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Santrauka

Naviky mikroaplinka subtiliai kinta progresuojant patologijai. Siy poky¢iy
atpazinimas ir detalus kiekybinis charakterizavimas yra itin svarbus pacienty biiklés ir
ligos eigos prognozavimui, bei biologiniy procesy skatinanciy naviky vystymasi
supratimui.

Siame tyrime naudojome ankséiau miisy pasiiilyta neuroninio tinklo modelj atpazinti
krities vézio naviky kolageno karkaso struktiirg Sviesinés mikroskopijos vaizduose.
Modelis buvo adaptuotas darbui su pilno pjiivio skaitmeniniais patologijos vaizdais.
Neuroniniu tinklu nuspétuose kolageno gijy segmentavimo zemélapiuose identifikuoti
objektai (pilnai sujungti komponentai) formuoja pamatinj naviky mikroaplinkos
komponents - tinklo pavidalo kolageno karkasa. Siai struktiirai aprasyti buvo iigauta
daugiamaté (N = 27) pozymiy erdvé. Naviky mikroaplinka buvo tiriama i§saugant
erdving informacija - atskleista kolageno tinklo pozymiy svarba skirtingai nuo
navikiniy Igsteliy populiacijy nutolusiuose zonose. [vertinta kolageno tinklo pozymiy
asociacija su tradiciniais patologijos rodikliais.

Tyrimu nustatyta patikima kolageno gijy orientacijos poZymiy asociacija su naviky
diferenciacijos laipsniu G, morfometrijos poZymiy asociacija su naviky TNM
klasifikacijos T kategorija, kolageno tankio asociacija su TNM klasifikacijos N
kategorija, tekstliros poZymiy asociacija su molekuliniu krties naviky tipu. Nustatyti
kolageno tinklo gijy teksturos, tankio ir krypties poZymiai leidZiantys patikimai
prognozuoti kriities vézio pacienty ligos eiga. Pasitilyta metodika kolageno gijy
segmentavimo zemélapiuose aptikti zinomus svarbius biologinius kolageno parasus -
kolageno sutank¢jima greta naviko lasteliy populiacijy, statmenai | naviko lgsteles
orientuotas kolageno gijas, lygiagre¢iai naviko lasteléms orientuotas kolageno gijas.
Remiantis tyrimo rezultatais kolageno strukttiros pozymiai galés biiti naujais buidais
apjungiami | sudétingesnius semantinius naviky mikroaplinkos pozymius -
biologinius parasus, o tyrime pasitilyta metodika leis automatinj jy aptikimg naviky

pilno pjuvio skaitmeniniuose vaizduose.

ReikSminiai ZodZiai: naviky mikroaplinka, biologinis parasas, Sviesaus lauko

mikroskopija, gilaus mokymo neuroninis tinklas.
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1 Ivadas

Nepaisant jvairiy su véziu susijusiy gairiy vis dar sudétinga pagerinti tam tikry vézio
tipy pacienty ilgalaike prognoze. Vis daugiau tyrimy kreipia démesj j naviky
mikroaplinkos vaidmenj vézio progresijoje sickdami pagerinti pacienty diagnozavima,
gydyma ir prieziiirg. Yra zinoma, kad pagrindinis naviky mikroaplinkos komponentas
- kolagenas progresuojant navikui kinta su tam tikrais désningumais. Pakites
kolagenas aptinkamas praktidkai visuose vézio tipuose. Sie poky¢iai isreikikiami
skirtingais biologiniai parasais (angl. tumor associated collagen signatures, TACS):
TACS-1 - kolagenas sutankéja greta navikiniy lasteliy populiacijy, TACS-2 -
kolageno gijos orientuojamos lygiagreCiai naviko lgsteliy populiacijos perimetrui ir
TACS-3 - kolageno gijos organizuojamos statmenai | naviko lasteliy populiacijos
perimetrg [1,2].

