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1. Bevezetés, irodalmi hattér
A daganatok keletkezését €s progresszidjat feltaré molekularis diagnosztikai kutatasok

hatasara napjainkra a rutin patolégia mindennapos részévé valtak a prediktiv és
prognosztikai markerek. Kifejezetten fontos azon prediktiv markerek pontos kiértékelése,
melyek alapjan a betegnél célzott terapiat lehet inditani. A prognosztikai markerek a

betegkdvetés személyre szabdsaban segithetnek.

A célzott terapids prediktiv markerek egyik legjobb példaja az emlérakok HER2
vizsgélata. A HER2 az EGFR csaladba tartozo sejtfelszini receptor, mely az emldrakok
15-25%-ban fokozottabban jelenik meg a sejtfelszinen és emiatt a daganat gyorsabb
progresszioval és kedvezdtlenebb prognézissal bir (negativ prognosztikai marker).
Ugyanakkor ez a sejtmembran receptor hatékony timadaspontot szolgaltathat a daganat
novekedésének megfékezésére, hiszen ha a talexpresszalt HER2-receptorokat specifikus
antitestekkel gatoljuk, akkor egyrészt blokkolni tudjuk a tumorsejtek szaporodasat hajto
szignaltranszdukcios utat, masrészt pedig a receptorhoz kotddott antitestek aktivaljak az
immunrendszert, ami az igy a megjelolt daganatsejteket sikeresen tudja elpusztitani. A
HER2-pozitiv emlorakok anti-HER?2 terapidja kifejezetten javitva a betegség kontrolljat:
a negativ prognosztikai markerbdl igy valik pozitiv prediktiv marker. Eml6rakokban a
HER?2 receptor expresszid fehérjeszintli vizsgélata altaldban immunhisztokémiaval
torténik. Ha az eredmény nem egyértelmi, akkor gén szinten kell kimutatni a HER2
hasonlé jelentOséggel bir az Gsztrogén és progeszteron receptorok, valamint a Ki-67
proliferaciés marker rutinszer(i vizsgalata, melyek alapjan a kemo- és hormon-terapia
inditasanak sziikségessége itélhetd meg. A rutin patoldégiaban ezen markereket tipikusan
immunhisztokémidval vizsgaljuk, melyek kiértékelése tehat a lelet fontos és a terapiat

dontéen befolyasold része.

A diagnosztika fejlédése a nagyobb munkaterheléssel parhuzamosan feleldsségteljes és
pontos prediktiv és prognosztikai markermeghatarozast is igényel. Ugyanakkor a
rohamléptekben fejlodo digitalis patologiai alkalmazasok, azon beliil a képfeldolgozo
algoritmusok (DIA: Digital Image Analysis), fejlettsége és pontossaga olyan szintre ért,
melynek alkalmazdsa segitheti a standardizalt, reprodukdlhat6 ¢és pontos

markermeghatarozast ¢s ezaltal javithatja a személyre szabott diagnosztikat €s terapiat.
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1.1. Emlérakrol roviden - fajtai és kezelése

”or

1.1.1. Az eml6rak epidemioldgidja

A ndk korében az emlorak az egyik leggyakoribb malignus folyamat, de globalisan is a
harmadik leggyakoribb carcinoma, melynek morbiditasa 2012-ben vilagszerte 1,671
milliéra, mig mortalitasa kozel félmillidra becsiilhet6 (1). Nagy kiilonbség van a betegség
végzetessége kozott a fejlett és fejlddd orszdgokban. Mig a fejlett orszagokban - f6képp
a korai diagnézis és a kombinalt kezelések hozzaférhetdsége miatt - a mortalitas csdkkend
tendenciat mutat, addig a fejlédé orszagokban mind a morbiditasi, mind a mortalitasi

adatok emelkednek (2).

1.1.2. Az emldrak fobb tipusai

Az emldérédkoknal a WHO-klasszifikacio az elfogadott, mely az 0sszes neoplasticus és
prekurzor 1€ézidt egységesen csoportositja. Ezek részletes targyalasa nem targya az
értekezésnek, ezért csak roviden, tablazatban ismertetjiik (1. Tablazat).

1.Téablazat. Az emldrakok jelenleg érvényes (4.)WHO-klasszifikacioja (Sinn et al. Breast
Care 2013 (3) alapjan, modositva)

Invaziv carcinoma NST Adenoid cysticus carcinoma
Invaziv lobularis carcinoma Carcinoma neureondokrin
differenciacioval
Tubularis carcinoma Secretoros carcinoma
Cribriform carcinoma Invaziv papilléris carcinoma
Mucinosus carcinoma Mucoepidermoid carcinoma
Carcinoma medullaris fenotipussal Polymorph carcinoma
Carcinoma apocrin differenciacioval Oncocytaer carcinoma
Carcinoma pecsétgytriisejtes differenciacioval Lipid-gazdag carcinoma
Invaziv mikropapillaris carcinoma Glikogén-gazdag carcinoma
Metaplasticus carcinoma Sebaceus carcinoma
Adenomyoepithelioma carcinomaval Acindrsejtes carcinoma
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A korébbi, 2003-as WHO-klasszifikaciohoz képest a legfobb valtozas, hogy az invaziv
emlérakok tobbségét kitevo csoportot invaziv emlékarcinoma NST-re (No special type)
keresztelték at, szakitva a ductalis invaziv emlérak NOS (Not otherwise specified)
kifejezéssel (3). Ennek okaként a ductalis eredet esetenként nem bizonyitott, illetve
esetlegesen félrevezetd volta szolgalt. A 1ényeg azonban tovabbra is a kizard diagnoézis,
vagyis azon daganatok tartoznak ebbe a csoportba, melyeket nem lehet egyik specialis

alcsoportba sem besorolni.

1.1.3. Az emlorakok TNM-beosztasa

Természetesen a kezelési modalitasok kivalasztdsanal a tumor stddiuma is alapvetd
tényez0, ebben a TNM-beosztas a mérvado, melynek jelenleg a 2017-ben kiadott 8.

kiadasa van érvényben (4) (2. és 3. Tablazat).

2.Tablazat. Az emlérakok jelenleg érvényes 8. patologiai TNM beosztasa (2017) (4)

pTX Primaer tumor nem mutathato ki
pTO Nincs primer tumor
pTis Carcinoma in situ
DCIS: intraductalis cc
LCIS: lobularis cc in situ
Paget: az eml6bimbd Paget-kdrja tumor nélkil
pT1 2 cm, vagy annal kisebb tumor
pT1lmi 1 mm, vagy annal kisebb microinvasio
pTla Atumor 1 mm-nél nagyobb, de nem nagyobb, mint 5mm
pTlb A tumor 5mm-nél nagyobb, de nem nagyobb, mint 10mm
pTlc A tumor 10mm-nél nagyobb, de nem nagyobb, mint 20mm
pT2 A tumor 2 cm-nél nagyobb, de nem nagyobb, mint 5 cm
pT3 A tumor legnagyobb atmérdje tébb, mint 5 cm
pT4 Barmilyen méretd tumor, ha a mellkasfalra vagy a bérre terjed
pT4a  Mellkasfalra terjedés
pT4b Oedema, narancsbdr, ulceratio, vagy satellit gobok ugyanazon emlében
pT4c T4a+T4b
pT4d Gyulladdsos emlérak
pNX  Regionalis nyirokcsomo nem vizsgdlhato vagy ismeretlen
pNO  Nincs regionalis nyirokcsomo attét
pN1  Mobilis azonos oldali pozitiv I. vagy Il. szint{i nyirokcsomao(k)
pN1mi Micrometastasis (>0,2mm és/vagy >200 sejt, de <2,0mm)
pNla 1-3 nycs pozitiv, legaldbb egyik nagyobb 2mm-nél
pN1lb Mammaria interna nyirokcsomd attéte (klinikailag negativ)
pN1c 1-3 axillaris és mammaria interna nyirokcsomépozitivitas
pN2  4-9 azonos oldali (fixalt) nyirokcsomé érintett vagy klinikailag pozitiv mammaria
interna nyirokcsomaék negativ axillaris nyirokcsomok esetében
pN2a 4-9 axillaris nyirokcsomd érintett, egyik legaldbb 2mm-s
pN2b A. mammaria interna melletti klinikilag pozitiv nyirokcsomd, axilla negativ
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N3 1. Szint(i nyirokcsomdérintettség és/vagy axillaris és mammaria interna lanc
érintettség
pN3a Infraclavicularis nyirokcsomaattét vagy legalabb 10 axillaris nyirokcsomé,
egyik>2mm
pN3b Klinikailag pozitiv azonos oldali mammaria interna és axillaris
nyirokcsomdérintettség vagy
legaldbb 3 pozitiv axillaris nyirokcsomé és a mammaria interna nyirokcsomaok
makroszkopos/mikroszkdpos érintettsége
pN3c Azonos oldali supraclavicularis nyirokcsomodattét
pMX  Tavoli attét nem vizsgdlhatd vagy ismeretlen
pMO  Nincs tavoli attét
pM1 Tavoli attét van
3.Tablazat. Az emlorak jelenleg érvényben 1€vé 8. TNM (2017) stddium beosztasa
0 Tis NO MO IIA | TO, T1, T2 N2 MO
IA | T1 NO MO T3 N1, N2 MO
IB |T0,T1 N1mi MO 1B | T4 NO, N1, N2 MO
IHA | TO, T1 N1 MO IHIC | Barmely T N3
T2 NO MO v Béarmely T Béarmely N M1
1B | T2 N1 MO
T3 NO MO

1.1.4. Az eml6rakok klinikai/molekularis alcsoportjai

Luminalis tipus
ER és/vagy PR pozitiv,
HER2 negativ

Tripla-negativ
ER és PR és HER2
negativ

4

BRCA-teszt
| N-statusz, Grade, Ki-67 | (csaladi anamnézis

hianyaban is, ha
klinikailag relevans)

HER2-pozitiv

Luminalis-A tipus
Low Risk
Csak ha pNO-1

Luminalis-B tipus
High Risk
Mindig pN2-3

Endokrin terapia

Kemoterapia
Endokrin terapia

Kemoterapia indikacidja, ha stédu!
Neoadjuvans terapia javal

]

Antraciklin és Taxan-
alapu Kemoterapia

(Neoadjuvans Platina

felajanlhato)

l

Kemoterapia +
trastuzumab
(és pertuzumab)
+ endokrin terapia

1. Abra. Az emlérakok kezelési séméja a prognosztikai és prediktiv markerek alapjan
torténd tipusbesorolas alapjan. (Harbeck et al. Lancet 2017 (2) alapjan modositva)

10
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Az emldrakok osztalyozasira onkologiai szempontbdl az ugynevezett 4-es felosztas

terjedt el: Luminélis A- és B-tipus, HER2-pozitiv és tripla-negativ tipusok (1. Abra) (5).

Ujabb tanulmanyok szerint méar inkabb 10 klinikailag relevans alcsoportot érdemes
elkiiloniteni (6-8), de ez utobbi még nem terjedt el a gyakorlatban. A f6bb csoportokba
sorolast el lehet végezni génszintii vizsgalatokkal is, de a gyakorlatban a formalinban
fixalt és paraffinba agyazott (FFPE) metszeteken végzett rutinbol elvégzett ER- 6sztrogén
receptor, PR — progeszteron receptor, HER2, Ki-67 immunhisztokémiai reakciok is
elegendd segitséget nyjthatnak a tovabbi prognoézis, illetve terdpia meghatidrozasahoz

(8). Fentiek alapjan a kdvetkez6 fobb emldrak tipusokat hasznaljuk (4. Tablazat).

