko priklausoma prognostinj efektg, kuris buvo
badingas grupuojant imtj pagal SZ gradientinius rodiklius, bet ne CD8 lgsteliy vidutinj
tankj SZ naviko dalyje. Sie duomenys patvirtina, kad imunogradientiniai rodikliai turi
pranasumg lyginant su kitais esamais prieSnavikinio imuninio atsako patologijos
vaizduose vertinimo metodais. Rodikliy pavadinimai gali bati kei¢iami priklausomai nuo

analizés paskirties, kuri gali bati susijusi ne tik su audinio imuninio atsako vertinimu.

Breéziniy apraSymas

1 paveikslas. SZV audinio CD8 IHC méginio viso pjavio vaizdas, konvertuotas
j juoda ir baltg. Tai yra pavyzdys skaitmeninio vaizdo, kuris gaunamas i§ SZV méginio,

kuris analizei $viesiniu mikroskopu nudazomas IHC.

2 paveikslas. SZV audinio vaizdas, i$oriniu jrankiu suklasifikuotas pikselio
tikslumu. Juodai balti rastai vaizduoja 5 skirtingas audinio klases ir tai, kaip pikselio
lygmens audinio klasifikavimo rezultatai iSoriniais SVA jrankiais gali bati perkelti |

vaizda, kuriame audinio klasés vaizduojamos skirtingais intensyvumais.

3 paveikslas. Klasifikavimo vaizdas padengtas gardele. Padidintas vaizdo
fragmentas rodo $esiakampiy gardelés elementus dengiandius fono, naviko ir stromos

klases ir kaip gardelé padengia klasifikavimo vaizdg atsitiktine padétimi. Pateiktame
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pavyzdyje, gardelés elementai yra SeSiakampiai su 65 pm ilgio Sonine krastine.

4 paveikslas. Naviko, stromos audiniy ir fono santykiniy ploty apjungimas
gardelés elementuose. Sviesesni elementai susideda daugiausiai i$ stromos, tamsus
elementai - daugiausiai i$ fono, tarpiniuose pilkuose elementuose vyrauja daugiausia
stroma. Tai rodo, kaip suklasifikuoto audinio santykiniai plotai apjungiami | klasiy
pogrupius. Naudojamos tik naviko ir stromos klasés, kitos audinio klasés yra

priskiriamos fono klasei.

5 paveikslas. Naviko pokyciai gardeléje nustatant NK pavaizduoti tamsiais
gardelés elementais. Jis rodo naviko pokyCius gardeléje, apskaiciuotus pagal naviko

santykiniy ploty geometrinio gradiento norma.

6 paveikslas. Naviko audinio suskirstymo | naviko/stromos pokycius ir
naviko/fono pokyégius rezultatas. Naviko pokyCiai suskirstyti | naviko/stromos
(vidutiniskai pilka) ir naviko/fono (tamsesnis atspalvis) klases. Tamsus naviko/fono

kradtas néra naviko/stromos krato dalis ir nenaudojamas nustatant SZ.

7 paveikslas. Sesiakampiy klasifikavimo | audinio tipus ir naviko krastg (NK)
rezultatai. Gardelés elementai pergrupuojami j naviko krasto (NK, Sviesiausi
elementai), stromos (antri pagal Sviesuma elementai), naviko (antri pagal tamsuma
elementai), fono (tamsiausi elementai) arba naviko/fono (vidutinis intensyvumas)

klases.

8 paveikslas. Trumpiausiy atstumy iki nustatyto NK apskaiciavimo kiekvienam
Sesiakampiui rezultatai. SeSiakampiy atstumai iki NK (balti elementai). Kiekvienas

spalvos intensyvumas atitinka tam tikrg atstumo verte.

9 paveikslas. 9 Sesiakampiy plocio sgveikos zona. NK apima Sviesiausius
gardelés elementus, Sviesesni intensyvumai atitinka SZ naviko dalj, o tamsesni
intensyvumai atitinka SZ stromos dalj. Tamsiausi gardeles elementai néra SZ dalis. SZ
gaunama apjungiant gardelés elementy audinio klase su jos rangu pagal atstuma iki
NK.