Kolageno struktiros vizualizavimui naviky (ir bendrai visy zmogaus audiniy)
preparatuose naudojami labai jvairis metodai - antros harmonikos generacijos,
poliarizuotos $viesos ir skysty kristaly poliarizuotos sviesos, elektroniné ir skanuojanti
elektroniné, atominés jégos mikroskopijos. Daznu atveju tai brangi ir sudétinga jranga
reikalaujanti ypatingo audiniy paruoSimo ir ribojama tiriamo audinio dydzio [3-6].
Taigi, turi buti sukurti greiti, pigis ir efektyviis metodai leidziantys tirti biologing
informacijag slypin¢ig kolageno struktiroje. Todél tyréme kolageno karkaso
segmentavimg diagnostiniuose pilno pjavio Sviesinés mikroskopijos patologijos
vaizduose (PPV) naudodami neuroninj tinkla (NN) ir pademonstravome iSgauty
kolageno struktiros pozymiy svarbg pacienty prognozei ir navikuose vykstanéiy

procesy supratimui.
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2 Eksperimentai ir rezultatai
2.1 Neuroninis tinklas
Siame tyrime naudojome anks¢iau misy pasiiilyta neuroninio tinklo modelj (zr. 1

pav.) atpazinti kriities vézio naviky kolageno karkaso struktiirg Sviesinés

mikroskopijos vaizduose.

1 pav. ,,U-net“ architerktiira pagrjsta neuroninio tinklo struktira.

Apmokymo duomeny rinkinys buvo rankiniu biidu anotuotas taip, kad neuroninis
tinklas reaguodamas ] jvesties vaizda mokintysi iSryskinti skaidulines struktiiras

vaizdo vietose su akivaizdziai iSreikSta anizotropija (Zr. 2 pav.).

2 pav. NN atsakas | jvesties vaizdus. A ir C - originaliis jvesties vaizdai, B ir D - ant originaliy vaizdy
pateiktos anotacijos (Zalia spalva) ir modelio predikcijos (mélyna spalva). Zydra spalva paZzymétos
vietos kur anotacijos persidengia su predikcijom. E, F, G ir H - paskutinio NN sluoksnio (pries iSvesties
sluoksnj) atsako j jvesties vaizdus zemélapiai (angl. kernel outputs). 2 i§ 32 atsako zemélapiai su

labiausiai iSreikstais fono (E ir G) ir ieSkomo objekto (F ir H) signalais.

Neuroninis tinklas pasléptuose sluoksniuose iSmoksta atpazinti tiek anizotropiskas,

tiek orientacijos poziiiriu neinformatyvias vaizdo vietas. Neuroninio tinklo iSvesties
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sluoksnyje kolageno gijos gimsta anizotropiskose vaizdo vietose ir mirSta ten kur
vaizdo turinys nuo orientacijos nepriklauso.

Modelis buvo adaptuotas darbui su PPV vaizdais, dalinant juos | 256 x 256 pikseliy
dydzio persidengiancias iSkarpas, kurios po vieng buvo paduodamos j neuroninj tinkla
nuspéti kolageno segmentavimo zemélapiui. 256 x 256 pikseliy dydzio tinklo i$vesties
sluoksnyje gautas vaizdas buvo binarizuojamas taikant 0,5 slenksting reikSme (tinklas
iSvestyje atiduoda tikimybinj zemélapj, kurio kiekvienas pikselis gauna verte tarp O ir
1). Apdoroti neuroninio tinklo tikimybiniai zemélapiai (256 x 256 pikseliy dydzio)
buvo apjungiami ] pilno pjivio vaizdg atitinkantj kolageno segmentavimo Zemélapj,

suklijuojant iSkarpas jy persidengimo vietose.

