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1. BEVEZETES

Napjainkban a primer szisztémas terapia (PST) kiemelkedd szerepet kap a szolid
daganatok, kiilonosen az emlddaganatok kezelésében. Az onkologiai ellatas soran, igy a PST
alatt is né igény a terapias valasz monitorozasra, a kezelés hatékonysdganak korai
értékelésére. Jelenleg nem ismert olyan biomarker, mely 6nmagidban magas szenzitivitassal
jelezné eldre a kedvezd tumorvalaszt. Célunk, hogy meghatarozzuk azt az emlddaganatos
betegcsoportot, akik biztosan profitdlnak a PST alkalmazasidbol, a beteg szdmara lehetd
legkisebb megterhelést jelentd vizsgalatok segitségével, a lehetd legrovidebb 1d6 alatt.

Prediktiv markerek meghatdrozasara az emlOpatologia és a képalkotas eszkozeit
hasznaltuk fel. Az emlddaganatok korszeri patologiai diagnosztikdja a tumorproliferacio
meghatarozdsara a Ki-67 index mellett (melynek megbizhatésdga magas inter- ¢&s
intraobszerver variabilitdsa miatt kérdéses) egyéb sejtciklus-markerek expressziojanak
mérésével is lehetOséget ad, igy ) biomarkerek keresésére alkalmas. Emellett egy 0jszerti
modszer, a digitalis patoldgia segitheti a patologusokat a mindennapi gyakorlatban,
gyorsithatja, egyszertsitheti a diagnosztikat. A médszer validalasa azonban, kiilondsen a Ki-
67 mellett alkalmazhat6 egyéb sejtciklus markerek meghatdrozasaban még nem megoldott.

A modern diagnosztikus képalkotas is lehetdséget nyajthat a PST hatékonysagat jelzo
biomarkerek keresésére. Az '*F-fluoro-dezoxi-glikoz Pozitron Emisszios Tomografia és
Computer Tomografia (FDG-PET/CT), mint hibrid képalkoté modalitds, a funkcid és
metabolizmus mellett az anatdémiai lokalizaciordl is informéciot szolgaltat. A PET/CT a
staging soran igen joOl teljesit, az emlddaganatok FDG-felvétele jo Osszefliggést mutat a
klinikopatologiai tulajdonsagokkal. Azonban nem tisztazott, hogy a daganatok kiindulasi
FDG-felvételének pontos kvantifikdlasdnak — melyre a dinamikus adatgytijtés ad lehetdséget
— van-e prediktiv jelentésége a PST-re adott késdbbi valasz szempontjabol.

Kiemelendd, hogy emlddaganatokban a PET/CT-vel végzett terapids valasz mérésére
jelenleg nem 4all rendelkezésre standard modon elfogadott valaszmérd kritériumrendszer. A
jelenlegi ajanlasok a szolid daganatok esetében a PERCIST (PET Response Evaluation
Criteria in Solid Tumors) rendszer alkalmazasat szorgalmazzik, mely azonban nem veszi
figyelembe az emlddaganatok specifikus tulajdonsagait. Emellett a vizsgalat id6ézitése (korai
valaszmérés vs. terapiat kovetd restaging) sem egyértelmii a PST soran. Elmondhat6 tovabba,
hogy a PET/CT vizsgalat 6nmagaban is informativ, de a patologiai lelet és a képalkotas
eredménye egylittesen varhatoan kifejezettebb prediktiv értékkel rendelkezik a kapott
tumorvalasz tekintetében. Esettanulmdnyok forméjaban mutatjuk be a patologiai markerek €s

a képalkotas egymast kiegészitd, egyiittes értékét a stagingben és a terapids valasz mérésében.



2. CELKITUZES

Célunk volt olyan biomarkerek keresése, melyek alkalmasak a PST soran a terdpias valasz
predikciojara. A biomarkerek azonositdsara a digitalis patologia ¢s az FDG-PET/CT

képalkotas eszkoztarat alkalmaztuk.

2.1. Tumorproliferacid, mint prediktiv marker a PST soran

- Osszehasonlitottuk emlédaganatos betegeink immunhisztokémiai vizsgalatai esetén a
digitalis patolégia €s a rutin vizualis analizis modszereivel kapott eredményeket, hogy
eldontstik: a sejtciklus markereinek analizisére alkalmasak-e a digitalis patologiai modszerek.

- A PST kezelés el6tti core-biopsziak esetében a Ki-67 mellett értékeltiik egyeb sejtciklus
markerek [az MCM2 (a minichromosome maintenance protein komplex eleme), a Ciklin A
illetve a phosphohistone-H3 (a tovabbiakban PHH3)] expresszidjat, hogy pontositsuk a PST
indikaciojat a kezelés varhatd hatékonysaganak korai elorejelzésével

- Osszefiiggéseket kerestiink a vizsgalt daganatok klinikopatologiai tulajdonsagai és a core-
biopszids mintdkban detektalt, illetve a terapia ellenére fennmaradt rezidudlis

daganatszdvetben detektalt sejtciklus marker expresszio kozott.

2.2. FDG-PET/CT hatékonysaga a PST-re adott tumorvalasz mérésében

- Osszevetettiik és értékeltiik a PST-re adott tumorvalasz (metabolikus és morfologiai)
objektivizalasara rendelkezésre allo értékeld rendszerek alkalmazhatosagat a PET/CT esetén

- Kialakitottunk két, a klinikai gyakorlatban konnyen és idd-takarékosan alkalmazhato
pontrendszert: egy egyszeriisitett, PERCIST kritériumrendszert alapjaiban magaba foglalod
osztalyozasi rendszert, és egy kombinalt, a PERCIST mellett a morfologiat modositott
RECIST kritériumok szerint értékeld kritérium rendszert.

- Vizsgaltuk a PERCIST alapt és a kombinalt értékelési pontrendszer alkalmazhatosagat a
terapias valasz predikciojaban Her2 overexpressziot mutatd betegek kozott standard és
trasztuzumabot is tartalmazd PST protokollok esetében is.

- Osszehasonlitottuk a PERCIST alapu és a kombinalt értékelési modszer hatékonysagat

biolégiai szubtipus szempontjabol heterogén emlédaganatos betegcsoport esetében is.

2.3. Dinamikus FDG-PET/CT vizsgalatok és a korai tumorvalasz értékelése

- Esettanulmany formajaban mutatjuk be az Un. dinamikus PET/CT vizsgalatok
alkalmazasat a staging soran az FDG-felvétel abszolut kvantifikélasara. Vizsgaltuk a médszer
gyakorlati kivitelezhetdségét €s a kinetikai paramétereket, mint 0j prediktiv biomarkereket.

- Esettanulmény formajaban mutatjuk be a terapiakozti, tn. interim PET/CT alkalmazasat a
patologiai valasz elOrejelzésében, és a terapids dontést befolydsold szerepét a PST soran,

amennyiben a daganatok klinikopatologiai tulajdonsagai ellentmondésos képet mutatnak.



3. MODSZEREK

3.1. Tumorproliferacid, mint prediktiv marker a PST soran

3.1.1. Betegbevalasztas

Vizsgalatainkba a betegbevalasztas a Semmelweis Egyetem 1. sz. Belgyogyaszati Klinika
Onkologiai Részlegén (2013 marciusa elétt: SE Radiologiai és Onkoterdpias Klinika
Onkologiai Osztalya) PST-ben részesiilt emlddaganatos betegek adatainak retrospektiv
attekintésével tortént. A bevalasztdsi kritériumok: (1) primer emlddaganat core-biopsziaval
alatdmasztott diagnozisa; (2) elsd kezelésként PST-ra keriilt sor, 2008.januar.l ¢s
2013.december.31 kozott; (3) staging FDG-PET/CT vizsgéalat igazolta a tavoli attétek hianyat
(cMO stadium); (4) csak azon betegek keriiltek bevalasztasra, akik a PST-t kdvetd mitéti

ellatasba is beleegyeztek, igy a miitéti szovettani minta rendelkezésre allt.