10 paveikslas. CD8+ tankiy profiliai KV ir SZV imtyse.

11 paveikslas. SZ CD8 Igsteliy tankio profiliy individualiais KV ir SZV atvejais
pavyzdziai. Skirtingi pilki atspalviai atitinka skirtingas gardelés elementy klases po

klasifikavimo (vidurinis stulpelis).
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12 paveikslas. Faktoriy grafikai, atskleidZiantys vienodus modelius KV ir SZV
imtyse. Faktorius 1 ir faktorius 2 gaunami faktorinei analizei naudojant tankio profiliy
rodiklius SZV ir KV imtyse.

13 paveikslas. Kaplano ir Mejerio kreives iSgyvenamumo pagal tankio profiliy

rodiklius prognozei.

Detalus iSradimo aprasymas

Dazymo ir mikroskopijos procediros atliktos su 3 um storio FFPI KV ir SZV
audiniy pjoviais padengtais ant teigiamai jkrauty mikroskopiniy stikly (gali bati
naudojami ir kitokie mikroskopiniai stiklai). IHC atlikta naudojant Roche Ventana
BenchMark ULTRA automatu (Ventana Medical Systems, Tucson, Arizona, USA).
Naudoti antikanai prie$ citotoksiniy T Iasteliy Zymenj CD8 (klonas C8/144B, DAKO;
antikino skiedimas 1:400), taikyta ultraView Universal DAB Detection kit (Ventana
Medical Systems, Tucson, Arizona, USA) detekcijos sistema. IHC pjdviai buvo daZzomi
Mejerio hematokslinu. IHC preparatai buvo skaitmenizuojami skenuojant x20
objektyvo padidinimu (0.5 pm rezoliucija) su ScanScope XT stikly skeneriu (Leica
Aperio Technologies, Vista, CA, USA) (1 paveikslas). Metodui gali bdti naudojamos
bet kokios rankinés ar automatinés IHC, imunofluorescencijos, ar kitos mikroskopijos
dazymo ir vaizdinimo technikos, kurios suteikia informacijos apie navikinio audinio

strukttras ir tikslinius Zymenis erdviniame $iy struktlry kontekste.

2-ame paveiksle pateikiamas skaitmeninis vaizdas, kuriame kiekvienas
pikselis vaizduojamas tam tikra spalva pagal priskirtg audinio klase pateiktg 1-ame
paveiksle. Si informacija yra viena i§ dviejy jvesties informacijy, reikalingy sgveikos
zonos nustatymo metodui. 2-as paveikslas iliustruoja kaip $i informacija gali bati
panaudota sgveikos zonos nustatymui skaitmeniniame vaizde, taciau bet kokia audinio
kiasés informacija pikselio tikslumu, t.y. visuma regiono koordinaciy, susiety su tam
tikra klase, bus irgi tinkama. Klasifikavimo metodas néra susijes su sgveikos zonos

nustatymu; klasifikavimas gali bati atliktas su bet kuriais SVA jrankiais.

2-ame paveiksle pateikiamas vaizdas buvo gautas naudojant SVA programa
HALO (versija 2.2.1870; Indica Labs, Corrales, New Mexico, United States). VéZio tipui
specifiniai HALO Al audiniy klasifikatoriai buvo apmokyti atpazinti naviko, stromos ir
fono (sudaryto i§ nekrozés, artefakty ir stiklo) bei naviko, stromos, limfoidiniy folikuly,

nekrozes ir fono (sudaryto i§ stiklo ir artefakty) klases KV ir SZV atvejais, atitinkamai.
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Antroji metodo jvesties informacija yra tiksliniy Iasteliy/struktary koordinatés,
saugomos bet kuria skaitmenine forma, ty. tekstiniuose failuose, skaiCiuoklése,
duomeny bazése ir kt. CD8 teigiamy lasteliy nustatymui ir koordinaciy iSgavimui KV ir
SZV imtyse buvo naudotas HALO Multiplex IHC algoritmas. Duomenys buvo nuskaityti

i§ duomeny bazés.