2.2 Kolageno struktiiros poZymiy erdvé

Grubus kolageno karkaso motyvy supratimas buvo gautas ekspertui anotuojant
originalius vaizdus. Jokiy alternatyviy segmentavimo rezultaty, ar kitokio etalono
neturéjome, todé¢l neuroninis tinklas buvo mokomas atkurti Zmogaus regimaji
suvokimg, o modelio efektyvumas (tikslumas segmentuojant naujus vaizdus) buvo
vertinamas perziiirint segmentavimo rezultatus ,,plika akimi (zr. 2 pav.).

Neuroniniu tinklu nuspétuose kolageno gijy segmentavimo zemélapiuose identifikuoti
objektai formuoja sudétingg struktiirg (zr. 3 pav.), kuri atitinka pamatinj naviky

mikroaplinkos komponentg tinklo pavidalo kolageno karkasg.

3. pav. PPV vaizde iSsegmentuotas kolageno karkasas. Originalus paveikslélis yra 57767 x 45287
pikseliy (7,31Gb) dydzio, gautas 20x didinimu.
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Kolageno karkasui budinga tam tikra organizaciniy lygiy hierarchija. Pats
primityviausias §ios struktliros organizavimo lygis gali biiti nusakomas objekty
skaic¢iavimu grjstais principais, tokiais kaip tankis. Tyrime kolageno struktiiros tankiui
aprasSyti naudojome tokius pozymius kaip gijy galy tankis, vidutinis atstumas tarp
pasirinkto skaiCiaus skirtingy gijy galy ir kitus. AukStesnj kolageno struktiiros
organizacinj lygj apraséme morfometriniais pozymiais - tokiais kaip atstumas tarp tos
pacios gijos galy (ilgis), gijos vidurio linijos (skeleto) ilgis, plotis. Orientacijos ir
galiausiai lokaliai tekstiirg aprasantys pozymiai yra auksSCiausig organizacijos lygij

nusakantys poZymiai esantys ar¢iausiai semantinio pozymiy lygmens.

1 lentelé. Kolageno struktiirg aprasanciy pozymiy erdveé.

Eil. nr. Trumpinys PoZymis Grupé
1 FL gijos ilgis, storis, gijos vidurio
g ESV L}gl)]os ilgis, gijos tiesumas (FL / morfometrija
4 FS
5 FD gija sudaranéiy pikseliy suma, gijos
6 nENDP galy skaiCius, atstumy tarp visy
7 meanEFD galiniy tasky ploto vienete vidutiné tankis
8 medianEFD verté ir variacija
9 stdEFD
10 dirmeanANG dominuojancios gijy orientacijos
11 cirvarANG kampas ir krypties stiprumas, jy
12 cirstd ANG variacija ir standartinis nuokrypis orientacija
13 meanMAG
14 stdMAG
15 energy
16 contrast
17 correlation
18 sum_of squares variance
19 inverse difference_moment
20 sum_average
21 sum_variance tekstiira
22 sum_entropy
23 entropy
24 difference variance
25 difference entropy
26 Information_measure of correlation 1
27 Information_measure of correlation 2

Tyrime uzsibrézéme tikslag pozymius iSgauti ir jy reikSme¢ jvertinti erdvinés
informacijos kontekste, todél vaizdo erdvé buvo sudalinta j rézZius pagal atstumg d iki
artimiausios naviko Igsteliy populiacijos. Visas tiriamas audinys buvo suklasifikuotas
j tris klases. 4 paveiksle geltona spalva pavaizduota navikinio ir jungiamojo audinio

saveikos zona (d = 0, t.y. tiriamo audinio vietos, kuriose navikinis audinys maiSosi su
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jungiamuoju audiniu). Raudona spalva pavaizduotas navikinis audinys, sudarytas
didzigja dalimi i$ naviko lgsteliy (d > 0, atspindi kaip giliai navikiniame audinyje yra
tiriama audinio dalis). Zalia spalva pavaizduotas jungiamasis audinys (d < 0, atspindi
kaip giliai jungiamajame audinyje yra tiriama audinio dalis).