3.1.2. Hisztopatolégiai elemzés

A PST-t megel6z0 core-biopszias mintavételek esetében hematoxilin-eozin festett
metszetek alapjan a hisztologiai tipust, nukleéris grade-et, tubulus formaciét, mitozis indexet,
gyulladésos és lymphoid sejtes infiltraciot, illetve az in situ komponens és a lymphovascularis
invazid meértekét rogzitettiik. A miitéti szovettan elemzése sordn a disszertacio beadasakor
érvényben 1€vo, 2009-es Kecskeméti Konszenzus dokumentum ajanlasai szerint azonositottuk

a patologiai valaszreakciot. A pCR definicioja ypT0/ypTis volt.

3.1.3. Immunhisztokémia

A sejtciklus miikodését, illetve annak szakaszait specifikusan jelzd fehérjék (Ki-67,
MCM2, Ciklin A, PHH3) expressziojat immunhisztokémiai (IHC) modszerekkel vizsgaltuk.
Az IHC vizsgélatokhoz formalinban fixalt, paraffinba &agyazott szovettani blokkokbol
készitett 3-4 pm vastag metszeteket hasznaltunk. A metszetek a terapiat megel6zd, core-
biopszids szOvettani anyagok blokkjaibdl, valamint a PST-t kovetdé miitéti mintdk
reprezentativ szovettani blokkjabol késziiltek. Az IHC vizsgélatokat kézi modszerrel
végeztiik. Deparaffindlas utan az endogén peroxidaz aktivitas blokkoldsa 0,5%-0s hidrogén
peroxidot tartalmazoé metanol oldattal tortént 20 percig. Az antigénfeltdrast mikrohulldmu
siitOben végeztiik (Whirlpool JET Chef JT366 6th Sense, Whirlpool Corp., Benton Charter
Township, Michigan, USA), 45 percig, tris-EDTA pufferben (0.01 M Tris-0.1 M EDTA pH
9.0 puffere). A nem specifikus fehérjék blokkolasara 5% BSA (bovin serum albumin) oldatot
(5% BSA, 0.1% Na-azid, 0.01% Tween 20) hasznaltunk. Az antigén detektalashoz a primer
antitesteket, a felsorolt higitdsokban (5% BSA-ban) elnyujtott inkubaladssal, 1 ¢jszakara,
szobahdmérsekleten, parasito allvanyon alkalmaztuk: monoklonalis egér ciklin A (1:150; klon

Ab-6, MS-1061-S0/US; Lab Vision Corporation NeoMarkers, Fremont, CA, USA), Ki-67
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(RTU klon MIB-1; Dako North America, Carpinteria, CA, USA), és MCM2 (1:200; klon Ab-
1, MS-1726-P0/US; Lab Vision Corporation, NeoMarkers, Fremont, CA, USA) valamint nyul
poliklonalis PHH3 antitest (1:200; klon 369A-14; Cell Marque, Rocklin, CA, USA). A
kotddés kimutatasahoz a targylemezeket Novocastra post-primer (linker) és Novolink polimer
antitesttel (Leica Biosystems Newecastle Ltd, Newcastle, UK) kezeltiik, a gyartd instrukcidi
szerint. Az antigén-antitest reakcidt diaminobenzidin/tormaperoxiddz (DAB) kromogén
rendszerrel vizualizaltuk (Ultravision Detection System, Large Volume DAB Plus Substrate
System; Lab Vision Corporation, Fremont, CA, USA) fénymikroszkdpos ellendrzés mellett.
Pozitiv kontrollként tonsillait hasznaltunk. A metszetek digitalizalasa Pannoramic Scan

(3DHISTECH Kft., Budapest, Hungary) szkennerrel tortént.

3.1.3.1. Vizualis analizis

A vizualis analizis (VA) soran a digitalizalt metszeteken pozitiv sejtek szdzalékos aranyat
adtuk meg. Az elemzést két vizsgald, egymastol fliggetleniil végezte. Minden metszeten 400x
nagyitas mellett legaldbb 500 daganatsejtben értékeltilk a pozitivan festddott sejtmagok
szézalékos ardnyat. A VA alapjan megadtuk a Ki-67, MCM2, Ciklin A ¢s PHH3 markerek
széazalékos festddési indexét. Emellett a PHH3 esetében meghataroztuk a PHH3 index értékét.
A PHH3 index a 10 nagy nagyitast latotérben (NNL) szamolt PHH3 pozitiv sejtek szdma
(db/10 NNL), a meghatarozas soran csak azokat a PHH3 pozitiv magokat vettiik szamitasba,
melyek erds, denz festddést mutattak, utalva a profazist, metafazist, anafazist ¢€s telofazist
jellemzd kromatin rogokre, a granularis karakterti magfestédést mutatd sejteket a kiértékelés

soran nem vettiik figyelembe (interfazis).

3.1.3.2. Computer-asszisztalt analizis

A computer-asszisztalt (CA) analizist a digitalizalt metszeteken végeztiik, fliggetleniil a
tobbi marker esetében kapott eredményektdl, a klinikopatoldgiai adatoktdl, valamint a VA
analizis eredményeitdl. A pozitiv sejtek aranyat a Pannoramic Viewer 1.15.3 szoftver
HistoQuant 1.16.2 moduljaval (3ADHISTECH Kft., Budapest, Hungary), szemiautomatizalt
médon hataroztuk meg. A vizsgalandd régiot (ROI) manudlisan, szabadkézi jeloléssel
valasztottuk ki, olyan régiot keresve, mely tumorsejtekben gazdag, de stromalis elemeket
nem, vagy csak minimalis mennyiségben tartalmaz. A kijelolt teriilet legalabb 500 tumorsejtet
tartalmazott (azaz legalabb 10 NNL-et magédban foglalt). Kovetkezd lépésként manualisan
azonositottuk a pozitivan fest6dé és az IHC-negativ tumorsejtek egy-egy mintapéldanyat,
mely alapjan a program a kijelolést automatikusan elvégezte. A pozitivan fest6do €s negativ
sejteket tartalmazoé teriiletek ardnyat a szoftver automatikusan kiszamitotta, a pozitiv teriilet

szézalékos aranya a CA festodési értéke.



A CA modszer validalasat Wienert ajanlasai alapjan végeztiik: 1) kézzel jeloltiink minden
immun pozitiv és negativ tumorsejtet a vizsgalt ROI tertiletén, majd 2) dsszehasonlitottuk a
jelolt sejteket a CA moddszer altal pozitivnak és negativnak jelolt sejtekkel, igy azonositva a

fals pozitivan (FP) vagy fals negativan (FN) jel616d6 sejteket.

3.14. Sejtciklus markerek és a daganatok Kklinikopatologiai paramétereinek
osszefiiggései

A 3.1.1. fejezetben bemutatott betegcsoportban a vizsgalt markerek expressziojat a
daganatok kezelésre adott valaszaval, valamint a daganatok klinikopatologiai tulajdonsagaival
is osszevetettiik. Ertékeltiik tovabba a rezidualis daganatok biologiai viselkedése és a

sejtciklus markerek expresszioja kozti 6sszefiiggéseket.