3-as paveikslas vaizduoja kaip pikselio lygmens audinio klasifikavimas yra
suskirstomas naudojant jprasta gardelés tinklelj, kuriame nustatomas NK ir SZ. 2-ame
paveiksle pateiktas automatinis pikselio lygmens audinio klasifikavimo rezultatas,
isgautas automatine SVA, buvo padengtas gardelés tinkleliu atsitiktine padétimi.
Gardelés elementai gali biti kvadratai, trikampiai, SeSiakampiai ar kiti poligonai, kuriais
galima pilnai padengti analizuojama regiona. Pageidautina naudoti SeSiakampe
gardele, kadangi ji tinkamiausia apra$yti pokycius visomis kryptimis. Pasirinktas
gardelés elementy dydis turi biti pakankamai mazas tam, kad jvertinti sgveikos zonos
pokygius, tagiau pakankamai didelis tam, kad aptikti infiltratyvius regionus. 3-ame
paveiksle SVA rezultatai suskirstomi $esiakampiy (Soniné krastiné 65 pm ilgio)
gardele, kuri padengiama atsitiktine padétimi. Gardelés tipas ir dydis gali bati parinktas

pagal audinio tipg, patologija, bioZzymens sintezés lygj ar pasiskirstymo pobud;.

4-as paveikslas apibendrina surinkty santykiniy ploty duomenis. Apskritai,
kintamyjy rinkinys V surenkamas kiekviename gardelés elemente. Sagveikos zonos
nustatymui, kintamieji turi apimti tiek skirtingy audinio klasiy plotus, tiek aptikty Igsteliy
skai¢ius kaip antrajg jvesties informacijos dalj. Dél SeSiakampiy dydzio variavimo,
vietoj absoliugiy ploty naudojami santykiniai kiekvienos regiono klasés plotai gardelés

elementuose.

Nepriklausomai nuo to, kiek regiono kilasiy buvo suklasifikuota pikseliy
lygmenyje, naudojami tik trys ploto santykiai: naviko ploto santykis t, stromos ploto
santykis s ir fono ploto b santykis, kuris yra gautas sujungus likusias SVA klases. Bet
kuriam Se&iakampiui h, priklauso elementas v € V ir yra Zymima kaip v(h); naviko ploto
santykis yra t(h), arba t, kai hyra nedviprasmiskas. 3-as paveikslas vaizduoja

sediakampio ploty santykius (t, s, b) atitinkancius raudona, Zalig ir mélyng spalvas.

5-as paveikslas vaizduoja apskaigiuotus staigius ploto pokycius vienai audinio
klasei, Siuo atveju naviko klasei. Bet kokio v € V pokytis SeSiakampéje gardeléje yra

apskaigiuotas panaudojus geometring norma|V,(h)|, kuri gauta apskaiciavus
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iSvestines kiekvienai gardelés elemento asiai, pvz. trys SeSiakampio asys (X, v, z); dy
— zymi v kintamojo i$vestine iSilgai x aSies (SeSiakampis h), todél df yra naviko ploto
santykio pokytis iSilgai x asies. Bendras pokytis gali bati apskaiciuotas panaudojus
gradiento norma. Taigi, bendras naviko ploto santykio pokytis yra naudojamas sgsajos

gavimui:

1, = J (dE)? + (d5)? + (d5)2.

Gradiento apskaitiavimui yra daug skirtingy metody. Siekiant optimizuoti
skaitiavimo greitj SeSiakampéms gardeléms kai kurie metodai panaudoja linijine
kombinacijg tarp iSvestiniy. Tokia kombinacija tinkama, tadiau norint gauti kuo
tikslesne informacijg pageidautina, kad visos iSvestines turéty indelj gradiento
skaiiavime. 5-as paveikslas vaizduoja normalizuotg gradienta, pazymétg (V) € [0;1],
kuris yra atvaizduojamas ant audinio ir kuris paai8kina kaip naviko pokyCiai yra
uzfiksuojami.