Pozymiai buvo iSgaunami ir agreguojami | paciento lygmen;j dviem biidais - pozymiai
iSgaunami lokaliai naudojant SeSiakampiy gardeles, arba pozymiai buvo iSgaunami
kiekvienam kolageno tinklo elementui (pilnai sujungtam komponentui). | paciento
lygmenj pozymiai buvo agreguojami kur jmanoma skai¢iuojant vidurkj, mediang ir

standartinj nuokrypij.

gardelése; gardelés klasifikuotos pagal atstumg iki artimiausios naviko lasteliy populiacijos. B -

atitinkamai klasifikuotos kolageno gijos (kaip atskiri objektai).

2.3 Pacientai

Tyrimui buvo gautas Lietuvos Bioetikos komiteto leidimas. Tyrimui naudojome 101
patologijos rodikliai pateikiami 2 lentel¢je. Pagrindiniai i§ jy: T — atspindi pirminio
naviko dydj, N — sritiniy limfimazgiy biikle, M — atokigsias metastazes. Siy simboliy
reikSmés jvairiy lokalizacijy atzvilgiu Siek tiek skiriasi, taiau pagrindiniai jy principai
iSlieka. T1-4 rodo naviko dydj centimetrais (T1 — maziausias, T4 — didziausias).
Simboliai NO-3 rodo limfmazgiy, kuriuose aptikta metastaziy, skaiiy. MO0-2

atokiosios metastazés viename ar keliuose organuose. Gl-4 zymi naviko
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diferenciacijos laipsnj. Kuo naviko struktiira labiau skiriasi nuo sveiko audinio t. y.
maziau diferencijuota, tuo ligos eiga agresyvesné. AuksSto laipsnio, t.y. geros
diferenciacijos navikas Zymimas simboliu G1, mazos diferencijacijos — G3—4. Kriities
navikai dar papildomai klasifikuojami j molekulinius-histologinius tipus. Luminalinis
A tipas, Luminalinis B tipas (HER2 neigiamas potipis), Luminalinis B tipas (HER2
teigiamas potipis), HER2 tipas, Bazalinis tipas.

2 lentelé. Klinikiniai-patologiniai pacienty rodikliai.

T T1 T2 T3 T4 VISO
kategorjia 55 46 0 0 101
NO N1 N2 N3
N 54 35 9 3 101
kategorija NO N1-2-3
54 47 101
Gl G2 G3 G4
G laipsni 23 47 31 0 101
aipsnis Gl2 G3
70 31 101
Lum.B | Lum.B
. Lum.A HER2+ | HER2-
MOl?kullnlS 36 16 29 101
tipas Lum.A Lum.B
56 45 101
Amzius <59m. >59m.
53 48 101

2.4 Kolageno struktiiros pozymiy sqsaja su tradiciniais
patologijos rodikliais

ANOVA analize nustatéme patikimg kolageno gijy orientacijos pozymiy asociacija su
naviky diferenciacijos laipsniu G, morfometrijos poZymiy asociacijg su naviky TNM
klasifikacijos T kategorija, kolageno tankio asociacija su TNM klasifikacijos N
kategorija, tekstiiros pozymiy asociacija su molekuliniu kriities naviky tipu (zr. 5

pav.).
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5 pav. ANOVA analizé su post hoc Tukey HSD (ganétinai statistiskai reik§mingo skirtumo) testu. A -
kolageno gijy orientacijos stiprumas navikiniame audinio komponente patikimai skiriasi tarp naviky su
skirtingu diferenciacijos laipsniu (G); B - kolageno gijy tiesumas navikiniam audinio komponente
patikimai skiriasi tarp naviky su skirtingomis T kategorijomis; C - kolageno gijy tankis patikimai
skiriasi tarp skirtingy N kategorijy naviky; D - Haraliko teksttiros koreliacijos koeficientas patikimai

skiriasi tarp skirtingy molekuliniy tipy naviky.