3.1.5. Statisztikai analizis

Minden alkalmazott statisztikai proba kétoldalas volt, a tesztek eredményeit statisztikailag
szignifikansnak akkor tekintettiik, amennyiben a p<0,05. Az adatokat atlagtstandard deviacio
(SD) vagy medidn (interkvartilis tartomany) formajaban adtuk meg. A CA analizis
pontossaganak értékelésére meghataroztuk az F-score-t. A CA ¢és a kézi jelolés valamint a CA
¢s VA mddszerrel kapott eredmények kozti egyezést Spearman rang korrelacios analizissel €s
Bland-Altman analizissel értékeltiik. A pCR €és non-pCR betegcsoportokat 6sszehasonlitottuk
a vizsgalt markerek expressziojat tekintve (Mann-Whitney teszt). Ertékeltiik a CA és VA
moddszerrel meghatarozott immun-pozitivitas jelentdségét a pCR eldrejelzésében, un.
,Receiver Operating Characteristic” (ROC) analizissel. Meghataroztuk az optimalis
vagopontot a pCR predikcidjara, mely alapjan dichotomizéaltuk mind a CA mind a VA
modszerrel kapott eredményeinket (magas ¢€s alacsony expresszios kategoridk mentén). A
kategorizalt eredmények €s a pCR kozti 6sszefiiggest, Chi-négyzet illetve sz.e. Fisher egzakt
teszt alkalmazasaval értékeltiik. A kategorizalt CA ¢és VA eredmények esetében
meghataroztuk, javult-e a két modszer kozti diagnosztikus egyetértés (Kappa statisztika). A
klinikopatologiai tulajdonsagok és a sejtciklus markerek expresszidjanak oOsszefliggéseit

Mann-Whitney teszttel illetve Kruskal-Wallis probaval vizsgéltuk.
3.2. FDG-PET/CT hatékonysaga a PST-re adott tumorvalasz mérésében

3.2.1. Betegbevalasztas

3.1.1. vizsgalathoz képest kiegészitd bevalasztasi kritérium volt a 15 mm feletti
tumorméret, valamint a terapids valasz mérésére megtortént staging (PST eldtt) és restaging
(az utolsoé ciklus kemoterapia utan) FDG-PET/CT vizsgalat. 2008.01.01 és 2013.12.31. kozott
188 emlddaganatos beteg esetében volt az elsé valasztand6 kezelés a PST. Ebbdl az interim

analizis soran 42 beteg adatait elemeztiik, majd a vizsgalat végén 71 beteg esetében értekeltiik
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a PET/CT hatékonyséagat a valaszmérésben. A Her2 overexpressziot mutato betegek esetében
(n=43) alcsoport analizist végeztiink, melynek soran a bevalasztasi kritériumok a
kovetkezOkkel egésziiltek ki: (1) Her2 overexpressziot igazold6 immunhisztokémia, (sz.e.
FISH); valamint (2) a terapias valasz mérésére staging €s restaging FDG-PET/CT vizsgalat
¢s/vagy emlOultrahang tortént. A betegeket két csoportra osztottuk, kiilon kezelve a kombinalt
kemoterapiaban részesiilo betegeket (1. kezelési csoport) €s a neoadjuvansan célzott kezelést,

azaz trasztuzumabot is kapo betegeket (2. kezelési csoport).

3.2.2. Hisztopatologiai analizis

A core-biopszidkat a 3.1.2. fejezetben leirtak szerint értékeltiik. A bioldgiai szubtipusok
besorolasa a core-biopszidk rutin IHC vizsgélatanak eredményei alapjan (hormonreceptor,
Her?2 status és Ki-67 LI meghatarozésa) tortént, a 13th St. Gallen Konszenzus szerint.

A mitéti szOvettan elemzése sordn a 2009-es Kecskeméti Konszenzus dokumentum
ajanlasai szerint azonositottuk a pCR-t elért betegeket. A patologiai valaszt a Chevallier és a
Sataloff beosztds szerint is értékeltiik. A Ki-67 LI esetében értékeltiik a proliferacios
aktivitdsban a terapidra bekovetkezd valtozasokat a kovetkezd score szerint: (score 1) pCR
vagy Ki-67 LI < 5%; (score 2) 30%-nal nagyobb csokkenés a proliferacios aktivitdsban és a
post-terapias Ki-67 LI >5%, de <20%; (score 3) a Ki-67 LI csokkenés < 30%, vagy a post-
terapias Ki-67 LI > 20% vagy a Ki-67 LI stabil vagy <5%-ot nétt; (score 4) a postterapids Ki-
67 LI legalabb 5%-al magasabb kiindulasi Ki-67 LI-nél.

3.2.3. PET/CT képalkotas és valaszmérés

A PST-t megel6z6 staging és az azt kovetd restaging FDG-PET/CT vizsgalatok teljes test-
kamerakkal késziiltek (Siemens Biograph TruePoint 6 HD PET/CT, Siemens Molecular
Imaging Division, Knoxville, TN, USA ¢és GE Discovery ST 8 PET/CT, GE Medical
Systems, Waukesha, WI, USA). Allapotfelmérés utan (anamnézis, vércukorszint (<7,8
mmol/l), teststly, testmagassdg) a testtomegtdl fiiggd mennyiségli FDG (atlagosan 185-370
MBq) intravénasan keriilt beaddsra. A vizsgéalatok egy ~60 perces nyugalmi peridodus utan
torténtek. Minden beteg esetében a terapia elotti €s utani vizsgalatokat ugyanazzal a
berendezéssel és beallitasokkal végeztiik. A PET/CT vizsgalatok kiértékelését minden esetben
ugyanazon szoftverrel és munkadllomason végeztiik. A fokalis FDG-felvétel ndvekedést
akkor tekintettiik pozitivnak, amennyiben az a hattéraktivitas szintjét meghaladta (melyet a
mediasztinum teriiletén, a leszallo aortdban mértiik, PERCIST szerint). A fazionalt PET/CT
felvételeken ROI-k manudlis kijelolésével mértilk a SUVmax értékét a primer tumor, illetve
az axillaris nyirokcsomo6 régid teriiletén a terapia elétt (SUVmaxl), és a preoperativ

vizsgalatokon (SUVmax2) (szdzalékos kiilonbségiik a ASUV). Amennyiben a tumor komplett



remisszidt mutatott a kezelés hatdsara, gy a poszt-terdpias vizsgalatok esetén a ROI-t a
kiinduldsi mérés esetén definialt eredeti pozicioba helyeztiik fel. A vizsgalatbol kizartuk azon
betegeket (n=3), akik a PST kezelés alatt testtomegiik, tobb mint 10%-at elvesztették.

Ezt kovetéen az interim analizis részeként (n=42) elvégeztik a PERCIST, illetve
korabban érvényes EORTC ajanlasok alapjan a tumorvélasz értékelését. A nativ CT
felvételeken rogzitettiik a morfologiai valaszt a RECIST 1.1 és a korabbiakban érvényes
WHO kritériumok szerint is. Két tovabbi értékelési modszert alkalmaztunk:

(1)  PET/CT Mddszer 1, avagy egyszerlsitett PERCIST-alapu véalaszmérés: a komplett
tekintjiik a tumorvalaszt teljesnek (CRysdszer1 ), ha a cél-1€zi6 FDG-felvétele megsziinik (< a
hattér vér-pool vagy majaktivitads szintjénél), és minden tovabbi, nem cél-1ézid6 is a
hattéraktivitasnal kisebb FDG-aviditast mutat; valamint nem jelent meg 10j, daganatra
specifikus FDG-felvételt mutato 1€zi6. A fenti definicio alapjdn komplett remissziot el nem
ért betegeket a non-CRysdszer1 csoportba soroltuk.

(2) PET/CT Modszer 2, azaz kombindlt valaszmérés: a masodik modszer szerint definialt
komplett remisszid (CRmedszer2) betegesoportba csak azon betegek keriiltek, akiknél mind a
PERCIST szerint, mind a RECIST szerint komplett klinikai remissziot detektaltunk, mind
a primer tumor mind az axillaris nyirokcsomo6 régido esetében. Ha barmely kritérium
szerint rezidudlis daganatot talaltunk, a tumorvalasz nem lehetett komplett remisszioként
értékelhetd (non-CRpedszerz). (Amennyiben a RECIST alapjan a daganat a kiindulaskor

nem bizonyult mérhetének, a beteget kizartuk vizsgalat e rész¢ébol.)

A két modszert vizsgaltuk a Her2 overexpresszald betegcsoportban (n=43), Osszevetve a
konvencionalis képalkotas hatékonysagaval, majd vizsgéalatunkat kiterjesztettiik a teljes,

PET/CT-vel utankovetett, PST kezelésben részesiilt betegcsoportra (n=71).