6-as paveikslas vaizduoja naviko pokycio atskyrimg | naviko/stromos ir
naviko/fono pokygiy poras. I8skiriant SZ zong tiktai naviko ploto pokyciai, atsirade dél
stromos kaimyny yra naudojami, atmetant pokyCius atsiradusius dél fono. Taigi
pokyd&iai naviko plote |V,| yra suskirstyti | naviko ir galimy gardelés kaimyny poras:
naviko/stromos dalj ir naviko/fono dalj. Tai buvo atlikta naviko iSvestinéms priskyrus
svorius su santykiniais pokyciais j stromg ir fong: dt priskirtas santykiniy s ir b pokyCiy
SVOris.

|dx|
Yixtldk]

|d)s(‘ ir dt — dt |d§| — dt |d)‘g|
|dg| + [dRl bk T * 1dgl + 1d3|

o = df =}

Tai motyvuojama tuo kad, jei kazkuriame SeSiakampyje fono ploto kiekis labai
mazai kinta, bet koks naviko ploto pokytis gali bati interpretuojamas kaip pokytis
_sukeltas* dél stromos ploto pokygiy ir atvirk$&iai. Pazymétina, kad sd; + pdy = d, 0
tai uztikrina, kad jokia informacija nebus pridéta ar prarasta — ji tik atskirta. Atskyrimo

svoriai yra panasis iSilgai y ir z, todél bendras pokytis |V,| gali bati atskirtas s ir b:
Vel = |V§ + VEl

Naviko pokyéiy atskirtis | naviko/stromos ir naviko/fono pokycius pavaizduotas
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6-ame paveiksle naudojant  |V§| = J;dg)z + (Sd';,)2 + (D2 ir |vRl=

J(bd§)2 +(,d5)" + (,48)” su atitinkamai Sviesesniais ir tamsesniais pilkos spalvos
atspalviais.

7-as paveikslas vaizduoja gardelés tinkielj ir visus jo elementus
perklasifikuotus taip kad priklausyty arba audinio klasei arba NK, sudarant ribg tarp
dominandiy regiono klasiy. Paveiksle parodyti stromos SesSiakampiai yra Zali, naviko —
raudoni, fono — mélynos spalvos ir NK, atskiriantis navikg ir stromg — geltoni. Gardeles
elementy klasifikavimas gali bati atliekamas naudojant jau  esamus
klasifikavimo/klasterizavimo masininio mokymosi metodus tik keliems regionams,
todel yra pageidautina rankiniu bddu nustatyti klasterizavimo slenkstines vertes.
Siekiant nuosekliai sugrupuoti $ediakampius elementus | naviko, stromos, fono, NKir
naviko/fono sgsajas, normalizuotas gradientas, kuris Zymimas (V,) €[0;1], yra
naudojamas kaip tikimybé $esiakampiui priklausyti NK. Taigi gardelés elementai yra

skirstomi j Siuos veiksmus:
Staigas naviko ploto frakcijos poky¢iai nustatomi patikrinant ar (V.) > 0.5.

Visiems $esiakampiams, kuriems galioja $i salyga, (Vi) ir (V2) maksimumas

nulemia kam, atitinkamai NK ar naviko/fono sgveikos zonai, jie priklausys.

Gardelés elementai, kurie neturi staigiy poky¢iy, apradyty 1a zingsnyje, yra
suskirstomi | regiono audiniy klases, kuriame navikas, stroma arba fonas yra
sugrupuojami pagal didZiausius t, s ir b santykinius plotus, nes viso audinio santykinio

ploto suma yra lygi 1 kiekviename gardelés elemente:
t+ s+b=1wheret,sandb € [0;1].

Galiausiai, invaziniai audiniy regionai yra identifikuojami SeSiakampiuose, 2-
ame etape klasifikuotuose kaip navikas ar stroma ir turin¢iuose beveik vienodg naviko
ir stromos santykinj plota. Pavyzdziui, naviko ir stromos SeSiakampiai (pagal 2 etapg),
kuriy |t — s| < 0.25yra laikomi, turintys panasy naviko ir stromos kiekj ir yra priskiriami

prie invazyvaus NK ploto.