4. Tablazat. Az emlérakok fobb tipusai az immunreakciok alapjan.

Tipus ER | PR HER2 | Ki-67 vagy egyéb jellemzék
Luminalis A valamelyik+ - < St.Galleni érték 2015 (20%)
Luminalis B valamelyik+ - > St.Galleni érték 2015 (20%)
HERZ2, non-luminalis - - +

HER2, luminalis valamelyik+ +

Tripla-negativ (bazalis tipus) | - - - Ck5/6+ és/vagy EGFR+
Apocrin - - +/- Androgén Receptor +

Klinikailag a legnagyobb probléma a Luminalis A- és B-tipus elkiilonitése, leginkabb a
Ki-67 proliferacios rata nem standardizalt meghatarozasa miatt (2). Elfogadott a 10%
alatti, alacsony és a 30% feletti, magas proliferacios rata, de a két széls6érték kozotti
intervallum nehezen kategorizalhato. Eppen ezért ilyen tumorok esetén a Ki-67

proliferacios rata onmagaban nem elegend6 az adjuvans kemoterapia indikalasahoz (2).

1.1.5. Az emldrak terdpidja

A részletes terapias Utmutatast a dolgozat keretei nem teszik lehetdvé, ezért csak roviden

emelnénk ki a f6 irdnyvonalakat.

A szlir6vizsgalatoknak és korai diagnozisnak, valamint a szamos terapias, illetve
kombinalt kezelési lehetdségnek koszonhetéen, mara a korai emlorak egy potencialisan

gyogyithatd betegséggé szelidiilt. Mind a lokoregionalis és szisztémas kezeléseknél, mind

11
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a sebészi beavatkozasoknal a kemoradioterapias kezelési intenzitas csokkentése és az

¢letmindség maximalizalasa valt az egyik f6 szempontta (2).

Az adott eset kurativ célzati kezelési tervét multidiszciplinaris onkoldgiai bizottsagi
iiléseken hatdrozzak meg, altalaban a beteggel is egyeztetve. FOképp a tripla-negativ és
HER2+ tumorok esetében a neoadjuvans terapia is lehet az elsé 1épés, amit altalaban
sebészi kimetszés, majd pedig kombinalt kemoradioterapia kovet a patologiai vizsgalat
soran taldlt tumor- és nyirokcsomo-statusznak, illetve a tumor molekularis- és/vagy
klinikai tumortipusanak megfeleléen. Anti-HER2, illetve endokrin terdpia mellett
ujabban egyre tobb célzott terapia is rendelkezésre allhat, mint példaul trastuzumab
emtanzin, pertuzumab, lapatinib, PARP1 inhibitorok, mTOR-gatlok, EGFR-gatlo
cisplatinnal a tripla-negativ eseteknél, VEGF-gatlok, immunterapia PDL1-gatlokkal,
CDK4/6 gatlok (9, 10). Az Gjabb és kombinalt terapias lehetdségeknek kdszonhetden
mara az attétes emlorakos esetekben is a kezelés célja a jo életmindség melletti tulélés

meghosszabbitasa, és a betegség hosszi tava kontrollja is realis alternativa (2).

1.2.Az emlorak prediktiv és prognosztikai biomarkerei
Az emldrakok esetében szamos prognosztikai €s prediktiv markerrdl talalhatunk

informaciot a szakirodalomban, melyek ismertetése meghaladja a dolgozat keretét. Ezért

itt roviden csak a legfontosabb, rutinban és altalunk is vizsgalt markerekre tériink ki.

1.2.1. HER2 szerepe emldérakokban

A HER2 vagy EGFR2 az Epidermalis Novekedés Faktor Receptor (Epidermal Growth
Factor Receptor, EGFR1-4) csoportba tartozé . tipusu tirozin kinaz (2. Abra).

A 17921-es lokuszon elhelyezked6 HER2 (Neu2, ErbB2) gén terméke a 185kD-0s
protein, mely a sejtmembranban helyezkedik el (11). Nincs endogén ligandja, ugyanakkor
igen aktiv dimerizaciés hurokkal rendelkezik és ezért kivalo partnerként szolgal a
receptorcsoport tobbi tagjaval (EGFR, HER3, HER4) valo homo- ¢és heterodimer
képzésen keresztiil a szignaltranszdukcids Ut aktivalasdban. A fokozott sejtfelszini
expresszid oka altalaban a normal génszakasz amplifikacidja, melynek kovetkeztében a

sejtfelszinen talalhato receptorok szama nagysagrendekkel né meg (12).
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2.Abra. A HER2 szignaltranszdukciés ut a leggyakoribb terapids lehetdségek
indikalasaval (Loibl et al. Lancet 2017 (13) alapjan, modositva)

Az emldrdkok 15-25%-ban figyelhetd meg a HER2-receptor amplifikdcioja, mely a
tumorsejteket agresszivabb és gyorsabb novekedésre sarkallja (11). Ezek a daganatok
altalaban a magasabb gradust, differencialatlan daganatok koziil kertilnek ki. A HERZ2,
amplifikalt emldérdkok rosszabb progndzissal rendelkeznek (kedvezodtlen prognosztikai
marker), rovidebb a betegek relapsusmentes és altalanos talélése is (14), illetve bizonyos

kemoterapias szerekre is rezisztensek (kedvezotlen prediktiv marker)(12).

A rosszabb prognozis ellenére mara ezek az emlérakok a jobban kontrollalhat6é daganatok
kozé kertiltek, mert a sejtfelszini HER2-receptor specifikus antitesttel valo blokkolasa
hatékonyan tudja a daganat novekedését gatolni (15). Ennek megfelelen a trastuzumab-
bal végzett anti-HER2 terapia a célzott terapiak egyik zaszloshajoja lett (16). Kezdetben
a trastuzumab alapveten intravénas adagolést igényelt, mara a nagyobb flexibilitast
lehetévé tevo szubkutan beadhatd depo hasonloan jo hatékonysagtinak bizoynult (17). A
receptorhoz  kapcsolédd antitest blokkolja a receptor-dimerizaciot és igy a
szignaltranszdukcios utat is (2.Abra). Ezzel egyidében az antitesttel megjeldlt receptorok
aktivaljak az immunrendszert, ami az ADCC-n (Antibody Dependent Cellular
Cytotoxicity), illetve a CDC-n (Complement-Dependent Cytotoxicity) keresztiil is tudja
a rakos sejteket pusztitani (18, 19). Az ijabb lehetdségek kozé tartozik a trastuzumab és

kemoterapias szer direkt 6sszekotése (trastuzumab-emtansine, T-DM1, Kadcyla), amikor is az
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antitest kozvetleniil a tumorsejtekhez juttatja a daganatellenes szert és igy eldsegiti annak
hatékonysagat (20), vagy a HER-receptorok dimerizaciojat megakadalyozo antitestek
(példaul pertuzumab), vagy a HER1 és HER2-t egyarant gatlo lapatinib (21).

1.2.1.1 HER?2 Vizsgalati modszerei

A HER2 vizsgalata alapvetden immunhisztokémiaval torténik. Szdmos klinikailag
validalt antitest és @ HER?2 érték megéllapitasara is rendszeresen feliilvizsgalt guideline,
standardizalt modszer, kit all rendelkezésre (11). Az évek soran a tapasztalatokkal
folyamatosan csiszolgatva, jelenleg a 2013-as ASCO/CAP guideline van érvényben (22).
Az ajanlés szerint a HER2 vizsgalatat validalt centrumokban javasolt végezni, mert igy
lehet az anti-HER2 kezelések hatasossagat maximalizalni. Fontos, hogy az Gtmutatasok
kiterjednek a preanalitikai fazisra is, mert a sok kedvezdtlen tapasztalat ravilagitott, hogy
a fixalasi kortilmények ¢és idok befolyasolhatjak az IHC-, de foképp a FISH-vizsgalatok
eredményeit (22).
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3.Abra. A HER2 immunhisztokémiai és FISH kiértékelése (HER2 4B5 és FISH, sajat
képek)

A HER?2 tesztelésben két 1€pcsoét lehet megkiilonboztetni. Elsé korben rutinbol minden
emldrakon el kell végezni a HER2 immunhisztokémiai reakciot. Attol fliggden, hogy a
jol végrehajtott reakcié milyen membranpozitvitdst eredményez a tumorsejteken, négy

csoportba lehet sorolni a betegeket. HER2 negativnak (IHC -) tekinthetéek azok a
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betegek, akiknél az immunreakcid negativ, vagy a tumorsejtek kevesebb, mint 10%-ban
lathaté gyenge vagy alig észlelhetd, inkomplett membranpozitivitdis. A HER2 1+
csoportba azon esetek tartoznak, ahol a tumorsejtek tobb mint 10%-a mutat inkomplett,
gyenge, vagy alig észlelhetd membranpozitivitast. Ezen két csoport IHC alapjan HER2-
negativnak tekintend6 (3-5.Abrak).

’ HER2 reflex teszt (invaziv komponens) validalt IHC-vel ‘

’ Belsé/kiilsé kontrollok megfelels fest6dést mutatnak ’

Membranfestés Membranfestés Membranfestés Nincs festédés
Korkoros/Komplett Inkomplett Inkomplett VAGY
Er8s/Intenziv Gyenge/kozepes Halvany/gyenge Membranfestés
Tumorsejtek >10% Tumorsejtek >10% Tumorsejtek >10% Inkomplett

VAGY Halvany/gyenge
Membranfestés Tumorsejtek <10%

Komplett és korkoros

ErGs
Tumorsejtek <10%

Megerdsitd vizsgalat kell ugyanazon mintabdl in situ hibridizaciéval
VAGY
IHC és/vagy ISH vizsgalat masik mintabaol

4.Abra. A 2013-as ASCO/CAP HER2 IHC ajanlas (Wolff et al. 2013 (22) alapjan,
modositva)

Emlérak specimen
(invaziv komponens)

{

HER2 reflex teszt validalt

/ HER2-fehérje expresszios vizsgalattal \

HER2 protein expresszio HER2 IHC equivocal HER2 protein expresszio
Pozitiv HER2 IHC 2+ Negativ
HER2 IHC 3+ HER2 IHCO, 1+
(erés, intenziv, komplett
membranfestés
Tumorsejtek >30%) J'

HER2 génamplifikacioé vizsgalat

/ Validalt eljarassal

HER2 génamplifikacio HER2 génamplifikacio vizsgalat
Pozitiv Eredménye equivocal
(HER2/CEP17 arany=2.0 esetek kaphattak
adjuvans trastuzumab terapiat)

HER2 génamplifikacio
Negativ

5.Abra: A vizsgalatunk idejében érvényes 2007-es ASCO/CAP HER2 IHC ajanlas
(Wolff et al. 2007 (11) alapjan, modositva)
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A HER2 2+ csoportban kovetkezett be a legnagyobb valtozas az 0j ajanlasok alapjan.
Eddig ide a circumferentialis (korkoros, komplett), mérsékelt erdsségii
membranpozitivitasu esetek soroltattak, ha az invaziv tumorsejtek 10%-nal tobbjén jelent
meg pozitiv reakcié (11) (3. és 5. Abra). (Mi a vizsgalatunk soran ezt, az akkor érvényben
1évé 2007-es ajanlast kovettik. 5.Abra) Az Ujabb ajanlas azonban ezt a csoportot
alapvetden atdefinialta (22). Egyrészt ide Keriiltek a tumorsejtek 10%-anal kevesebbjén
lathat6 er6s, korkoros membranpozitivitasu esetek. Masrészt ebbe a csoportba keriiltek
azok az inkomplett membranpozitivast mutaté esetek is, amelyekben a reakcié tobbnyire
circumferentialis, gyenge, vagy kodzepes erésségii és a tumorsejtek tobb mint 10%-ban
jelenik meg. Ennek a HER2 2+ (Ggynevezett equivocal) csoportnak a 1ényege, hogy itt
kimutatni (4. Abra). Ez altalaban in situ hibridizaciés technikakkal: FISH - fluorescens in
situ hybridization, SISH — silver in situ hybridization, CISH — chromogenic in situ
hybridization torténik (23). A HER2 2+ csoport kibévitésére éppen az eddig
felgytilemlett HER2 diagnosztikai tapasztalatok miatt kertiilt sor, mely szerint a jelenleg
gold-standardnak szamitd6 FISH-vizsgald eljarasokkal tobb HER2+, vagyis HER2
génamplifikalt eset volt észlelheté a HER2 2+ csoportban.