3.2.4. Ultrahang vizsgalatok

A Her2 overexpresszald betegcsoportban értékeltiik a konvencionalis képalkotas
pontossagat is a terapias valasz mérésében. A vizsgalatba bevalasztott betegek esetében a
kezelést megelézd és azt kovetd emld ultrahang vizsgalatok ugyanazzal a késziilékkel
torténtek (Esaote MyLAb 25, Esaote North America, Indianapolis, IN, USA illetve Philips
HD 15, Philips Healthcare, Andover, MA, USA). Minden beteg esetében ugyanaz a vizsgalo
végezte a kezelés eldtti €s az azt kovetd ultrahangot. Egyéb esetben az eredményt a
vizsgalatbol kizartuk. A tumorvélasz tekintetében komplett remissziot akkor definidltunk,
amennyiben az utolsé ciklus PST utan a kordbbi tumor helyén semmilyen rezidualis,

ultrahanggal detektalhato elvaltozast nem talalt a vizsgalo.



3.2.5. Statisztikai analizis

Minden alkalmazott statisztikai proba kétoldalas volt, a tesztek eredményeit p<0,05-nél
tekintettiik szignifikdnsnak. Az interim analizis sordn paros t-probat/Wilcoxon sign-rank
tesztet végeztiink a kezelés eldtti és utani paraméterek 6sszehasonlitdsara. A pCR és non-pCR
(pCR-t el nem ért) csoportot t-proba/Mann-Whitney teszt segitségével hasonlitottuk Ossze.
ROC analizist végeztiink, hogy feltarjuk, a tumorvalasz mely aspektusa irja le legjobban a
pCR-t. Spearman rang-korrelaciés analizist végeztiink a kritériumrendszerek kozotti
Osszefliggések feltarasara. A két 0 kritériumrendszer (PET/CT modszer 1 €s 2) alapjan
besorolt tumorvalaszt dsszevetettiik a patologiai valasszal, a Her2 alcsoport és a teljes, 71 fos
betegcsoport esetén is. A diagnosztikus hatékonysag értékelésére meghataroztuk a modszerek
szenzitivitasat, specificitdsat, a pozitiv €és negativ prediktiv értékét és a pontossagot.
Osszevetettiik a patologiai és PET/CT-vel definidlt tumorvéalaszt a kiilonboz8 biologiai

szubtipusok el6fordulasaval (Mann-Whitney, Kruskall Wallis és Chi-négyzet proba).

3.3. Dinamikus FDG-PET/CT vizsgalatok és a korai tumorvalasz értékelése
3.3.1. Dinamikus FDG-PET/CT vizsgalatok emlédaganatos betegek esetében

A dinamikus PET/CT vizsgéalatara a bevalasztast prospektiv jelleggel végeztiik, de a
korabban ismertetett bevalasztasi kritériumokat pontositottuk: a daganat legalabb 20 mm-es
legyen. A kizarasi kritériumok is kiegésziiltek: kooperaciora képtelen/klausztrofobias beteg; a
beteg képtelen 60 percet a vizsgaldagyon mozdulatlanul fekve tolteni illetve nem lehetséges a
radiofarmakon kelléen gyors intravénas beadéasa vagy az ehhez sziikséges vénabiztositas.

A vizsgalatot Siemens Biograph TruePoint 6 HD (Siemens Molecular Imaging Division,
Knoxville, TN, USA) késziiléken végeztiik. A beteg a rutin vizsgélatokra jellemzd dozisban
kapta meg az FDG-t (3,7 MBq/ttkg). A tracer intravénas beadasa a vizsgéaloasztalon tortént
meg (0. perc). A dinamikus leképezés 60 percig tartott a PET/CT vizsgaloasztalan mindvégig
mozdulatlanul fekvd beteg esetében. A PET adatgyiijtés folyamatosan tortént (Gn. ,,list

mode”), rogzitett 4gypozicido mellett.

3.3.2. Az FDG-PET/CT hatékonysaga a PST soran a korai tumorvalasz mérésében

Az interim vizsgalatok a korai valasz mérésére alkalmazhat6ak. Hatékonysagukat a
terapias valasz eldrejelzésében esettanulmany formdjdban szemléltetjik. A PET/CT
vizsgalatokat a 3.2.3. fejezetben leirt modszertan szerint végeztiik, kiegészitve azzal, hogy az
interim vizsgalat a megel6zé kemoterapias ciklus utan minimum 2 héttel torténhetett meg (de
természetesen még a kovetkezo terapias ciklus eldtt). A tumorvalaszt mind az interim, mind a

restaging viszgalatok esetén a PERCIST és RECIST kritérumok szerint is értékeltiik.

3.4. Etikai engedélyek: SE TUKEB 76/2007., SE TUKEB 120/2013. SE TUKEB 119/2013.



4. EREDMENYEK

4.1. Tumorproliferacid, mint prediktiv marker a PST soran

Osszesen 57 emlddaganatos beteget valasztottunk be vizsgalatunkba, a grade 3 (36/57;
63,1%), invaziv duktalis emlédaganat (50/57; 87,7%) dominalt a betegcsoportban. Minden
bevalasztott beteg PST kezelésen esett at, foként taxdn-bazisu kezeléseket alkalmaztunk,
anthraciklinekkel vagy platindval kombinacioban. A PST kezelés utan minden beteg

beleegyezését adta a sebészeti ellatashoz.

4.1.1. A computer-asszisztalt (CA) analizis validalasa
A vizsgalt metszeteken atlagosan 1024,3 sejtet jeloltiink kézi moédszerrel, majd a kézi
jelolés és a CA modszer eredményét Osszevetettiik (1. tablazat).

1. tablazat A CA analizis validalasa. F-proba a pozitiv (+) és negativ (-) sejtekre, és Spearman
korrelacio Bland-Altman analizissel a diagnosztikus egyetértés értékelésére

F-préba Diagnosztikus egyetértés
Foscore® Fals Fals Spearman Atlagos 95% 95%
Marker” (%) pozitivt negativt r és eltérés LoA LoA
° (%) (%) p-érték (SD) alsé  /felsé
+
e 96.68 5.42 0.46 0.976 .y o o
-1 91.98 11.39 1.45 p<0.0001 (&524)
+| 96.06 6.54 0.98
MCM2 <00'9090101 ('21'34178) -6.013 3.073
- 89.19 16.63 2.53 p=v- ’
—_— +| 95.68 6.48 1.92 e 0258 e e
iklin 3. .
-1 97.00 4.55 0.90 p<0.0001 (0352
+| 93.94 13.04 0.00
PHH3 <00'9020301 (?g% 2528 3.942
- 9757 4.89 0.07 p=v- ’

# kiilon szemléltetjiik az immun pozitiv (+) és negativ (-) sejtek esetén a CA kézi validalasanak eredményét
* az immun-pozitivitas F-probdjanak dtlaga; T az dsszes jelolt sejt ardnydban; LoA: level of agreement

A CA modszer pontosan azonositotta az immun pozitiv sejteket mind a négy marker esetén
(F-score 90% felett). Az IHC negativ sejteket tekintve viszont a Ki-67 (11,39%) és az MCM2
(16,63%) esetén a fals pozitivitas ardanya magas volt, a médszer a stromalis elemeket és
lymphocytakat pontatlanul IHC negativ tumorsejtként jeldlte. A HistoQuant modszer tehat a
kézi jelolésnél egyszerlibben alkalmazhatd, azzal egyenértékii eredményt szolgaltat,

amennyiben a vizsgalando régidban a stromalis elemek aranya alacsony.

4.1.2. A computer-asszisztalt és vizualis analizis kiilonbségei
A Ki-67 esetében a CA eredményei atlagosan 3,94%-a voltak alacsonyabban a VA-el
mérteknél. Az MCM2-t tekintve a CA eredmények atlagosan 4,32%-al voltak alacsonyabbak

a VA-el mértnél. Emellett az eltérés 0sszefliggott az expresszid nagysagrendjével (p=0,0264):
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amennyiben a mintaban a pozitiv sejtek szama magasabb (tehat magas MCM?2 expresszio
esetén) a CA ¢és VA kozti kiilonbség magasabbnak bizonyult, a 4,32%-ot konzekvensen
meghaladta. A Ciklin A és PHH3 esetében a CA és VA modszer kozotti egyezés kivalo,
0,58% illetve 0,66%-al volt csupan alacsonyabb a CA, mint a VA eredménye. (2. tdblazat)

2. tablazat. A CA és VA eredmények kozti eltérés a Ki-67, MCM2, Ciklin A és PHH3
markerek esetén. A Spearman korrelacio és Bland-Altman analizis eredményei.