Pavyzdys yra skirtas pademonstruoti pritaikyta metodg vézio naviko-stromos
sgveikos zonos nustatymui. Bendrai, bet kurj pageidaujama slenkstj galima panaudoti

gradiento normai apskaiciuoti bet kuriai audiniy klasei norint nustatyti ar gardelés
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elementai yra ant konkrecios klasés krato. Priklausomai nuo biologiniy procesy ir
tikslo, galima pasirinkti i§saugoti atskiry audinio klasiy krastus arba papildomai atskirti
krasta, j atitinkamg jtaka turincias klases sugretinus kaimyniniy audiniy klases. Be to,
papildomy invaziniy sri¢iy pridéjimas yra neprivalomas, kaip ir pasirinkty kriterijy

prioritetai, skirti jtraukti gardelés elementus  centrinj krasta (navikinio audinio krastas).

8-ame paveiksle vaizduojamas NK, pazymétas geltona spalva, ir
apskai¢iuotas pasinaudojus paprasta SeSiakampiy atstumy transformacija, kai
kiekvieno $ediakampio trumpiausias atstumas iki NK yra apskaiCiuotas. Paveiksle
vaizduojamas atstumas $esSiakampése gardelése panaudojus atsitiktinj SeSiakampio
pilkos spalvos intensyvuma kiekvienai atstumo vertei. Galima rinktis i keliy atstumo
matavimy, pvz. Euklidinio, kuris, kaip pavyzdys, naudojant SeSiakampius elementus ir

skaigiuojant atstumg gardeléje buvo pakankamas.

9 paveiksle parodyta pilna sgveikos zona su centriniu NK (pazyméta geltona
spalva) ir gretimos naviko ir stromos puses (pazymeta atitinkamai geltona ir Zalia
spalvomis). Siekiant nustatyti SZ naviko ir stromos puses, bet kuriam SeSiakampiui h
priskirti rangai, kurie buvo paskaiciuoti pasinaudojus atstumy skai¢iavimais iliustruotais

8 paveiksle.

jei Klasé(h) = navikas, = rangas = atstumas

rangas(h) & jei kKlasé(h) = stroma, rangas = —atstumas
& ~ |jeiklasé(h) = NK, rangas = 0
kitu atveju, ignoruoti h

NK rangas yra lygus 0, naviko puséje rangas yra teigiamas atstumas nuo NK,
o stromos puséje — neigiamas atstumas nuo NK. Likusios audiniy klasés (fonas ir
navikas/fonas) yra nejtraukiamos | tolimesnes analizes. Dabar SZ, susidedant;j i§ NK ir

greta esandio naviko ir stromos audinio, gali bati apibréztas skirtingiems plocio
pasirinkimams. Cia SZw reiskia SZ, sudaryta i§ rango intervalo [— [%J ; lvz—vH kur |-] yra
apvalinamas iki artimiausio sveikojo skaiiaus, esancio argiausiai 0. PanasSiai pagal
rangus galima nustatyti skirtingus centrinio NK ploCius: TE = TE1 (susidedantis iS r_0)
ir TE3 (priklausangiam intervalui [-1; 1] ir pana$iai, o tai gali bati svarbu skirtingiems

taikymams ir véZio tipams. Jei nenurodyta kitaip, TE nurodo TE1.

10-as paveikslas vaizduoja, kaip galima apskaiciuoti informacijg apie lgsteliy
tankj SZ viduje ir iSoréje, transformuojant/apibendrinant kiekvieno SeSiakampio rangu

duomeny vertes j rango kiekybinj jvertj. Tokie kiekybiniai jver¢iai sudaro bendrag
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sasajos profilj, kuris atskleidzia, kaip Igsteliy tankiai (ar kitos savybés) gali skirtis SZ
viduje ir uz jos riby. 10 paveikslas vaizduoja CD8+ tankio staCiakampes diagramas,
apskaiciuotas tiek KN, tiek SZN grupéms, o 11 paveikslas vaizduoja NK ir CD8 + tankio

profilius kiekvienam atvejui atskirai.