2.5 Prognostiné kolageno struktiiros poZymiy reiksmé kriities
véZzio pacienty isgyvenamumui

Pacientés po operacijos buvo stebimos 17-142 ménesius, todél kolageno struktiiros
pozymiy reik§mingumg buvo galima jvertinti iSgyvenamumo analize taikant Kaplano
ir Mejerio metoda (grupéms palyginti naudotas ,,log-rank* testas). IS esmés, tyrimui
pasirinkta taip vadinamy geros prognozés pacienty imtis (vidutiné gyvenimo trukmé
po operacijos sieké 121 ménesj, taciau vis tiek per steb¢jimo laikotarpj registruoti 24
ivykiai). 6A paveiksle matome, jog gydytojo patologo nustatomas G laipsnis neleidzia
prognozuoti §iy pacienty iSgyvenamumo, taCiau kolageno struktiiros poZzymiams

galima rasti slenkstines reikSmes, kurios leidzia patikimai stratifikuoti pacientus |
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prognostines grupes. Atstumy tarp kolageno gijy galy vidurkis naviko sgveikos zonoje
(zr. 6B pav.), kolageno gijy entropija navikiniame komponente (zr. 6C pav.) ir
kolageno gijy orientacijos stiprumo variacija jungiamojo audinio komponente (zr. 6D

pav.) leidzia patikimai prognozuoti kriities véZio pacienty ligos eiga.

A Strata Grade=1 + Grade=2 + Grade=3 B Strata meanEFD=1 -+ meanEFD=2
1.00 T 1.00 —— -
T -

075 o IS o 075
= =
3 3
o o
Q2 Q2
° °
©.0.50 ©.0.50
© ©
2 2
3 3
3> 3
7 7

0.25 0.25

p=0.86 p=0.017
0.00 0.00
] 50 100 150 0 50 100 150
Time Time
C Strata entropy=1 + entropy=2 D Strata stdMAG=1 + stdMAG=2

1 m h ‘\—\—\_\—\—\—\‘ﬁm

0.75

o
~
a

Survival probability
g

Survival probability
g

0.25
p=0.0011 p=0.0011

o
N
33

0.00 0.00

0 50 100 150 0 50 100 150
Time Time

6 pav. Pacienty iSgyvenamumo analizé. A - gydytojo patologo nustatytas G laipsnis neleidzia patikimai
prognozuoti pacienty iSgyvenamumo; B, C ir D - patikimas ir reikSmingas pacienty stratifikavimas |

geros ir blogos prognoziy grupes.

2.6 Semantiniai vaizdo poZymiai kolageno struktiirai nusakyti

Semantinis pozymiy lygmuo kolageno strukttirai nusakyti §iuo metu apsiriboja trimis
pozymiais, taip vadinamais biologiniais kolageno parasais ir Siame tyrime buvo
nagrinétas tik dalinai. Pasitilyta metodika kolageno gijy segmentavimo zZemélapiuose
aptikti du i§ trijy biologiniy kolageno parasy - matuoti kolageno gijy orientacija
naviko lasteliy atzvilgiu. Tokiu biidu galima aptikti statmenai ir lygiagreciai j naviko

lasteliy populiacijas orientuotas kolageno gijas (zr. 7 pav.).
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7 pav. Kolageno gijy orientacija link artimiausios navikiniy lgsteliy populiacijos gali biiti iSmatuota

automatisSkai visame PPV vaizde.

Tikimés, kad remiantis $io tyrimo rezultatais kolageno struktiros pozymiai galés biiti
naujais budais apjungiami ]} sudétingesnius semantinius naviky mikroaplinkos
pozymius, o tyrime pasitilyta metodika leis automatinj jy aptikimg naviky pilno pjtvio

skaitmeniniuose vaizduose.
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