CA VA Spearman Atlagos 95% LoA  95% LoA Nagysagrenddel
atlag atlag r és eltérés . . mutatott
(SD) (SD) p-érték  CA-VA(sp)  /also / fels6 bsszefiiggés
. 44.95 48.89 0.9726
Ki-67 (24.9) (25.7) p<0.0001 -3.939 (6.125) -15.94 8.065 NS (p=0.323)
48.39 52.72 0.9642 _
MCM2 (21.5) (23.3) p<0.0001 -4.323(5.915) -15.92 7.271 p=0.0264
Ciklin 24.39 24.98 0.9593
A (15.3) (15.5) p<0.0001 -0,586 (3.71) -7.857 6.685 NS (p=0.802)
8.04 8.70 0.9017
PHH3 (5.4) (5.5) p<0.0001 -0.666 (2.107) -4.796 3.464 NS (p=0.641)

Roviditések: SD: standard deviacio, 95% LoA: 95% level of agreement; NS: nem-szignifikans.

4.1.3. A pCR és non-pCR betegcsoport elkiilonitése, az optimalis vagépontok

22 beteg ért el pCR-t (38,6%), €és 35 esetben rezidualis daganatot talaltunk (non-pCR réata:
61,4%). A VA modszert tekintve szignifikans kiilonbséget taldltunk a pCR és non-pCR
betegcsoport kozott a Ki-67 (p=0,000013), az MCM2 (p=0,000022), a Ciklin A (p=0,000042)
¢s a PHH3 (p=0,006294) expresszidjaban is. A CA értékelés hasonld eredményt adott mind a
négy marker esetében (Ki-67: p=0,000007; MCM2: p=0,000059; Ciklin A: p=0,000039 és
PHH3: p=0,049564). A PHH3 index pontosabban kiilonitette el a pCR vs. non-pCR
csoportokat, (p=0,0038) mint a PHH3 szazalékos expresszidja (fliggetleniil a hasznalt
modszertdl). A sejt-ciklus markerei szignifikdns prediktornak bizonyultak a pCR
elorejelzésére (p<0,05), kivéve a PHH3 CA modszerrel mért értékét (p= 0,1004).

Kovetkezd 1épésként ROC-analizist végeztiink, hogy meghatirozzuk az optimalis
vagopontokat a pCR eldrejelzésére, mind a VA mind a CA mddszerrel végzett analizis
eredményeinek esetében. A VA moédszernél az optimdlis vagopont Ki-67 esetében 45%,
MCM2-nél 47,5%, Ciklin A-nal 27,5%, mig PHH3-nal 7,5% volt. A CA értékelés esetében a
kovetkezd vagdpontokat talaltuk: Ki-67: 47,5%, MCM2: 42,8%, Ciklin A: 28,8% ¢és PHH3:
8,7%. Meghataroztuk a PHH3 index prediktiv vagopontjat is, mely >36 mitdzis/10 NNL-nek
adodott.

Minden marker esetében az optimalis vagopontok alapjdn ‘magas’ és ‘alacsony’
expresszids kategoridkat definialtunk. Ez alapjan dichotomizaltuk mind CA és VA analizissel
meghatarozott eredményeket, ¢s megismételtiik a diagnosztikus egyetértés vizsgalatat Kappa-

statisztika segitségével. Az MCM2 esetén az uj, re-kategorizalt VA és CA eredmények teljes
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egyezést mutattak (k=1,0; p<0,000). A Ciklin A esetén kivalo egyezést talaltunk a CA és VA
eredmények kozott (k=0,925; p<0,000). A Ki-67 ¢s a PHH3 esetén gyengébb, de tovabbra is
76 egyezést detektaltunk (Ki-67: ¥=0,789, p<0,000; PHH3: k=0,795, p<0,000).

4.1.4. Sejtciklus markerek és a klinikopatologiai paraméterek osszefiiggései

A core-biopszias szovettani mintdkban az ER és PR negativ, alacsonyabb T stadiumu
daganatok jelentésen magasabb proliferacios aktivitast mutattak, mint a hormon pozitiv,
nagyméretli tumorok. A magasabb gradusu, tripla negativ daganatokban mind a négy marker
expresszidja szignifikdnsan magasabb volt. Kiegészit6 ROC analizis szerint a Ki-67 és az
MCM2 expresszidja alapjan kiiloniiltek el a legjobban a rosszabb prognézisu, high grade
(AUCki67=0,88; AUCMcM2=0,86), tripla negativ tumorok (AUCkis7=0,81; AUCMmcMm2=0,82).

A miitéti szovettan alapjan non-pCR kategdridba sorolt daganatok kozott dominalt az IDC
(87,1%). A rezidudlis daganatok koziil 17 grade 2, 14 pedig grade 3 differencialtsagt volt. 27
daganat ER-pozitiv, 24 PR-pozitiv és 13 Her-2 pozitiv volt. Nem volt kimutathato
szignifikans kiilonbség a patologiai valaszreakcid mértéke €s a vizsgalt markerek kozott. A
rezidualis daganatok esetében a Ki-67 mutatott egyediil korrelaciot a grade-el (p=0,0322),
mig a domindléan luminalis karakteri daganatok mindossze az MCM2 (p=0,0326) ¢s Ciklin

A (p=0,0339) expresszioja alapjan voltak elkiilonithetoek luminalis A és B csoportokra.

4.2 FDG-PET/CT hatékonysaga a PST-re adott tumorvalasz mérésében

4.2.1. Valaszméré score rendszerek alkalmazhatésaga a PST soran

Osszesen 42 beteg esetében vizsgaltuk a kiilonbdz6 score-rendszerek hatékonysagar a
PST-ra adott tumorvalasz mérésében. A 42 beteg (41 n6 és egy férfi) atlagéletkora 48,3 + 10,7
év volt. A PST részeként foként taxdn-bazisu protokollokat alkalmaztunk (n=39), anthraciklin
kombinacidokban (n=20).

A PST kezelés hatdsara a SUVmax €s a tumorméret szignifikdnsan csokkent mind a primer
tumor (p<0,001; p<0,001), mind az axillaris régid esetében (p<0,001, p=0,027). A primer
tumorok Ki-67 értéke szintén szignifikans csokkenést mutatott (p<0,001). A miitéti szdvettan
18 beteg esetén mutatott pCR-t (42,9%), ebbdl 3 esetben taldltunk DCIS-t. Osszesen a
betegek 83,3%-a mutatott teljes vagy részleges patologiai remissziot, minddssze 7 beteg
esetén nem talaltunk regressziora utald jelet (Chevallier IV/Sataloff T-D). A pCR tekintetében
értékeltik a SUVmax, a tumorméret és a Ki-67 prediktiv értékét. Szignifikans eltérést
talaltunk a pCR-t elért és azt el nem ért (non-pCR) betegcsoportok kozott a kezdeti Ki-67 és
SUVmax tekintetében (p<0,001). A kiindulasi tumorméret nem mutatott dsszefliggést a pCR
elérésével (p=0,237). A terapidt kovetden a pCR-t elért betegeknél kisebb SUVmax-ot
(p=0,001) és tumorméretet (p=0,045) talaltunk a non-pCR betegek esetén mértekkel szemben.
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ROC analizist végeztiink, hogy értékeljiik a Ki-67, SUVmax €s tumorméret valtozadsanak
Osszefliggését a pCR-el. A Ki-67 mutatta a legnagyobb pontossagot a pCR elkiilonitésében a
non-pCR betegcsoporttol (AUC=0,84), melyet a SUVmax (AUC=0,82), majd a tumorméret
kovetett (AUC=0,74).