A HER2 3+ eseteknél az anti-HER2 terdpia az immunreakcié alapjan megkezdhetd.
Ebben az Uj ajanlds 10%-nyi, komplett, er6s membranpozitivitdsi tumorsejttel

megelégszik (22), mig a 2007-es ajanlasban még 30% szerepelt (3-5.Abra) (11).

A klinikailag legérdekesebbek és legnehezebben interpretalhatéak az IHC alapjan HER2
2+ csoportba tartozé esetek, melyekrél nem lehet donteni csupan az immunreakcio
alapjan. Itt a kezelést alapvetden a FISH vizsgélat donti el, melyet a HER2-gént felismerd,
ahhoz hibridizal6doé fluoreszcens probéakkal tesznek lathatova és értékelik ki az adott
esetet. Természetesen a vizsgalat igen nagy horderejli, ezért itt is szigori ajanlasok
vannak, melyek alapeleme, hogy a 17-es kromoszoma centromerjéhez kapcsolodo, mas
szinii fluoreszcens probat (CEP17) is ajanlott hasznalni, hogy pontosan meg lehessen adni
a HER2/CEP17 hanyadost, illetve az atlagos HER2 kopiaszamot, és ezzel az
amplifikaciot szamszertien lehessen jellemezni. A hanyados esetében régebben az 1,8-2,2
aranyszam volt a kiiszobérték (11), de az ujabb ajanlasban mar a 2 aranyszam szerepel. 2
¢s efelett a tumor HER2 ISH-pozitiv, alatta a HER2 kopiaszama alapjan lehet donteni:
szimpla probaval 6 génkopia felett ISH pozitiv, mig 4 alatt ISH negativ az eset. A

16



DOI:10.14753/SE.2019.2196

HER2/CEP17<2, és 4-6 HER2 kopiaszamu esetek az indeterminisztikus (FISH
equivocal) esetek, melyeknél tovabb kell folytatni a vizsgalatot kiegészité modszerekkel,

méasik ISH eljarassal, vagy masik mintan, illetve tobb sejten leszamolva (6. Abra) (22).

HER2 teszt (invaziv komponens) validalt ISH vizsgalattal

Belsd/kiilsé kontrollok megfelelé fest6dést mutatnak l

| 1
HER2/CEP17 HER2/CEP17
Arany = 2.0 Arany < 2.0
| I | | |
Atlag HER2 Atlag HER2 Atlag HER2 Atlag HER2 Atlag HER2
kopia/sejt kopia/sejt kopia/sejt 4.0 < kopia/sejt < 6 kopia/sejt
24.0 <4.0 2> 6.0 <4.0

g

Megerésitd vizsgalat kell ugyanazon mintabdl IHC-vel
VAGY
Alternativ ISH 17-es kromoszomaprobaval vizsgalat
VAGY
IHC és/vagy ISH vizsgalat masik mintabol

6.Abra: A 2013-as ASCO/CAP HER2 (F)ISH ajanlas (Wolff et al. 2013 (22) alapjan
modositva)

Emlé&rak specimen
(invaziv komponens)

i

HER2 tesztelése validalt

/ HER2 génamplifikacios vizsgalattal \

HER2 génamplifikacio HER2 génamplifikacié equivocal HER2 génamplifikacio
Pozitiv (FISH arany 1.8-2.2 Negativ
(FISH arany >2.2 VAGY (FISH arany < 1.8
VAGY HER2 képiaszam 4.0-6.0) VAGY
HER2 koépiaszam >6.0) ‘ HER2 képiaszam < 4.0)

\ Tovabbi sejtek leszamolasa FISH-en /
VAGY

Uj HER2 FISH/IHC vizsgalat
HER2 génamplifikacio vizsgalat
Eredménye equivocal

(HER2/CEP17 arany>2.0 esetek kaphattak
adjuvans trastuzumab terapiat)

7.Abra: A 2007-es ASCO/CAP HER2 (F)ISH ajanlas (Wolff et al. 2007 (11) alapjan,
modositva)
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Vizsgalatunk idején még a 2007-es ajanlas volt érvényben, mely szerint ISH pozitivnak
a HER2/CEP17>2,2, vagy HER2 6 feletti kopiaszamu; mig ISH negativnak a
HER2/CEP17<1,8, vagy HER2 4 alatti kopiaszamu esetek szamitottak (7.Abra).

1.2.2. Megbizhat6 és gyors sejtmagdetektalés

Konnyen beldthatdo, hogy a megfeleléen megbizhaté adatokat szolgaltato DIA
algoritmusok eléfeltétele a jol reprodukalhatd, megbizhato sejt, illetve sejtmagdetektalas,

amely lehetdvé teszi egyszerre nagyobb teriilet automatizalt vizsgalatat.
A tumorsejtek nagyateresztd-képességii vizsgalatakor az alabbi kérdések meriilhetnek fel:

1. A szuboptimalis fixalas, vagy feltdras miatt a FISH, de az IHC metszetek esetén a
sejtmembranok, magmembranok  kiss¢ elkentebbekké valnak, illetve az

autofluoreszcencia is fokozodhat (24, 25).

2. Az amugy is valtozd méretli, sokszor zsufoltan, rendezetleniil és szabalytalanul
megjelend tumorsejt(mag)ok a metszetekre sokszor nem keriilnek ra teljes
keresztmetszetiikben, ezért a formai és festddési diverzitds méginkabb fokozodik, melyek

miatt adaptiv eljaras sziikséges a magok megbizhat6 detektalasahoz (26-28).

3. Az egymassal 0sszefekvd, zsufolt sejt(mag)okat szeparalni kell egymastol a kiértékelés

soran, hogy megbizhato sejtszamokat eredményezzenek a DIA-eljarasok (26, 27, 29, 30).

4. A magasabb gradust tumoroknal gyakran latunk vesiculdris magstruktirat, ami miatt
az amugy homogénebb magban nagyfoku inhomogenitas lesz, igy a magfelismerés még

nehezebbé valik (26).

5. A DIA soran altalaban csak kisebb teriileteket (Region Of Interest, ROI) vizsgalnak,
melyek azonban csak limitdlt informéciot nytjthatnak a biomarkerekrdl. Kifejezetten
fontossé valik ez a tumorokndl egyre inkabb elétérbe keriilé heterogenitds ismeretében,
amiért is egyre inkabb a teljes metszeten elvégzett analizis (WSI: Whole Slide Imaging)

az igény (28, 31).

A kiilonb6zd gépi algoritmusokat 1ényegében barmeddig lehet finomitani, aminek csak a
szamitdsi kapacitds szab hatart. Ugyanakkor a redlis felhasznalashoz olyan
alkalmazasokra van sziikség, melyek futasi ideje lehetdvé teszi a gyors kiértékelést és

nem igényel til nagy szamitasi kapacitast. Vagyis ez a fenti két megfontolas egymasnak
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ellentmondé igényeket tamaszt, amit egy megfeleléen megtervezett a két igényt

harmonizal6 algoritmus megtervezésével lehetne kielégiteni.

Kifejezetten hasznos lehet tehat egy kelléen megbizhat6 €s reprodukalhatd eredményeket
szolgaltato, de redlis szamitasi kapacitasokon alapulo és kellden gyors magdetektalo
algoritmus kialakitasa ¢s tesztelése, kiilonbozd teljes metszeteken valo validalasa. Mivel
a célzott terapidkhoz hasznalt prediktiv és prognosztikai markerek fOként
immunohisztokémiai  vagy  FISH-technikaval késziilt metszeteken keriilnek
meghatarozasra, lehetdség szerint mindkét technikat elemezni képes algoritmus lenne

udvozlendé.

1.2.3. Osztrogén és progeszteron receptorok szerepe emldrakban

Az Osztrogén és progeszteron receptorok (ER, PR), vagy kozos neviikon
hormonreceptorok (HR) intracellularis receptorok, melyek a zsiroldékony szteranvazas
hormonokkal kapcsoldodva a sejtmagba vandorolnak és ott proliferacios aktivatorként

hatnak(16).

Az emlérakok mintegy kétharmada hormonreceptor pozitiv, vagyis azokban
expresszalodik ER és/vagy PR, ami jol kihasznalhato ezen emlérakok célzott kezelésére
(32). A tumor novekedését serkentd hormonreceptorok hormon-receptor antagonistakkal
(pl. tamoxifen) valo gatlasa, vagy a hormon kialakulasat el6segit6 enzim blokkolasa
(aromataz inhibitor) a HR+ eml6rakok szisztémas kezelésének bevett, hatékony terapias
maddja, mellyel a betegek ttlélését meghosszabbithatjuk, illetve a daganatok kitjulasat
késleltethetjiik (32, 33).

1.2.3.1 Osztrogén és progeszteron receptorok vizsgalati modszerei

A hormonreceptorok meghatarozasara az immunhisztokémiai vizsgalat a legelterjedtebb
és legbevaltabb. Az évek 6ta folyd vizsgalatok tapasztalatait rendszeresen feliilvizsgéalva
szoktak itt is az iranyelveket aktualizalni (34). A jelenleg érvényben 1€v0 ajanlasok szerint
1% feletti nuklearis pozitivitas esetén adott beteg tumora hormonreceptor-pozitivnak

tekintendd és hormonterapidja indikalhato.
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A magi hormonreceptorok (6sztrogén és progeszteron) immunreakcidinak értékelésére

nemzetkozileg elfogadott modszer az Allred féle Quick Index (AQI) (35) (8.Abra).