Saveikos zony profiliai iSreiskia kryptines dispersijos (gradiento) savybes nuo
stromos j navika. Keli lasteliy tankio dispersijos rodikliai buvo patikrinti SZ ir uz jos riby,
siekiant nustatyti statistine galig prognozuojant bendrg iSgyvenima. Nustatyti du
stipriausi lgsteliy tankio rodikliai:

Masés centras (MC):

Xr; i (1)

MCl@) =< o

kur r; indeksuoja visus SZ rangus, pvz. SZ9 — ;e [—4; 4], bei q(ry) , Zyminti
rango jverdio pasirinkimg, pvz. CD8+ lIgsteliy tankio vidurkj. MC apskaiciuoja
koordinate ant horizontalios asies, pagal kurig baty palaikomas profilis, iSsilaikantis
tobulame horizontaliame balanse. Ir atvirk$&iai, tai gali bati suprantama kaip matavimo
priemoné, leidZianti pamatuoti | kurig pusg linksta biozymuo (ar turi teigiamag

gradientg).

Imunonuokrytis (IN):

IN(q) = q(r‘l)/q(rl).

Sis rodiklis rodo staigius lIgsteliy tankio pokycius arCiausiai NK ir yra
apskaigiuotas kaip rangu santykis tarp -1 ir 1. Kadangi Sis staigus tankio nuokrytis
daznai buvo stebimas tiriant CD8+ Iasteles, rodiklis buvo pavadintas Imunonuokrytis.
Priklausomai nuo konkregiy biologiniy procesy, kuriuos atspindi specifinis biozymuo,
&is indikatorius gali atspindéti ir kity audiniy atitinkamus staigius pokycius visoje SZ

(pvz., angiogenezes, fibrozés, proliferacijos).

11-as paveikslas iliustruoja CD8 lIgsteliy tankio profilius kiekvienam atvejui
atskirai KN ir SZN pacienty kohortose. MC ir IN rodikliai pasitvirtino kaip labai geri
indikatoriai, kadangi jie geba uZfiksuoti CD8 tankio profiliy savybes/skirtumus

atskiruose naviko atvejuose. Kituose navikuose kiti rodikliai gali bati optimalUs.

12-as paveikslas vaizduoja KN ir SZN pacienty kohorty faktorinés analizes

rezultatus. Ne tik MC ir IN rodikliai yra jtraukti, bet ir, siekiant dar labiau padidinti
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metodo statistine galia, SZ profilio rodikliai gali bati sujungti pasinaudojus duomeny
kintamyjy aprasomosios statistikos pasiskirstymus SZ gardelés elementuose. IS
paveikslo matyti, kad imunogradientiniy rodikliy rinkinys atsizvelgiant j faktoring analize
gali bati suskirstytas | du ortogoniskai nepriklausomus veiksnius. Konkreciai, tiek KN,
tiek ir SZN kohortose, faktorius 1 gali bati vertinamas kaip ,CD8 tankio lygis®, o 2
faktorius - ,CD8 gradientas j navikg“.

13-as paveikslas parodo, kaip individualls atvejai po faktorinés analizés
proceddros gali bati suskirstyti pagal jy individualias MC ir/arba IN rodikliy reikSmes,
naudojant juos kaip pirminius kintamuosius ir/arba su jais susijusiy faktoriy reikSmiy
jvergius, gautus i$ faktorinés analizés. Paveikslai (g, h) iliustruoja ypac gerg atskyrima
naudojant susumuotg faktoriaus verte, apskaiciuotg kaip ,CD8 tankio® ir ,CD8

gradiento” faktoriy sumg abiejose pacienty kohortose.