A tumorvalasz értékelése soran a klinikai valaszt besoroltuk a WHO, RECIST, EORTC és
PERCIST rendszerek szerint, valamint a patologiai valaszt besoroltuk a Chevallier és Sataloff
kritériumok és a Ki-67 score alapjan. Ertékeltiik a klinikai valasz értékelésére alkalmazott és a
patologiai valasz mérésére hasznalt score-rendszerek Osszefliggéseit. A Chevallier és Sataloff
rendszer alapjan besorolt tumorvalasz a legjobb 0Osszefiiggést a RECIST ¢és WHO
rendszerekkel mutatta. Szignifikans 0sszefiiggést talaltunk a Ki-67 LI score és a PERCIST ¢és
EORTC rendszerek kozott, de a Ki-67 score a RECIST és WHO rendszerek k6zotti korrelacio
enyhén, de er6sebbnek bizonyult. A Ki-67 score értéke a patologiai remisszid mértékével a
klinikai valasznal gyengébb Osszefliggést mutatott. Kettds valaszkategéridk alkalmazasa
(komplett remisszi6 vs. egy€b tumorvalasz) javitott a PERCIST rendszer ¢és a pCR (1=0,556)
valamint a tumor proliferacids aktivitdsa kozti (r=0,576) korrelacion. A morfoldgiai valaszt
tekintve a RECIST rendszer mind a pCR elérésével (r=0,521), mind a Ki-67 score szerinti
tumorvalasszal (r=0,402) kozepesen erds korrelaciot mutatott, emellett a metabolikus
valasszal is 0sszefliggott (r=0,478). Az 1) kategoridk alkalmazasa a PERCIST hatékonysaga

mellett a morfologiai kritérium rendszerek, kiilondsen a RECIST fontossagat is kiemelte.

4.2.2. Valaszmérés Her2 overexpressziot mutato emlédaganatokban

2008 ¢es 2013 kozott 188 PST kezelésen atesett beteg koziil 46 Her2 overexpresszalo
daganatot azonositottunk, 43-at valasztottunk be jelen analizislinkbe (3 beteg a PST kezelés
befejezését visszautasitotta). A 43 beteg koziil (atlagéletkor 51,47£11,07 év) 15 esetben Her2-
pozitiv szubtipust, 28 esetben Luminalis B/Her2-pozitiv daganatot detektaltunk. 26 beteg
esetében foként taxan-bazisti kemoterapias PST kezelést alkalmaztunk (1. kezelési csoport);
17 beteg esetén a célzott trasztuzumab kezelést mar a PST részeként alkalmazni tudtuk (2.
csoport). Mindkét kezelési csoportban kedvezé tumorvalaszt taldltunk a PST-ra. Az 1.
csoportbol 10 beteg (38,5%) a 2. csoportbol 8 6 (47%) érte el a pCR-t. Mindkét kezelési
csoportban a Her2-pozitiv szubtipusba tartozd daganatok esetén a pCR szignifikdnsan
gyakoribb volt, mint a Luminalis B/Her2-pozitiv tumorokban (az 1. kezelési csoportban
p=0,043, a 2. csoportban p=0,029).

Teszteltik a PET/CT ¢s az eml6-UH pontossagdt a pCR ¢és non-pCR esetek

elkiilonitésében (3. tablazat).
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Az UH specificitasa igen alacsonynak bizonyult (25% az 1. kezelési csoportban és 12.5% a
2. kezelési csoportban). A PET/CT-vel mért tumorvalasz tekintetében az 1. modszer esetén
magasabb volt a fals negativ esetek szdma az emlé UH-al 6sszehasonlitva, azonban a fals
pozitiv esetek igen alacsony volt. A rezidualis betegséget a PET igen érzékenyen detektalta. A
tumorvalaszt a PET/CT 2. modszer szerinti értékelve (PERCIST és RECIST kritériumok
egylittes definicidja a komplett remisszidéra) mind a szenzitivitas (77,8% az 1. és 87,5% a 2.

kezelési csoportban) mind a specificitas (100% ¢és 62,5%) magasnak bizonyult.

3. tablazat. Az emlé UH és az FDG-PET/CT diagnosztikus értéke az 1. és 2. betegcsoportban

Ultrahang PET/CT 1. médszer PET/CT 2. médszer
1. csoport 2. csoport 1. csoport 2. csoport 1. csoport 2. csoport
(n=20) (n=16) (n=14) (n=16) (n=14) (n=16)
Szenzitivitas (%) 83.3 100 222 37.5 77.8 87.5
(95% CI) (51.6:97.4)  (47.9-100)  (3.5-59.9) (9-75.3) (40.1-96.5)  (47.4-97.9)
Specificitas (%) 25.0 12.5 100 87,5 100 62.5
(95% CI) (3.4-64.9) (2.1-52.6) (47.9-100) (47.4-97.9) (47.9-100) (24.7-91)
PPV (%) 62.5 41.7 100 75 100 70.0
(95% CI) (35.5-84.7)  (15.3-72.2) (19.3-100) (20.3-95.9) (58.9-100) (34.8-92.9)
NPV (%) 50.0 100 41.7 58.3 71.4 83.3
(95% CI) (8.3-91.7) (16.5-100) (15.3-72.2)  (27.7-84.7)  (29.3-95.5)  (36.1-97.2)
Fals pozitivitas 6 7 0 1 0 3
Fals negativitas 2 0 7 5 2 1

PPV: pozitiv prediktiv érték, NPV: negtiv prediktiv érték; CI: konfidencia intervallum

4.3.3. Bioldgiai szubtipusok hatasa a tumorvalasz értékelésére

2008 és 2013 kozott 188 PST kezelésen atesett beteg koziil 87 esetben tortént FDG-
PET/CT a kezelés hatdsossaganak monitorozasara, koziiliik 71 beteget tudtunk bevalasztani a
vizsgalatba. A grade 3 (44/71, 61,9%) invaziv duktalis emlddaganat (64/71, 90,1%) dominalt
a betegcsoportban. A bioldgiai szubtipus szerint 8§ Luminalis A, 17 Luminalis B/ proliferativ,
19 Lumindlis B/Her2-pozitiv, 10 Her2-pozitiv és 17 tripla negativ daganatot vizsgaltunk.

A patologiai valasz szempontjabol 2 csoportra osztottuk a betegeket: patoldgiai komplett
remissziot elért (pCR, n=22, 32,4%) ¢és el nem ért (non-pCR, n=48, 67,6%) betegcsoportra. A
pCR ¢és non-pCR betegcsoportok szignifikdnsan eltértek a szubtipusok eléfordulasaban (Chi-
négyzet=24,09, df=4, p=0,00008). A 17 Luminalis B/proliferativ betegbdl 2 esetben fordult
el6 pCR (11,8%), a 19 Luminalis B/Her2-pozitiv betegbdl 3 (15,7%), a 10 Her2-pozitiv
tumorbo6l 7 (70%) mig a 17 tripla negativ daganatbol 11 (64,7%) mutatott pCR-t. A Luminalis
A szubtipus esetén (8 f0) egyik tumor sem mutatott komplett remissziot a kezelés hatasara.

Ertékeltiik a két uj modszerrel végzett FDG-PET/CT valaszmérés hatékonysagat is a pCR
¢s non-pCR betegcsoportok elkiilonitésében (4. tablazat).
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4. tablazat. A diagnosztikus vizsgalatok értékelése. Az FDG-PET/CT
vizsgalatok 1. és 2. moddszer szerinti értékelésének szenzitivitisa, specificitasa,
pozitiv prediktiv (PPV), negativ prediktiv értéke (NPV) valamint pontossaga

FDG-PET/CT
PET/CT Modszer 1 PET/CT Modszer 2

Szenzitivitas 43.75% 75%

(95% CT) (29.5-58.8) (60.4-86.4)
Specificitas 91.3% 78.26%

(95% CI) (71.9-98.7) (56.3-92.5)
Pozitiv prediktiv érték 91.3% 87.8%

(95% CI) (71.9-98.7) (73.8-95.9)
Negativ prediktiv érték 43.75% 60%

(95% CI) (29.5-58.8) (40.6-77.3)
Fals pozitivitas 2 3
Fals negativitas 27 12
Pontossag 59% 76%

Réviditések: 95% CI: 95 % konfidencia intervallum

Hasonl6an a Her2-overexpresszald betegcsoportban leirtakhoz, 2. médszer esetén a fals
negativ esetek szdma alacsonyabb volt, mint az 1. mddszer esetében, a magas szenzitivitas
(75%) és specificitas mellett (78,26%). Osszességében a 2. modszer pontossdga magasabbnak
bizonyult az 1. médszerénél (76% vs. 59%).