S LT

G
Proportion Rlesdets
Score
(PS) 0 1 > 2 >3 » » 5 >

> 0 to Yoo > Voo t0 V1o >V to Vs >Vhto% >%to1

Intensity
Score
(1S)

Total Score (TS) = PS + IS
(TS range = 0, 2-8)

1 2

negative weak intermediate strong

8.Abra: Kirtékelési segédlet az Allred-féle Quick Index-hez (AQI) (Forras:
http://www .slideshare.net/mohamedalhefny/er-pr-and-her2-discordance-between-1ry-
and-recurrent-breast-cancer)

Ez a séma a tumorsejtek szazalékaban meghatarozott magpozitivitas, ,,Proportional Score
- PS” és a magpozitivitds erésségének jellemzésére hasznalt ,Intensity Score - IS”
kombindcidja. A PS lehetséges értékei a kovetkezok: O=nincs pozitivitas, 1<1%, 2=1-
10%, 3=11-33%, 4=34-66%, és 5>67%, Az IS lchetséges értékei pedig: O=nincs
pozitivitas, 1=gyenge, 2=kozepes és 3=erds magi pozitivitas. A két index dsszeadasabol
ered a Total Score (Total Score — TS=PS+IS), amely 0, ill. 2-8 kozotti érték lehet (8.Abra)
¢és a leletben példaul a 4+2=6 formaban adhatd6 meg (35). Hormonpozitivnak a 2-nél

nagyobb AQI/TS-ral rendelkezé emlékarcinomak tekinthetéek (34).

Az esetek tobbségében az ER és PR reakciok hasonloak, de eléfordulnak diszkrepanciak
is: lehet az ER negativ és a PR pozitiv, de a konszenzus az ilyen esetekben is
indikalhatonak tartja az endokrin terapiat (34). Ezen esetek részletesebb
feliilvizsgalataval gyakran technikai hibanak volt tulajdonithat6 az immunnal latott HR-
diszkrepancia, mely felhivja a figyelmet az immunhisztokémiai reakciok, illetve

kiértékelésiik preanalitikai, analitikai és posztanalitikai standardizalasara (36).
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A preanalitikai hatdsok demonstrativ elemzését végezte el egy munkacsoport.
Tanulmanyukban emldérakos mintdkon tudtdk a soésavas dekalcifikacio kedvezdtlen
hatasat szamszerisiteni digitalis platformmal, 1ényegében minden vizsgalt magi marker
esetében (ER, PR, p53: 15-20%-0s csokkenés; Ki-67 >90%-os csokkenés) (37). Az
iranyelveket taglalo cikk szerint még napjainkban is kb. 20%-ra tehetd a téves (alnegativ

vagy alpozitiv) HR-IHC eredmények aranya (34).

1.2.4. Ki-67 proliferacioés marker szerepe emldrakokban

A rosszindulati daganatok egyik alapvet6 tulajdonsaga a fokozott sejtciklus progresszio,
melyet a szOvettani metszeteken a mitotikus rataval, vagy a sejtek proliferacids index-
szével jellemezhetiink. A Ki-67 protein a sejtciklus minden fazisaban kifejez6dik kivéve
a nyugvo GO-fazist. Habar a Ki-67 fehérje cellularis funkcidja nem teljesen ismert, a
valtoz6 mértékii, de a nem nyugvo sejtekben megjelend expresszidja miatt széles kdrben
elterjedt a proliferacios rata (Proliferacios Index — Pl, Ki-67 Labeling Index - LI)
meghatarozasara, melyet altalaban a tumorsejtek magi expressziojanak szazalékos
aranyaban, becsléssel szoktunk megadni (38). Ujabban mas proliferacios, illetve
sejtciklus markerek hasznalata is elterjedoben van (PHH3, MCM), de a legtobb

tapasztalat a Ki-67 rutinszerii immunhisztokémiai alkalmazasaval all rendelkezésre (39).

Emlérakokban a Ki-67 prognosztikai és prediktiv markerként vald alkalmazasa maig
vitatott kérdés (40). Habar a rutinban altalaban megkérik és segit is a grade besorolas
valamint szubtipus meghatdrozasdban, de 0©nallo prediktiv és prognosztikai
biomarkerként valé alkalmazasa egyes vizsgalatok szerint elfogadott, mashol kérdéses,
illetve csak bizonyos altipusokban fogadjak el validaltnak. Szamos tanulmany
foglalkozik a kérdéskorrel, és ezek eredményei néhol kissé ellentmondasosak (38, 41-44).
Ehhez hozzajarul az is, hogy a proliferacios index prediktiv és prognosztikai tartalma is
kétélii: a magasabb proliferacids rata rosszabb prognozist, de jobb terapids valaszt sejtet,
mig az alacsony proliferaciés rata dnmagaban kedvezObb prognosztikai marker, de
prediktivitas szempontjabol alacsony kemoterapias valaszratara predisponal (45). Tovabb
tarkitja a képet, hogy a Ki-67 meghatarozasara még nem allnak rendelkezésre elfogadott
nemzetk6zi standardok (44, 46) és ezért esetenként a laboratoriumok és vizsgalok kozotti

variabilitas iS meglehetdsen magas lehet (47).
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A kérdéskort az Gn. St. Gallen-i kritériumokban vizsgaljak részletesen, melyek
legfrissebb konszenzusa alapjan az alacsony és magas proliferacios rata kozotti hatarérték
20% (48), de régebben 14% volt (49). Fontos megjegyezni azonban, hogy a legtobb
probléma az intermedier esetek (10-30%) proliferaciés ratdjanak pontos
szamszerUsitésével, illetve klinikai relevancidjanak meghatarozasaval van. Valamint az
is kihangstlyozandd, hogy ez a 20%-0s érték ugynevezett ,.konszenzus-értek”, és nem
teljes egyetértéssel sziiletett, tudvan, hogy nincs optimalis hatarérték (43, 50).
Nemzetkozileg jelenleg is tobb projekt és erdfeszités folyik a Ki-67 jobb és megbizhatobb
prognosztikai ¢és prediktiv biomarkerként vald alkalmazdsanak eldsegitésére, melyek

része a validalt és standardizalt kiértékelési modszerre valo torekvés is (38, 41, 45, 47).

1.24.1 Ki-67 vizsgalati modszere

A Ki-67 index meghatarozasat altalaban egyszeriinek tartjak, mert a tobb évtizedes
tapasztalat alapjan a magi fehérje immunhisztokémiai modszerrel valo kimutatasa egy jol
reprodukalhato, rutin immunhisztokémiai laboratoriumi eljarasnak tekinthetd (38). Az
immunreakcid kiértékelése sordn a tapasztalt vizsgalo a proliferaldé tumorsejtek aranyat
megbecsli és szazalékosan adja meg. Mivel ez az eljaras ,,szemi’-kvantitativ, vagy
nevezhetjiik empirikusnak is, becsiilt értékeket ad meg, melyek alapjan bizonyos

intervallumokba vagy osztalyokba lehet sorolni az adott tumort.

Klinikailag a <10%, 10-30% és >30% csoportok elkiilonitése relevans, és a kb- 5%-0s
pontossaggal torténd becslés a realis. Ugyanakkor a nem becsiilt érték, hanem pontos,
szdmszert, esetleges digitalis képanalizissel torténd proliferacids index meghatarozassal
még kevés tapasztalat van. Ujabb vizsgalatok j6 konkordanciat talaltak a vizualis és gépi
kiértékelés kozott (51-53), sot arra a kovetkeztetésre vezettek, hogy a gépi meghatarozas
segithet a ,hot-spotok” (leggyorsabban szaporodd ¢és ezaltal ,legmalignusabb”
tumorteriiletek) beazonositasaban (Pareto-hotspot) (54, 55), valamint a pontosabb és
klinikailag relevans Ki-67 LI hatarérték megallapitasaban is (51).

Nem elhanyagolhat6 fontossagu megfigyelés ugyanakkor, hogy a vizsgalatok szerint az
legnagyobb (52), vagyis pont azon eseteknél, ahol nehéz lehet az adott emldrak
kezelésének meghatarozasa. Ilyen esetekben sajnos a Ki-67 Pl-értéke esetenként még

tovabb bonyolithatja vagy nehezitheti a terdpias dontést.
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Tovabbi nehézség, hogy a tumorok proliferacids rataja nem feltétleniil homogén eloszlasu
¢s az a jelenség gyakran felel6s lehet az interobserver eltérések egy részéért is (31).
Régebbi megfigyelés, hogy a tumor vagy osztodik, vagy pedig a kdrnyezetét infiltralva
terjed (52). Mivel mindkét folyamat energiaigényes, az amuagy is oxigénhianyos
kornyezetben 1évd és nem tokéletes energetikdju tumorsejtek a két folyamatot nem
feltétleniil tudjadk egyidoben végezni, ami a proliferaciés rata heterogenitasat

eredményezheti.

Klinikailag fontos kérdés, hogy melyik tényezd relevansabb, de ennek megvalaszolasa
jelenleg még varat magara. A proliferacios rata megadasa éaltaldban becsiilt, valamiféle
kozépértéket jelent és a heterogenitas kérdését nem tudja megfeleléen megcimezni,
hiszen szemiinkkel nagyon bonyolult és id6igényes lenne a tumor kiilonb6z6 régidira
vonatkozo proliferacios ratakat kiilon-kiilon meghatarozni. Az Gjabb, képanalizissel
végzett vizsgalatokban mar ezek a szempontok is felmeriilnek és a PI-n feliil a
heterogenitas jellemzésére is igyekeznek mérészamokat (pl. entropy, bimodality,
cellularity)(52, 54, 55), illetve megfeleld mintavételi technikakat javasolni (56). Egy
tanulmany szerint homogén festddésii biomarker esetén mar 5-6 ROl (region of interest)
vizsgalata is elég lehet, de heterogén eloszlas esetén ennek a duplaja kellhet ahhoz, hogy
10%-o0s hibahataron beliil maradhassunk (57). Ugyanez a tanulmany mutatta ki, hogy
kiilondsen fontos az alacsony proliferativ aktivitasu tumoroknal a megfeleld szamil mag

(minimum 6250) vizsgalata a PI biztos és reprezentativ meghatarozasahoz.

Ismert, hogy a Ki-67 mag fest6dési intenzitasaban intratumoralisan eltérések észlelhetdek
(54). Ezt jelenleg nem vessziik figyelembe a kiértékeléskor, mert nincs ra bevett
kiértékelési mod €s ezért a jelenleg ajanlas szerint barmilyen kis magi pozitivitas esetén
az adott magot pozitivnak kell tekinteni, illetve javasolt legaldbb 500-100 sejt tiizetes
vizsgalatara alapulva kimondani az eredményt (45). A heterogenitds mennyiségi €és
szamos Ujabb, alapvetéen a DIA-modszerek robosztussagat kiaknazo, komplexebb

metddust vizsgalatra van tehat sziikség.

Figyelembe véve a tumorok heterogenitasanak jelentdségét, az egyre jobban
hozzaférhetévé valo képanalizis modszereket és azok adta 0j lehetéségeket (pl. Whole

Slide Imaging — WSI, Teljes metszet vizsgalata, Hot-Spot meghatarozas, Hexagonal
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Tiling) a jelenlegi, altalaban becsléssel torténd PI/LI-meghatarozashoz képest ujabb
vizsgalati modszerek standardizalasa, validalasa és elterjedése varhato. Ezek segitségével
a proliferacios index pontosabb meghatarozasa vélhetéen ijabb municiét ad majd a Ki-
67 szerepének ¢€s klinikai relevanciajanak tisztazasahoz emldrakok és mas daganatok

esetében is (41, 45).