Visy pirma, ankséiau nezinomas nuo laiko priklausomas poveikis buvo aptiktas
KN pacienty prognoziniame pasiskirstyme (12 paveikslas (g)): nors daugiau nei 92%
pacienty abiejose grupése buvo gyvi po 5 mety nuo atliktos operacijos; taCiau bendro
igyvenimo kreivés pacientams, turintiems aukstg ir mazg suming SZ CD8+ atsako
faktoriaus reik§me, smarkiai i8siskyré nuo $io tasko iki pat pabaigos su 87% ir 55%
bendro iSgyvenimo tikimybe po 10 mety. Tarp kitko, $is nuo laiko priklausomas
veiksnys pasireigkeé tik gradientinio tipo indikatoriams (paveikslas 12 (c, e, g)), bet ne
CD8+ Igsteliy vidutinio tankio pasiskirstyme naviko pusés SZ (paveikslas 12 (a)). Sis
atradimas akcentuoja imunogradientiniy rodikliy galia, gauta i$ chirurgiskai pasalinty
éminiy, kurie buvo nudazyti IHC metodu naudojant antiklinus prie$ citotoksines T
lasteles (CD8), prognozuoti ilgalaike pacienty, turinCiy $ig gana gerai valdomg liga,
prognoze. Be to, tai reidkia, kad prie$navikinés imuninio atsako savybés, kurios
potencialiai lemia ilgalaikj ligos rezultatg, yra koduojamos NMA ir kurios gali bati
uzfiksuotos imunogradientiniu tyrimu. Biologinis $io reigkinio interpretavimas veda link
hipotezés, kad individualios imuninio atsako savybés jsitvirtina jau ankstyvosiose KN
stadijose ir yra labai svarbios norint pasiekti pilng pasveikima, nepaliekant potencialiy

naviko Igsteliy ir naudojant standartines terapijas.

Siame tyrime metodas buvo patvirtintas savo prognozine verte dviejose
nepriklausomose pacienty grupése, turingiose palyginama atlikt] ir panasius rezultatus.
Tas pats metodas gali bati taikomas prognozuojant kitus tyrimo rodiklius, tokius kaip

i$gyvenima be ligos, gydymo rezultatus tiek su kiinikiniais, tiek ir su eksperimentiniais
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nustatymais. Ne navikinéje patologijoje, pavyzdys galety bati hepatito uzdegiminiy
sasajy profiliai, kurie gali bati siejami su biocheminémis ligos aktyvumo savybémis ar

kitais tyrimo rezultatais.
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ISradimo apibréztis
1. Automatizuotas badas, skirtas Iasteliy tankiui ir biozymeny raiSkai nustatyti

naviko/Seimininko saveikos zonoje, charakterizuojamas tuo, kad jis apima Siuos

zingsnius:

a) gardelés elementais pagrista skaitmeninés vaizdo analizés duomeny
apdorojima, gautg i$ vieno ar daugiau audinio pjaviy mikroskopiniy vaizdy, nudazyty
antikny savitu prisijungimu prie antigeny (Zymeny), kuriuos sintetina imuninés

Igstelés ir kitos lastelés,

b) naviko kradto nustatyma, sujungiant audinio turinio ir kaimynystés
poZymius, susijusius su imties vaizdy analizés duomenimis, siekiant atskirti naviko
krastg nepriklausomai nuo naviko augimo pobudzio,

c) gardelés elementais padengty audinio pjaviy erdvinj rangavimg pagal
audinio turinj ir atstuma iki méginio naviko krasto,

d) kintamo plocio sgveikos zonos iSskyrima,

e) lasteliy tankio ir biozymeny rai8kos profiliy ir jy dispersijy kiekybinj
nustatyma sgveikos zonoje, siekiant sukurti gradiento tipo rodiklius, tokius kaip mases
centras,

f) pasirinktinai, kiekybiniy ir gradiento rodikliy apjungima, siekiant gauti

papildomos informatyvios vertés konkreCioms analizeés uzduotims atlikti.

2. Budas pagal 1 punktg, skirtas véZiu serganciy pacienty iSgyvenamumo

prognozei.

3. Badas pagal 2 punktg, kur véZys yra parinktas i§ storosios zarnos veézio,

krGties véZio, plaudiy vézio, inksty véZio arba melanomos.

4. Budas pagal bet kurj i§ 1 - 3 punkty skirtas terapijos rezultaty prognozei.
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CD8+ tankio profilis
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