Ezutan megvizsgaltuk a biologiai szubtipusok hatdsat a tumorvalasz értékelésére. Mind
SUVmax valtozasa (p=0,0044) mind a morfologiai remisszid (p=0,0331) szignifikans eltérést
mutatott a szubtipusok kozott. A Her2-pozitiv daganatok esetében volt a legnagyobb az FDG-
felvétel csokkenése a kezelés hatdsara, mig a SUVmax valtozdsa a Luminalis A szubtipus
esetén volt a legkisebb. Nem taldltunk kiilonbséget a szubtipusok eloszldsdban sem a
CRnodszer1 €8 Non-CRysaszer1 betegesoportok kozott (Chi-négyzet=1,9737, df=4, p=0,7405) sem
a 2. modszer szerint elkiilonitett két betegcsoport kozott (CRmsdszer2 €5 Non-CRypdszer2) (Chi-
négyzet=9,3477, df=4, p=0,0529), azonban a CRs4s.er2 betegesoportban szintén dominaltak a
Her2-overexpresszald (n=14) és tripla negativ daganatok (n=10) (szemben a luminélis A és B

proliferativ csoportokkal, ahol 6sszesen 6 beteg mutatott klinikai CR-t).

4.3. Dinamikus FDG-PET/CT vizsgalatok és a korai tumorvalasz értékelése

4.3.1 Dinamikus FDG-PET/CT vizsgalat emlédaganatos betegek esetében

38 éves ndbeteglink egy 3 cm nagysagu, mobilis, bort és axillat nem involvald daganatot
észlelt dnvizsgalat sordan a bal emld kiilso-felsd kvadransaban. A 26x14x22 mm-es daganat
ultrahang vezérelt core-biopszidja grade 3 IDC-t igazolt, mely Luminalis B/Her2-pozitiv

szubtipusu volt. A daganat igen magas proliferacios aktivitast mutatott: a Ki-67 index
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meghatarozasa mellett (70%), vizsgaltuk az MCM 2 (70%), a Ciklin A (30%) és a PHH3
expresszidjat (10%, 29 mitdzis/10 NNL) is.

A tervezett PST kezelés megkezdése elott staging FDG-PET/CT vizsgalat tortént, melyet
dinamikus adatgytijtéssel egészitettiink ki a primer tumorra vonatkozdéan. A dinamikus
vizsgalatokat a PMOD szoftver (v3.310, Ziirich, Svijc) segitségével értékeltiik. A bemend
1d6-aktivitas gorbék (TAC) generalasdhoz az aktivitaskoncentracidk valtozasat a primer tumor
¢s a bal kamra (vér-pool) teriiletén kijelolt 1,5 cm atmérdjii gdmb VOI-ban vizsgaltuk. Hogy
kikiiszoboljik a mozgédsi miitermékeket a VOI-k helyzetét minden iddészeleten (frame)
manudlisan (VOI,) illetve szemiautomatikus médon (VOI;) korrigaltuk, mely az utdbbi
moddszer a pontosabbnak bizonyult a daganat kijeldlésében.

Az 1dd-aktivitas gorbék (TAC-ok) felhasznalasdval a PMOD szoftver tn. FDG-eloszlasra
vonatkoz6 kétkompartmentes modelljét kivalasztva meghataroztuk a kivant kinetikai
paramétereket (K1, k2, k3, Ki). Mivel nem ismerjiik az emlészovetben az FDG és gliikoz
metabolikus ratdja kozti kapcsolat egzakt lumped constans-at, ugy az MRFDG = Cgy x K;
egyenletet alkalmaztuk az FDG-metabolikus ratajat leirdsara az emld szdvetben
(pmol/perc/100 g szdvet). Esetiinkben a K1/Ki hanyados érteke (K1/Ki=0,1) kozelebb allt a
nulldhoz, mint az egyhez, az MRFDG ¢értéke pedig 12 pmol/min/100 g szdvetnek adddott.
Mankoff ¢s munkacsoportja eredményei alapjan mindkét érték a pCR-re prediktiv
tartomanyba esett.

A betegnél 6 ciklus trasztuzumab + taxan alapu PST utan végzett mitét szovettana pCR-t

igazolt (EWBPSG szerint TR1b), az SLNB negativ volt (0/3).

4.3.2 Az FDG-PET/CT hatékonysaga a PST soran a korai tumorvalasz mérésében

52 éves ndbetegiink onvizsgalat soran fedezte fel jobb emldjében a koriilirt, gyorsan névo,
tapinthatd elvaltozast. Fizikalis vizsgalattal 4 cm atmérdji, gyulladasos bortiineteket mutato
terimét észleltiink a jobb emld kiils6-felsd kvadransaban. Az emld ultrahang nyirokcsomo
attét gyantjat vetette felt. A core-biopszia grade 3, tripla negativ IDC-t igazolt. Azonban,
szemben az agressziv klinikai viselkedéssel, kdzepes mitotikus aktivitast (9 mit6zis/IONNL)
irtak le, minddssze 10%-o0s Ki-67 index mellett.

A staging PET/CT vizsgalat metabolikusan igen aktiv daganat mellett (SUVmax 15,7) — a
klinikai tlinetekkel 6sszhangban — az emld borében kdzepes metabolikus aktivitast, valamint
egy szintén FDG-avid szoliter nyirokcsomo attétet (SUVmax 17,7) detektalt (cT2N1MO).

Az onkoteam a rapid tumorndvekedés, kifejezett metabolikus aktivitas és a mastitis-szerli
viselkedés miatt PST kezelést indikalt. A betegnél az els6 ciklus docetaxel-carboplatin PST

hatasara a mastitis jellegli tiinetek €s az erythema csokkentek, azonban a tumor nem mutatott
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méretbeli regressziot. A klinikus az ellentmondo fizikalis lelet és az alacsony core-biopszids
Ki-67 index miatt interim PET/CT vizsgélatot rendelt a tumorvalasz értékelésére.

Az mterim vizsgéalat egyértelmli metabolikus remissziot mutatott mind a tumor
(ASUV=66,3%), mind az axilla teriiletén (ASUV=77,4%), szemben a morfologiai valasszal,
mely csupan az axillat tekintve mutatott egyértelmii regressziot (méret csokkenés: 41%), a
primer tumort tekintve RECIST szerint stabil betegséget lattunk (méret csokkenés: 25%). A
6. ciklus végén, a mutét elott restaging PET/CT tortént, mely a primer tumor esetén PERCIST
szerint komplett remisszid mellett morfologiai szempontbdl stabil betegséget irt le. Az axilla
esetén rezidualis FDG-felvétel mellett a nyirokcsomok mérete nem érte el a patologias
mérethatart.

A tumor sebészeti eltdvolitdsa utan a primer tumor pCR-t talaltunk (EWBPSG szerint
TR1), fibrotikus-nekrotikus maradvanyokkal a primer tumor teriiletén. Az ABD specimenen
(2/10; EWBPSG szerint NR3) végzett ismételt IHC vizsgalatok alapjan a rezidudlis daganat
grade 3, tripla negativ IDC volt, igen magas, 80%-os Ki-67 index-szel.