1.3.A digitalis patologiai modszerek és automatizalt képfeldolgozo
algoritmusok

Mara szamos sikeres validacids vizsgélatrdl olvashatunk a szakirodalomban, melyek
kiilonboz6 aspektusokbdl hasonlitottak Gssze a digitalis és hagyomadnyos mikroszkopos
leletalkotast. Ezek altaldban azt mutatjdk, hogy a digitalis leletezés mindennapi
gyakorlatban is redlis alternativa lehet: az elkdvetett hibdk nem kiilonboznek
szignifikansan a hagyomanyos leletezés hibaitol és sok esetben inkdbb a vizsgald
figyelmetlenségének, lapsusanak tulajdonithatéak, nem pedig a modszerb6l fakado
hibanak (58-63). Tobb esetben a pontosabb és standardizalt meghatarozas potencialis
elonyeit 1s kiemelték, illetve mar az iranyelvekbe is bekeriiltek javaslatok a digitélis
leletezésre vonatkozdan, hangsulyozva a digitalis platformok kiilonboz6 célfeladatokra
val6é validalasanak sziikségességét. Konkrét ajanldsok is vannak mar a validacios
vizsgalatok megtervezésére (64-66). Fontos kiemelni azt a vizsgalatot is, amely a digitalis
platformok reprodukalhatosagat jobbnak talalva tamasztotta ala a digitalis modszer jobb
objektivitasat (67).

Az orvostudomdny fejléddésével a patoldgiai diagnozisalkotas elengedhetetlen részéveé
valt a prediktiv és prognosztikai biomarkerek vizsgalata (40). Ezek a beteg tovabbi
felkésziiltséggel, odafigyeléssel és technikai modszerrel végezziik a kiértékelést. Ez a
terlilet azonban kiilonbozik az Aaltaldnos patologiai leletalkotastol, mert altalaban
specifikus immun- vagy FISH-reakciokon alapul és sokkal részletesebb, figyelmesebb
vizsgélatot és kiértékelést igényel. Teljesen mas informaciot hordoz az adott
immunreakcid sejten beliili kiillonb6z6 kompartmentekben valdé megjelenése: HER2-nél
az esetleges magi és citoplazmatikus immunreakcié figyelmen kiviil hagyand6, mig
hormonreceptrorok esetén a citoplazmatikus pozitivitds nem szamit. A biomarkerek

kiértékelésénél tehat altalaban nagyobb nagyitdsokat hasznalunk, illetve a szinhiiség
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sokkal fontosabba valik. Epp ezért a digitalis patolégia rutinban - féképp HE-metszeteken
- valo alkalmazésat validalo vizsgéalatok nem feleltethetdek meg automatikusan a

biomarkerek kiértékelésére.

A kiértékelés standardizalt és archivalhato, reprodukélhatdo forméja csokkenthetné a
hagyomanyos, mikroszkopos kiértékelés szubjektivitdsat és potencidlisan pontosabb
adatokat szolgaltathat. Kézenfekvo otlet tehat az interobserver variabilitas csokkentése €s
jobb terapias eldrejelzés érdekében a digitalis patologia eszkoztaranak fejlodésébol
fakadd lehetdségeket kihaszndlni. Ezen a téren egyre tobb specifikus biomarker
kiértékelését validalo vizsgalatrol olvashatunk, de itt néhany specialis szempontra ki kell

elozetesen térni.

A biomarkerek kiértékelésénél nagyon fontos a nem tumoros; nem invaziv de mar
tumoros (pl. DCIS), illetve a valoban invaziv elemek egymastol valo elkiilonitése.
Emlérakoknal példaul a normal emlémirigyekben gyakoriak a hormonreceptor pozitiv
sejtek, az invaziv tumorok melletti DCIS-régiok pedig kifejezetten HER2 pozitivak. Ezek
szintén hamelemek, tehat esetleges ketts jeloléssel (68, 69)(pl. ham-marker és
HR/Ki67/HER2) sem lehet biztonsadgosan elvalasztani a tumoros résztdl, ugyanakkor az
ezeken a struktirakon megjelend pozitivitds nem befolyasolja a betegség lefolyasat.
Gyakorlo és tapasztalt patologusok szamara is néha nehéz feladat lehet a fenti nehézségek

gondos kikeriilése.

A digitalis képanalizis (DIA) modszerei nagyon kiilonbozéek lehetnek automatizaltsag
szempontjabol. Sok esetben a tumoros teriiletet elézetesen ki kell jeldlni és csak az igy
meghatarozott ROI teriileteken lehet az analizist lefuttatni (70-72), de egyre tobb olyan
ham- vagy tumorfelismerd alkalmazas 1étezik, amelyekkel teljesen automatikusan lehet a
metszeten beliil (WSI is) a tumoros részeket megkeresni és azon beliil bizonyos
kompartmentet (mag, membran, citoplazma) kiértékelni (73-75). Tobb esetben,
tanulmanyban nincs pontosan leirva, hogy mennyire automatikus a tumorsejtek
felismerése és azon beliil a kiértékelés. A platformok pontossaga/megbizhatosdga még
valtozo €s a nem tumoros, de szintén epithelidlis elemek, a nagyon infiltral6 tumor kozti
vékony kotdszovetben 1évo stromadlis, illetve inflammatorikus sejtek a tumorfelismerd

alkalmazasokat félrevezethetik. Sok esetben a finom beallitasokkal a félreméréseket
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mérsékelni lehet, de ez egyelére mindenképpen fokozott odafigyelést és a patologusi
szem kontrolljat igényli, vagyis egy felhasznal6 altal feliigyelt folyamatot jelent (76).

A tumorok, illetve biomarkerek esetében egyre gyakrabban meriil fel a heterogenitas €s
annak klinikumra kifejtett hatasanak kérdése (31, 54, 55, 77, 78). Ezek szamos ujabb

szempontot vetnek fel, melyekre célszertii a validacids vizsgalatok soran is kitérni.

Mindenképpen elgondolkodtatd, hogy a patologusi szem altal meghatarozott értéket
tekintjiik ’gold standard’-nak, holott szamos adat hivja fel a figyelmet arra, hogy ez
mennyire ki van téve az emberi szubjektivitasnak (79). Az interobserver (patologusok
kozotti) eltérések mellett lehetnek intraobserver (ugyanazon patoldgus két idépontban
adott osztalyzatai kozotti) eltérések is. Természetesen a patologus gyakorlottsaga és adott
biomarker kiértékelésével kapcsolatos tapasztalatai potencialisan csokkentik ezt a
variabilitast, de az emberi szem szubjektivitisa nem eliminalhat6. A 9. Abra jol

illusztrélja, hogyan befolyésolja a kdrnyezet szemiink képalkotasat.

9.Abra. A kézépen fut6 sziirke csik az abra mindkét oldalan egyforma intenzitasi. A bal
oldalon a homogén kornyezetben ezt igy is latjuk, de jobb oldalon a szemiink
automatikusan a valtozo6 intenzitdsu kornyezethez viszonyitja a sziirke savot, ezért azt
valtoz6 intenzitasunak latjuk, attol fliggéen, hogy kornyezeténél sotétebb, vagy
vilagosabb. Szemiink alapvetd képalkotdé mechanizmusabol fakado ,,szubjektivitasat”,
illetve ennek hatdsat nem tudjuk elimindlni a kiértékelésiink soran. Gépi kiértékelésnél az
intenzitdsok abszolut értékben torténnek, tehat a kdrnyezetnek nincs ra hatdsa. (dbra
Krenécs Tibor szivességébdl)
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A ,DIA paradox” tehat abban rejlik, hogy egy potencialisan objektivebb,
reprodukalhatobb és standardizalhato eljarast probalunk egy szubjektivitassal terhelt,
idOben ¢és térben sokkal diverzebb kiértékelési eljarashoz validalni, hozzailleszteni. Ezen
erofeszitéseinkben alapvetdéen benne van a kudarc lehetdsége, ennek ellenére szdmos
sikeres validacios vizsgalatot kozoltek mar. Az ily modon megszervezett validaciok
raciondlis alapja természetesen az, hogy jelenleg csak az eddigi, szemmel szerzett
tapasztalatokat tudtuk Osszevetni a klinikummal, kello evidenciat csak ilyen adatokkal
kaphatunk, tehat a DIA-eredményeket is jelenleg csak igy tudjuk validalni. Fontos, hogy

tudataban legyiink a jelenlegi modszereink és gyakorlatunk korlataival.

A DIA moddszerek objektivitasasa és reprodukalhatosaganak és klinikai relevanciajanak
alatamasztasa csak a DIA-val szerzett adatok alapjan elvégzett klinikai vizsgalatokkal
igazolhat6 vissza. Ehhez tehat 1), masfajta alapokon nyugvo klinikai vizsgéalatokra van
szlikség (80). Erre lehet jo példa egy olyan cikk megkozelitése, ahol a betegeket a HER2-
ellenes terapiara valod valaszadas alapjan dichotomizaltak, majd probaltak meg a két
csoport kozott DIA modszerrekkel eltéréseket talalni (81). A tanulmany szerint a
kozpontilag kiértékelt TMA-immunreakciok, illetve egy részben fluoreszcens alapti DIA-

modszer (AQUA) tudta legjobban prediktalni a tumorok valaszkészségét.

Az eml6carcinomaban a HER2 FISH-vizsgalatok éppen azért valtak ,,arany standard”-da,
mert jol értelmezhetd mennyiségi eredményt adnak, és a megfeleléen végzett vizsgalat

jol reprodukalhat6, klinikailag megbizhatd, hasznos és relevans informaciot hordoz (82).

A digitalis patologia fegyvertaranak hasznos és kifejezetten eléremutatd felhasznalasi
lehetGségei lehetnek azok a weben miikodd, digitalis metszeteken alapuld, képzo
(training) programok, melyekkel jartassagot lehet szerezni az adott immunreakciod
kiértékelésében (83). Igy is csokkentheté a szubjektivitas hatasa, hiszen az adott
intézményben a biomarker kiértékelését végzo patologus tapasztaltsaga jelentésen

befolyasolja az értékelés megbizhatdsagat (84).

Az emlérakok diagnosztikajaban és terapids algoritmusanak meghatarozasaban egyre
tobb molekularis vizsgalat lehet segitségiinkre, melyek koziil mar vannak klinikailag
validaltak is (Oncotype DX, MammaPrint)(85). Ujabban felmeriil a digitalis patologiai
modszerek inkorporalasa a biomarker kutatasba, ahol is a standardizalt vizsgalatoktol

megbizhatobb és klinikailag relevansabb biomarker-meghatarozast remélnek (74, 86-93).
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Egyre tobb olyan cikk is megjelenik, ahol a mammografias kiértékelés automatizalasaval,
illetve digitalis modszerekkel torténd feldolgozasaval probéljak az emldérak-sziirés
eredményességét novelni (94). Ez is mutatja, hogy a digitalis képfeldolgozas a képalkotod

eljarasok mas teriiletein is izgalmas megoldasnak és potencialis segitségnek mutatkozik.

1.3.1. Markerek hagyomanyos, illetve digitalizalt metszeteken
torténd kiértékelésének dsszehasonlitasa

A patologusok dontd tobbsége a hagyomanyos mikroszkop mogott szocializalodott, €s
allandé kérdés, hogy a hagyomdanyos, optikai mikroszképon az altalunk latott kép
mennyire egyezik meg a beszkennelt, digitalis metszeteken latott képpel. Ezzel
kapcsolatban szamos validacios vizsgalat jelent mar meg a hagyomanyos hematoxilin-
cosin és specialisan festett metszetek alkalmazasaval (64, 95-97), tobbek kozott a mi
intézetiinkbdl is (59, 63). Kiilon kérdés lehet azonban, hogy a biomarkerek vizsgalatara
altalaban alkalmazott immunhisztokémiai metszetek beszkennelésének van-e barmilyen
kimutathaté hatasa a reakciok kiértékelésére. Ezzel kapcsolatban ezidaig kevesebb

tanulany jelent meg (98-100).

1.3.2. Immunhisztokémiai reakciok digitalis/félautomatizalt
kiértékelése
Az adott biomarkerek képi analizisében valo segitségként egyre tobb DIA-modszer
hozzaférhet6 (61). A biomarkerek vizsgalata hol membranok (HER2), hol magi (ER, PR,
Ki-67) reakciok kiértékelését jelenti, de mindkét lokalizacié esetében fontos a
megbizhatd, standardizalt, lehetéleg archivalhatd osztalyozasi médszer, ahol a DIA-

modszerek potencidlisan pontosabb adatokat szolgaltathatnak.

Jelenleg az ilyen validacids vizsgalatok az eddig bevett, tradiciondlis, tiveglemezeken
torténd manualis vagy szemmel torténd kiértékelésekkel vald dsszevetésen alapulhatnak.
Ugyanakkor a tumorok heterogenitasa egyre inkabb vilagossa valik, és az esetek egy
részében ezzel lehet magyarazni az interobserver eltéréseket is (100). Erre részben
megoldast jelenthet a gépi analizis, illetve a teljes metszetek analizdlasa (Whole Slide
Image Analysis, WSI), mellyel esetenként akar tobb szazezer sejtmagot, Sejtet is
egyesével és apranként elemezhetink, (31, 101) ¢és ezaltal szamszerileg

nagysagrendekkel pontosabb és az adott tumorra lényegesen reprezentativabb adatokat
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szerezhetiink. Kérdés, hogy mit tesz €z hozz4 az eddigi ismereteinkhez, illetve milyen
szintli/fontossagu klinikai relevanciaval bir. A kérdéskdr megkdzelitéséhez jelenlegi
adataink és vizsgalati mddszereink nem voltak elegendéek, de késObbiekben ezt is

érdemes lesz megvizsgalni.

1.3.3. HER2 Immunreakciok digitalis vizsgalata

Az emlérak diagnosztika része a HER2 immunhisztokémia kiértékelése ami
immunhisztokémiai reakciok kiértékelése konnytinek mondhat6. Ilyenek a negativ, vagy
enyhén pozitiv esetek (IHC 0, IHC 1+), illetve az erdsen pozitiv esetek (IHC 3+).
Ugyanakkor az HER2 2+ esetek (foképp az Ujabb ajanlasban megengedett nem-
korkoros/komplett membranpozitivitas és alacsonyabbra tett %-os arany miatt (22))
kiértékelése nem ilyen magatdl értetddo, és az eredmény fligghet a kiértékeld szemének
gyakorlottsagatol, faradtsagatol is. Ugyanakkor ezen esetekbdl is irdsos lelet késziil,

amelyet feleldsségiink teljes tudatdban kell aldirnunk.

A DIA modszerek segitségiinkre lehetnek a HER2 THC standardizalt, archivalhato és
dokumentalhat6 kiértékelésében, mely f6képp a nehezebben kiértékelhetd (féleg IHC 2-+)

vagy rosszabb mindségli immunreakcidk esetében lehet igazan hasznos opcio.

1.3.4. Osztrogén és progeszteron receptor immunreakci6 digitélis
kiértékelése
Megjegyzendd, hogy a hormonreceptorok immunreakcidinak kértékelése meglehetdsen
szubjektiv. Az Allred index Proporcionalis Score-jat (PS) egyszerli becsléssel szokéas
meghatarozni, aminél potencidlisan pontosabb manudlis mddszereket (pl. kinyomtatott
immunreakcid képén pozitiv és negativ magok jellése), tényleges sejtszamolast,
esetlegesen képanalizist (Digital Image Analysis, DIA) is lehet alkalmazni. Az intenzitas
megitélése (IS) is erdsen szubjektiv, nincs bevett gyakorlat a gyenge, kozepes és erds
festés meghatarozasara, tehat ez Iényegében egyénileg kalibralt, ami szintén interobserver
variancidkat is eredményezhet. Ugyanakkor - mivel az 1% feletti barmilyen pozitivitas
mar Iényegében a hormonterapia indikaciojat jelenti - ennek jelenleg klinikai relevanciaja
nem jelentés. Ennek ellenére a jozan ész szerint jelentds eltérés lehet pl. a 2%, ill. a 80%

pozitiv receptor sejtet magaban foglald daganatok hormonterapiara adott véalaszéban,
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melynek esetenként klinikai relevancidja is lehet. Ezért a klinikusok jogos elvarasa lenne
a viszonlyag pontos értékek megadasa, amire a reprodukalhatd, standardizalt DIA

analazissel sokkal nagyobb az esély.

Az emlorakok esetében a hormonpozitivitast immunhisztokémiai reakciok alapjan itéljiik
meg, és az e vizsgalat alapjan megkezdett hormonterdpia tovdbbiakban a betegek
kezelésének alapjat képezi (35). Ennek hagyomanyos, szemikvantititiv médon torténd
leolvasasanak eredményét a gépi analizis adta eredménnyel tobb vizsgalatban
Osszevetettek (102, 103), illetve nagy hangsulyt helyeznek a detektalo platform
pontosabba tételére is (104). A digitalis kiértékelés a tobb évtizedes, Gttéré munkanak
szamito probalkozasok (105-107) utan, a kdzelmultban lett népszeriibb (31, 101, 108-
111).

1.3.5. Ki-67 proliferacios marker digitalis kiértékelése

A kordbbiakban mar emlitettiik, hogy a Ki-67 proliferdciés index meghatarozasa
altalaban szemmel torténd, kb. 5%-os pontossagli becsléssel valosul meg (52). Gépi
analizissel ugyanakkor tetszlleges, akar ezredszdzalékos pontossaggal lehet
meghatarozni a proliferald sejtek aranyat. A vizsgalatok soran tehat elsddlegesen a mar
meglévé manualis proliferaciés index meghatarozasi modszer eredményeit célszerii

Osszehasonlitani a digitalis modszerekéivel, kiilonds tekintettel a tumor heterogenitasra.
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2. Célkituzések

1. Markerek hagyomanyos iiveg és digitalizalt metszeteken torténé
kiértékelésének osszehasonlitisa
A rutin  immunhisztokémiai reakcioval festett Osztrogén, progeszteron
receptor, valamit HER2 immunreakciok digitalis metszeteken és
hagyomanyos iivegmetszeteken torténd kiértékelésének Osszehasonlitasa.
Annak vizsgalata, hogy ezek milyen mértékben korreldlnak egymassal.
2. Immunhisztokémiai reakciok digitalis kiértékelésének validalasa

a. HER2 Immunreakciok vizsgalata
A hagyomanyos, mikroszkopos kiértékelés eredményének Osszevetése a
sejtmembran reakcio automata, DIA-analizisének eredményével, Kiilonos
tekintettel a mikroszkdposan nem egyértelmiien besorolhatdo, HER2 2+
esetekre. Vizsgalni a mélyebb, részletesebb digitalis patologiai képanalizis
modszerek alkalmazasanak és jarulékos informacidhozadékanak lehetdségeit.

b. Reprodukalhato sejtmagfelismeré algoritmus fejlesztése és validalasa
Megbizhato, jol reprodukalhatd, de reélis szamitasi kapacitasokon alapul6 és
kellden gyors sejmagfelismerd algoritmus kialakitasa és validalasa eltérd
mindségli ¢és kort teljes metszeteken. Mivel a nukleédris prediktiv és
prognosztikai markerek immunohisztokémiai, vagy FISH-modszerrel késziilt
metszeteken kerlilnek meghatarozasra, ezért mindkét modszerben a
sejtmagokat elemezni képes algoritmus kialakitasa célszert.

c. Hormonreceptorok vizsgalata
A sejtmagi Osztrogén, ill. progeszteron receptor immunreakciok digitalis
képanalizissel végzett kiértékelésének validalasa a hagyomanyos metszeten
torténd empirikus Kiértékeléshez képest.

d. Ki-67 Proliferacios Index vizsgalata
Ki-67 proliferacios marker digitalis kiértékelésének validalasa a

hagyomanyos metszeteken meghatarozott értékekhez képest.
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3. Moédszerek

3.1.A vizsgalatok soran alkalmazott immunreakciok

A vizsgalatok a Semmelweis Egyetem 7/2006-os Regionalis TUKEB engedélyével
késziltek.

Az immunreakciokat 4um vastag metszeteken Bond-Max™ (Leica Microsystems
GmbH, Németorszag) immunfesté automataval végeztilk el a rutin protokoll szerint,
melynek 1épéseit az 5. tablazat mutatja.

5.Tablazat A vizsgalatok sordan alkalmazott immunreakcidk 1épéseinek leirasa (RTU:

Ready To Use antitest) (Forras: Lsz Patologiai ¢s Kisérleti Rakkutatd Intézet
Immunlabor, Tamasi Anna és Paulusz Monika szivess€égébdlO

Immunreakcio HER2 ER PR Ki-67
lépés
. . . o Leica Bond pH.9,
Antigén feltaras Leica Bond pH.9, 20 perc, 100°C 30 perc, 100°C
Antitest KIon 4B5, Ventana GI\FléE-'LE:S J?LGLLsg; MIB1, DAKO
Kataldgus szdm (240)05278368001 6F11 312 M7240
Inkubalas RTU antitest: 30 perc, szobahd
Peroxidaz blokkolas 3 perc (kitbdl)
Post-primer 10% allati sérum TRIS pufferben oldva 0,09% proCLIN, (kitbdl) 8 perc
Detektdlas Leica, Bond Polymer Refine Detection Kit Cat. No: DS 9800
DAB 10 perc (kitbdl)
Hematoxilin 3 perc (kitbdl)

A HER2 FISH reakciokat szintén a rutin diagnosztikaban hasznalt Kreatech HER2/SE17
FISH-probakkal végeztiik (KBI- 10701, Kreatech, The Netherlands) és a kiértékelést az

akkor érvényes iranyelveknek megfelelden végeztiik (11).

Az elvégzett reakciok utan az immunmetszeteket és TMA-kat Pannoramic SCAN
(3DHISTECH, Budapest, Magyarorszag) szkennerekkel digitalizaltuk be 0,2325
um/pixel felbontassal (Zeiss plan-apochromat objektiv, 20x nagyitas, NA: 0,8, Kamera:
Hitachi HV-F22CL 3CCD). A digitalizalt metszeteket a Pannoramic Viewer
(3DHISTECH, Budapest) programmal kezeltiik (10.Abra).
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10.Abra. Az emlékarcinoméis esetekbdl készilt TMA metszet —digitalizalt ER2
immunreakcidinak a Pannoramic Viewer platformon megjelend kis és nagy nagyitasu
képei sajat anyagbol.