Az interim PET/CT eredménye (SUVmax csokkenés 60% felett) prediktivnek bizonyult a
tumorvalaszra. Kiemelendd, hogy a staging vizsgalatok alapjan a tumor kezdeti igen magas
FDG-felvétele a core-biopsziaval detektalt proliferacios aktivitdsnak ellentmondott. A core-
biopszias mintat retrospektiv modon ujraértékeltiik a 3.1. fejezetben bemutatott modszerekkel.
Az 1smételt értékeléssel 20%-o0s Ki-67 mellett 75%-0s MCM?2, 20% Ciklin A és 72 mitozis /
10 NNL PHH3 indexet taldltunk. A kezdeti alacsony Ki-67 index hatterében mérési hibat
valoszintsitettiink. A Ki-67 meghatarozasnak ismertek a buktatoi, relativ magas intra- és
interobszerver variabilitdsa. Emellett a core-biopszia nem tekinthetd teljes mértékben
reprezentativnak a daganat biologiai viselkedését tekintve, mivel intra-tumoralis eltérések is
biopszids mintan beliili heterogenitas jelenléte: az Gijabb lemetszés soran egy tumorsejtekben
gazdagabb, a tumor valddi viselkedését helyesebben reprezentald teriileten végeztiik

kiegészitd méréseinket.
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5. KOVETKEZTETESEK

5.1. Tumorproliferacio, mint prediktiv marker a PST soran

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a digitalis patoldgiai médszerek emlddaganatok
esetén jol alkalmazhatdak a proliferacios markerek expresszidjanak értékelésére. Eldnyilik az
immunhisztokémia értékelésében az objektivitds ndvelése, az alacsonyabb intra- ¢s
interobszerver variabilitds, nagy kapacitas. A vizsgalt sejtciklus markerek esetén (Ki-67,
MCM2, Ciklin A ¢és PHH3) a HistoQuant szoftverrel végzett CA értékelés megbizhatod
moddszernek bizonyult. A diagnosztikus egyetértés a CA €és VA modszer kozott magasabb volt
Ciklin A ¢és PHH3 esetén, tehat azon markereknél, ahol az 4tlagos expresszi6é alacsonyabb.
Emellett szol, hogy az MCM2 esetén az egyezés magasabbnak bizonyult alacsony expresszio
esetén, de magasabb festddési indexek mellett az atlagos kiilonbség nott a két modszer kozott.

A CA modszer pontossaga nagyban fligg a kijelolt ROI stromalis sejt tartalmatol — igy a
vizsgalt teriilet definidlasdhoz a patolégus szakember munkdja nélkiilozhetetlen.

Mind a négy vizsgalt sejtciklus marker a pCR pontos prediktordnak bizonyult, és a ROC
analizis alapjan végzett optimalis vagdépontok mentén végzett kategorizalas (magas ill.
alacsony festddési index) a markerek prediktiv potencialjat javitotta.

A core-biopszids szovettani mintakban a Ki-67 ¢s MCM2 magas expresszidja erdsen

Osszefligg a high grade, tripla negativ daganatok jelenlétével.

5.2. FDG-PET/CT hatékonysaga a PST-re adott tumorvalasz mérésében

A PST soran a tumorvalasz egzakt értékelése a patoldgia targykorébe tartozik, azonban a
modern képalkotd diagnosztika hatékonyan képes segiteni a klinikust a terapids dontések
meghozataldban. Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy az FDG-PET/CT alkalmas
modalitds a teripias valasz mérésére €s a metabolikus aktivitas illetve annak valtozasa jol
tiikrozi a daganat klinikopatologiai tulajdonsagait. A SUVmax valtozasa pontosabb prediktora
a patologiai remisszionak, mint a tumorméret csokkenése.

A PET/CT vizsgalatok értékelésére a PERCIST kritériumrendszer kivaloan alkalmas,
azonban vizsgalataink soran a RECIST fontossaga is elotérbe keriilt a pCR eldérejelzésében. A
restaging képalkotas sordn nem csupan a PERCIST szerint érdemes értékelniink a PET/CT
vizsgalat eredményeit, de egy modositott RECIST értékelés bevezetése hasznos informacidval
jarulhat hozza a tumorvalasz értékeléséhez €s a patologiai valasz eldrejelzéséhez.

Fentiek alapjan vizsgaltuk két 1, egyszeriisitett PET/CT kiértékelési modszer
hatékonysagat a pCR eldrejelzésében. Mindkét modszer a komplett remissziot kiiloniti el az
egyeb tumorvalasztol, az elsd modszer PERCIST kritériumok szerint értékel, a masodik pedig

PERCIST ¢s RECIST kritériumokat is alkalmaz a klinikai komplett remisszié definialasara.
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A konvenciondlis UH-al végzett valaszméréssel szemben mindkét modszert pontosabbnak
talaltuk a valaszmérésben a Her2 overexpressziot mutatd betegcsoportban vizsgalva.

A PST-t kdvetd valasz mérésében a bemutatott kombinalt kiértékelés kiilondsen jelentds
elonyt mutatott, mind standard kemoterapia mind kombinalt monoklondlis antitest terapia
esetén.

Fontos kiemelniink, hogy a Her2 overexpresszald emlddaganatos betegcsoportban a PST
kezelés részeként a trasztuzumab terapia 1étjogosultsaga nem lehet kérdés, alkalmazasaval a
napi gyakorlatban a klinikai vizsgélatokban talalt eredményeknél is kedvezObb pCR ratat
értiink el. Azonban a Lumindlis B/Her2-pozitiv daganatok biologiai viselkedése eltérd, a pCR
elérése ritkdbb. A Luminalis B/Her2-pozitiv daganatok esetén indokolt lehet tovabbi
alcsoportok elkiilonitése, a PST indikacios korének sziikitése.

A biologiai szubtipusok hatdsa a metabolikus és morfologiai valaszra sem elhanyagolhat6:
mind a SUVmax, mind a méret valtozasa szignifikansan eltér az egyes szubtipusok esetében.
Azonban mindkét alkalmazott valaszmérd kritériumrendszer képes volt a tumorvalaszt
pontosan eldrejelezni szubtipus szerint heterogén betegcsoportban is, igy alkalmazasukkal a
FDG-PET/CT-vel végzett valaszmérést optimalizalhatjuk.

A kombinalt valaszmérd kritériumok alkalmazédsaval az FDG-PET/CT prediktivitasa igen
magas volt a pCR-ra. Nagyobb, prospektiv vizsgalatok tervezésével eredményeink

validalhatoak, és a kombinalt kritériumrendszer a klinikai gyakorlatba bevezethetd.

5.3. Dinamikus PET/CT vizsgalatok és a korai tumorvalasz értékelése

A dinamikus PET/CT vizsgalatok alkalmasak az FDG-felvétel pontos kvantifikalasara,
igy 0j prediktiv és prognosztikai markerek lehetdségét hordozzak. Az FDG-influx sebessége
¢s az MRFDG prediktivnek bizonyult a kedvezd patologiai valaszra, és irodalmi adatok
alapjan 6sszefligg a kedvezdbb prognodzissal is. A dinamikus vizsgalatok kivitelezése azonban
iddigényes, igy fontos definidlnunk azt a betegcsoportot, ahol alkalmazasuk a legkedvezdbb
haszon/kockazat ardnnyal jar. A mozgasi miitermékek minimalizdsa mellett a megteleld
kiértékeld szoftver kivalasztasa kulcsfontossagu.

A statikus FDG-PET/CT vizsgalatok indikacios teriilete még mindig formalodik, mind a
nemzetkodzi, mind a hazai ajanldsokban a kezelést kdvetd restaging mellett a korai terapias
valasz mérése is elotérbe keriilt. Az interim, egy illetve két ciklust koveté FDG-PET/CT
vizsgalatok emlddaganatok esetén sikeresnek bizonyultak a korai tumorvéalasz mérésében: az
FDG-felvétel korai csokkenése a pCR jo prediktora. Esettanulményunk révilagit a tumor
metabolikus valaszanak korai mérésének jelentdségére a biologiai viselkedés szempontjabol

ellentmondasokat mutatd daganatok esetében.
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