A HER2 reakciot az akkor érvényes 2007-es ASCO/CAP iranyelvek szerint (11)
értékeltiik: O=nincs membranfestddés; 1+= gyenge, inkomplett membranpozitivitas; 2+=
gyenge/kozepes, de komplett membranpozitivitds a tumorsejtek tobb mint 10%-4ban;
3+=erds, egyenletes és komplett membranpozitivitas a tumorsejtek tobb mint 30%-aban
(3-5.Abra, lasd korabban). A vizsgalat befejezése utan latott napvildgot a 2013-as
ASCO/CAP ajanlasa (22), ami lényegesen megvaltoztatta az addig érvényben 1évo

alosztalyok kritériumait, de ezt mar nem tudtuk az elvégzett vizsgalatra adaptalni.

A hormonreceptoroknal az AQI protokollt (8.Abra, lisd korabban) hasznaltuk a
kiértékeléskor.

A proliferacios index meghatarozasanal is az érvényes iranyelvek alapjan jartunk el (45).

Minden kijelolt ROI (Region Of Interest) teriiletet kiértékeltiink mind a hagyomanyos,

mind a digitalis metszeteken.
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3.2.Markerek hagyomanyos, illetve digitalizalt metszeteken torténé
kiértékelésének osszehasonlitasa
A hagyomanyos, mikroszkopos ¢€s digitalis lemezen torténd Gsszehasonlitast dsszesen

186, a Semmelweis Egyetem 1. szamu Patologiai és Kisérleti Rakkutatd Intézet, illetve a
Bajcsy-Zsilinszky Korhaz archivumaban talalhatd emlérakos mintdn a 3-féle

immunreakcid teljes metszetein végeztiik el.

Az eml6rdkokndl rutinszerien kiértékelt Osztrogén, progeszteron és HER2
immunhisztokémiai reakciokat hdrom patologus (Turdnyi Eszter, Sapi Zoltan, Micsik
Tamas; akkoriban mindannyian a Semmelweis Egyetem 1. szamu Patologia és Kisérleti

Rakkutato Intézet munkatarsai) értékelte ki a 186 kivalasztott emlorak metszetein.

A teljes metszeteken, mindharom immunreakcié lemezein, elézetesen manualisan 3-5
invaziv daganatfészeket tartalmazo teriiletet (ROI) jeloltiink ki, melyek egyenként kb.
200-1000 sejtbél alltak (11.Abra). Erre azért volt sziikség, hogy az esetlegesen heterogén
immunreakciok ne tegyék dsszehasonlithatatlanna a kiértékeléseket. A kijelolt mintdkban

a lehetséges pozitivitasok teljes spektruma képviseltetve volt.

N oER WX SinEE —a @
2 EANVOSmA TS LMET i S OIS B EI T e F .

11.4abra: Egy digitalis metszet lupe-nagyitasu képe a manudlisan és azon beliil digitalisan
Is bejelolt kiértékelendd (ROI - Region Of Interest) teriiletekkel, sajat anyagbol.
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A leirt vizsgéalati menetbdl kovetkezden rendelkezésiinkre allt tehat 186 tumor 3 féle
immunhisztokémiai (ER, PR, illetve HER2) reakcidjanak 3 patologus (P1, P2, P3) altali,
mindkét metddussal (manudlis ¢és digitalis) tortént kiértékelési eredménye

(186x3x3x2=3348 értékelés), amit tobbféle mdédon hasonlithattunk 6ssze (12. abra).

@

Egyezés mértéke Cohen k:
1 0.00-0.20= gyenge
‘ \‘ 0.21-0.40= mérsékelt
.\ /77 0.41-0.60= kozepes
0.61-0.80= megfeleld
0.81-1.00= szinte tokéletes

i P1 digitalis Inteljo!)s'e'rver
CR: I Digitalis
e § P2 digitalis Cohen-féle Kappa és
< o35 7 I» Négyzetesen sulyozott
-8 v w o d. . ,r
0. c a P3 digitalis Kappa
338 28I ,
‘0 "é o P1 manualis
v 0 N } Interobserver
= 4 ,pe
E S P2 manualis Manualis
z I» Cohen-féle Kappa és
P3 manualis Négyzetesen sulyozott Kappa

12.Abra: A metszetek hagyoméanyos modon valé vizsgilata (feliil balra), illetve
beszkennelése digitalis platformon torténd tovabbi vizsgalatokra (feliil, kézépen-jobbra);
illetve a kiilonboz6 kiértékelési modszerek kozti 6sszehasonlitdsi lehetdségek.

Kétfajta interobserver dsszehasonlitasra nyilt lehetdség: a hagyoméanyos mikroszkopos
(M1 vs. M2 vs. M3) és digitalis mikroszkopos (D1 vs. D2 vs. D3) értékeket lehetett
osszehasonlitani a harom patologus kozétt. Igy arrol tudtunk meggy6z6dni, hogy a kétféle
leolvasasi mod befolyasolta-e a patologusok értékeit, de ez a mérdszam inkabb a

patologusokra volt jellemzo.

Ugyanakkor lehetdség nyilt ugyanazon patologus kiilonb6zd modszerekkel végzett
kiértékelésének modszerek-kozotti (,,intermetodus™) (pl. M1 vs. D1) 6sszehasonlitasara
is. A digitalis patologia megitélésében ez az Gsszehasonlitasi mod sokkal tobbet segit,
hiszen azt mutatja, vajon ugyanazon patolégus mashogy értékeli-e digitalisan az adott
immunhisztokémiai reakciot, mint hagyomanyosan. Ilyen moddon mindhdrom

immunhisztokémiai reakcio kiértékeléseit dsszehasonlitottuk.
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3.3.Immunhisztokémiai reakciok digitalis/szemiautomatikus
kiértékelésének validalasa

3.3.1. HER2 Immunreakcio digitalis vizsgalatdnak validalasa

A HER2-vizsgéilat soran a Semmelweis egyetem I. szadmu Patoldgiai és Kisérleti
Rékkutato Intézet archivumaban szerepld emldrakos esetek formalin-fixalt és paraffinba
dgyazott blokkjait hasznaltuk. Osszesen 107 esetbél (26-86 éves nék esetei) hasznaltunk
TMA-kat (Tissue MicroArray — szoveti multiblokk) (10.Abra). Az esetek blokkjaibol
altalaban 2 darab 2mm-es szovethengerek (core-ok) keriiltek minddsszesen 3 darab,
7x10-es TMA-ba. Minden TMA els6 core-jaba egy majmetszet kertilt orientacios célbol,
igy 0sszesen 207 core-hely allt rendelkezésiinkre, melyekbe 16 DCIS, 126 primer invasiv
ductalis carcinoma - IDC, 4 invasive lobularis carcinoma — ILC ¢s 61 attéti daganat

szovethengere keriilt.

Kononen et al. Nat Med 4:844, 1998. In situ  Gén/Krom. vizsgalat ANYE
(Battifora ,,multitumor sausage” Lab Inv 55:244, 1986) Protein EXpFESS§é ELONYOK

ISH/FISH IHC Nagy
(2-4 minta/eset) %Z %  teresztéképességll
0.6-2.0 mm : i & s
%) \ d vizsgalatok
= é o
i ‘ - [TvA | [Normal Megsporol
metszet| | metszet * |d6t
TMA blokkok 643 minta | 1 minta * Szdvetet
i * Reagenseket

Diagnosztizalt, jol
jellemzett minta

* Munkaer6t

eStandardizalt
technoldgia

13.Abra: A TMA (szoveti multiblokk) alapvetd tulajdonsagai (Krenacs Tibor
szivességébol)

A vizsgalat soran a 3DHistech cég altal kifejlesztett MembranDetekcids Algoritmust
hasznaltuk, mely MembraneQuant (3DHistech, Budapest, Magyarorszag) néven a cégtol

beszerezhetd.
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14.Abra: A MembraneQuant membrandetektald algoritmus mitkodése (112). A program
a szinszeparacioval szétvalasztja az értékelendd immunreakciok barna csatorndjat a
hattérfestés kék csatorndjatol. Utdbbin a NuclearQuant modul segitségével lehet a
magokat detektalni, mely az 0sszes (esetlegesen negativ) sejt detektaldsdhoz sziikséges.
Az immunreakci6 intenzitasadt a barna csatornan elvégzett membranazonositas utan
hatarozzuk meg. Késébb a két kiillonbozo szinli csatorna egymasra vetitésével lehet az
individualis sejtekre vonatkozé membranpozitiviast meghatarozni, majd az ezen
értékekbdl eredd és az esetre jellemzé HER2-osztalyt meghatarozni. A (1 és —) piros
nyilak azon pontokat jelolik, ahol a modulban lehetéség van a kiilonboz6 adatok
finomhangolasara, beallitasara. (Micsik et al 2015 alapjan, modositva(112))

A modul miikddése roviden a kovetkezd (14. és 15. Abra): elsé 1épésben a digitalizalt
metszeten az immunreakcod szinét (DAB — barna csatorna) egy ugynevezett ,,Color
Deconvolution” (CD, Szindekonvolucid) szinszeparacids modszerrel a program
elvalasztja az alapfestés kék szinétél (Hematoxilin — kék csatorna). Ehhez a patologusnak
meg kell adni a latott képen referencia szint és intenzitdst, kiilon az alkalmazott
chromogén szinének és kiilon a hattérfestésnek megfelelot. A beallitott szinek alapjan a
mintat két képre osztjuk, egy pozitivra (immunfestést tartalmazo) és egy negativra
(hattérfestés). Optimalis beallitas esetén a membranpartikulumok a pozitiv csatornan, a
sejtmagok pedig a negativ csatornan lesznek lathatéak. A beallitott szinprofil egy color
description file-ként (*.ccc-file) elmenthetd és a késébbiekben alkalmazhatd a hasonldan
festett metszetekhez. Ez a modszer alkalmas arra, hogy a szoftvert az alkalmazott festési

protokollhoz, festbautomatahoz kalibraljuk.
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A CD-vel az eredeti digitalis metszetbdl két sziirkedrnyalatos képet kapunk, melyeket a

tovabbiakban kiilon kezel a program.

ey e o I R

15.Abra: A HER2 digitalis kiértékelési algoritmusanak 1épései képekben (112) A harom
kiilonb6z6 pozitivitasat HER2 Immunreakcid (a-c) képét a szindekonvoltcioval kék (d-f)
¢és barna (g-1) csatornakra bontjuk. Ezt kdvetden a barna csatornan intenzitas-térképet (j-
1) alakitunk ki, majd a modul ebbdl allapitja meg az egyedi sejtek pozitivitasa alapjan az
adott esetre jellemz6 HER2 osztalyt (m-0). (Micsik et al 2015(112)alapjan)
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A késGbbiekben a barna-csatornan torténik a membrandetektalas és az immunreakcio
kiértékelése. Az immunreakcidval negativ sejteket a magi hematoxilin pozitivitasuk
alapjan a kék-csatornan lehet detektalni a NuclearQuant (3DHistech, Budapest,
Magyarorszag) modullal (72), és ezaltal lehet a negativ, immunreakciot nem ado sejteket
felismerni. Az algortimusban alkalmazott szegmentacios modszer a membranokat a
barna-csatorna lokalis minimumainak &sszekapcsolt pixel-gorbéjeként kezeli és méret
alapjan tudja Kiszlirni a nem membrannak tekinthet6 zavard, alpozitiv jeleket. A HER2
immunreakcioban a megjelené membranpozitivitas folyamatossaga, korkoros volta
fontos a HER2 2/3+ esetek diagnosztizalasanal. A pozitiv csatornan a membran vonalak
atlag pixel intenzitasa mellett a membran vonal intenzitdsdnak szorasat is méri az
alkalmazéds, igy a membranfestés heterogenitasa is mérhetd. A kiértékelésnél
elkiilonithetiink folyamatosan fest6dott (minimalis szorasu intenzitassal rendelkez6) és
részlegesen festddott (nagyobb szorast intenzitassal rendelkezd) membran struktarakat.
Végiil a patologusnak definialnia kell az egyes HER2-csoportokhoz tartozé intenzitas
kiiszoboket és ez alapjan torténik meg az egyes sejtek megfelel6 HER2 osztalyba
sorolasa. A folyamat legvégén a két modul adatainak Osszevetésével lehet az adott
tertileten detektalt 6sszes sejt HER2-immunpozitivitasat és ebbdl az adott teriilet vagy
eset HER2 osztalyat meghatarozni (14. és 15. Abra).

A MembraneQuant program a magfestés folytonossagat az atlagérték és annak szorasa
alapjan azonositja. Magasabb atlagérték nagyobb szorasa esetén a membranfestés nem
tekinthetd folytonosnak. Ez a korabbi iranyelvek szerint kizarja a HER2 2+ csoportba
sorolast, de a szoftver bedllitasainak megvaltoztatasaval ez konnyedén atsorolhatd az
ujabb iranyelveknek megfelel6 nem komplett, de erdsebb membranfestddést is HER2 2+-

ként elfogadod csoportba.

A MembraneQuant program a sejtek analizise sordn minden egyes sejtr6l szamos
individualis  (intenzitasbéli és morfologiai) informaciot szolgaltat, melyeket
sokféleképpen lehet a késObbiekben elemezni. Ezekbdl az individualis értékekbdl lehet
késébb kiszamitani az adott teriiletre vagy daganatra jellemzd HER2 osztalyzatot,
amelyhez a sziikséges adatokat és kiiszobértékeket a mindenkori érvényes iranyelvek
alapjan lehet eldre beallitani a MembraneQuant-ban. Ily moédon a modul tetszélegesen és
egyedileg hangolhato6 be kiilonb6z0 reakciok kiértékeléséhez. Ez a gyors allithatdsag és
finomhangolhatosag a legutobbi HER2-iranyelv az osztalyok drasztikus - mind a pozitiv
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sejtek szdzalékos aranyat, mind a pozitivitds circumferentialis voltat érintd -
megvaltoztatdsa ismeretében igen hasznos tulajdonsdgnak bizonyul, hiszen az uj
iranyelveknek megfeleld kiértékelésre vald atallas ily modon 1ényegesen egyszeriibb, és
a modszer standardizalhato. Ugyanakkor a membrandetekcios modul futdsa soran
keletkezett minden mas informaciét tarolva egy olyan adatbazist lehet 1étrehozni,

melynek kiilonb6zé mddon torténd elemzésével tovabbi informécidkhoz is juthatunk.

A TMA 207 emldcarcinoméabdl szarmazo core-ja koziil technikai okok (leuszott, sériilt
core, vagy technikailag kifogasolhaté immunreakcio) miatt 34 nem volt értékelhetd,

melyeket kihagytunk a vizsgalatbol. A fennmarado 173 core-t két vizsgalo értékelte.

A reakciok kiértékelése soran a jobb interobserver” Gsszehasonlitis és a
tumorheterogenitas zavard hatasainak elkeriilése érdekében az egyik vizsgalo a core-okra
1-6 annotacidt tett. Az igy meghatarozott 309 teriiletet (Region Of Interest — ROI) ezt
kovetéen egymastol fiiggetleniil értékelte ki a két vizsgald, majd ezt kovetden a
MembraneQuant program. Ha a manualis kiértékelésnél eltérés volt, akkor a két vizsgalod
a végs6 HERZ2-osztalyzatban konszenzust hozott. Egy eset anyaga tobb core-on is

szerepelt, igy az adott esethez tartozo HER?2 osztalyzatot ezek atlagaként hataroztuk meg.

A statisztikai elemzés soran konszenzus osztalyzat értékeit hasonlitottuk Gssze a

MembraneQuant program altal szolgaltatott értékekkel és szamitottuk ki ezek Cohen-féle

crer

=rer

(lasd ,, Statisztikai modszerek alfejezet).

Mivel a HER2 2+, bizonytalan (,,equivocal”) eseteknél az anti-HER2 terapia
indikalasahoz tovabbi in situ hibridizacios vizsgalatok sziikségesek, ezen esetekben mi is
elvégeztiik a FISH vizsgalatokat. Ezt kdvetden egy alvizsgalatot végeztiink, melyben a
FISH-vizsgalattal pozitiv, tehat HER2-génamplifikaltnak bizonyul6 esetek gépi HER2-
osztalyait, illetve a gépi kiértékelés soran szerzett individualis sejtekre vonatkozo adatait
hasonlitottuk 6ssze a HER2-amplifikdciot nem mutatd esetek ugyanilyen adataival. Ily
modon azt vizsgaltuk, hogy van-e kiilonbség a FISH pozitiv és negativ esetek gépi HER2
osztalyzatai k6zott, vagyis a HER2 immunreakcid gépi kiértékelése alapjan megjosolhatd

lehet-e a FISH vizsgalat eredménye.
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3.3.2. Megbizhatoan reprodukalhaté magdetektalo algoritmus
fejlesztése és validalasa

A Semmelweis Egyetem I.sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutato Intézetének archivumabol
25 ER, PR, Ki-67 és p53 immunreakcié metszetét vettiik alapul, melyek feldlelték a teljes
pozitivitasi panelt (Allred 0, 2-8, illetve PI: 1-100%) Ezen kiviil fenti esetekhez tartozo 5
HER?2 FISH metszetet is vizsgaltunk, ahol szintén sejtmagokat kell elkiiloniteni és magi
jeleket vizsgalni a HER2 génamplifikacio kimutatasahoz. Az immun- és FISH-metszetek

a hazban a korabban mar ismertett rutinban hasznalt modszerekkel késziiltek.

A magdetekcios algoritmus teszteléséhez kivalasztott metszetek kozott szandékosan
voltak régebben késziilt és scannelt, illetve Gjabban digitalizalt metszetek is. Ezzel
kivantuk a modszer reprodukalhatosagat és felbontas fiiggetlenségét tesztelni. A digitalis
lemezek mérete 0.8 és 2.4 GB kozott, a pixelszamuk 50k x 50k és 100k x 170k kozott
volt. A FISH metszetek mérete 9-10 GB, pixelszamuk 85k x 75k volt.

A magdetektalo (CellQuant) algoritmus blokk-diagramjat, egymasra épiilé 1épéseit a 16.

abra mutatja be. Az alabbiakban néhany fontos 1€pés jelentdségét vazoljuk roviden.

 Forréaskép b Magi jelek ¢ Adaptiv hatar-
(IHC, FISH) extrakcioja értekii szlirés

Lyukkitolt6/eliminalé algoritmus

\ ( Y 4 7 ’
g .. Gz e L f Jelolések 9 Hatertekhez lyukak
- Eloszegmentalas —»  Jeldlés  —> i — : , -
szlirése hozzarendelése

h Tavolsag (i Maximumok | (j Szegmentek 'k Watershed-
» TR N4 # 4 4 ﬁ . Y 4 ﬁ .
| transzformacio detektalasa jelolése L algortimus

¥
( " ( .. ’
| Konturok m  Jelolések
. e s ﬁ ” ’
| simitdsa szlirése

16.Abra: A magdetektalo (CellQuant) algoritmus részeinek blokkdiagrammja (a)
Bemeneti kép, mely lehet RGB (IHC esetén) vagy sziirkearnyalatos (FISH esetén), (b-C)
Magokat reprezentald jelek elkiilonitése a hattértél adaptiv modszerrel, (d-g) A
tulszegmentalast eliminald ’Lyukkitdltd metodus’, (h) Tavolsag transzformacio, (i)
lehetséges magkozpontok (seed-ek) detektalasa, (j) szegmentek jellése, (k) Watershed
régiondvelés és objetkumszeparalas, (1) Kontursimitas, (m) Szirés, (n) Kimeneti adatok
(Paulik et al, 2017, (113) alapjan modositva)
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Magi jelek extrakciéja (16. Abra: b): A magdetektal algoritmus elészor elkiiloniti a
festett strukturakat a hattértdl. Ehhez THC metszeteknél RGB-képekbdl (17. Abra: a)
kiindulva a harom kiilonb6z0 szin csatorndjat sziirkearnyalatos képpé konvertalva ¢és a
kalkulalt 4tlagértéket felhasznalva intenzitasképpé alakitja (17. Abra: b). A
sziirkearnyalatos képet invertdlja a kovetkezd 1épésben, igy a sejtmag jelek lesznek
intenzivek, a hattér pedig sotét. Ez az eljaras lehetdvé teszi, a fluorescens mintak

szlirkearnyalatos felvételeinek kiértékelését is.

Adaptiv hatarértékii sziirés (16. Abra: c): Az esetleges autofluoreszcencia, a zavard
zajok, a kiindulasi metszetek mindsége ¢€s eltérd intenzitdsa miatt adaptiv sziirésre van
sziikség. Ez *Box Filter’, Near and Far Kernel Matrix eljarasokkal valosithato meg (17.
Abra: ¢). Ennek soran beallithato az atlagos magméret, mely paraméter alapjan miikodik

a ’Near’ és ’Far’ matrix.

Maximumok detektalasa (16. Abra: i): A magrészletek lehetséges kozpontjat (seed) az
intenzitastérképen lathato lokalis maximumok adjak meg (17. Abra: d). A
tulszegmentalas elkeriilését ugy oldottuk meg, hogy a bemeneti paraméterként megadhato
minimum magméretnél kisebb tdvolsagra 1évé lehetséges magcentrumokat a gép

0sszeolvasztja.

Szegmentek jelolése (17. Abra: j): Minden ’seed’ alapjan detektalt objektum kiilon
jelolddik, és egyéni azonositot kap (17. Abra: e).

*Watershed’ régionovelés és objektumszeparalas (16. Abra: k): A detektalt seed-eket
fokozatosan novelve kapjuk meg a megfeleld objektumokat, mérettdl fliggetleniil (17.
Abra: j). A régionoveld eljaras alkalmas cirkularis objektumok pontos detektaldsara és

szeparalasara, igy kiilon objektum szeparalo alkalmazés integralasara nincs sziikség.

Kontirsimitas és sziirés (16. Abra: |, m): Az objektumok durva konturjait egy egyszerii
Gauss-szlirovel ki lehet simitani, majd az esetlegesen objektumként azonositott
artefaktumokat, aspecifikus jelolodéseket €s egy€éb 'nem mag struktirakat’ teriilet,

intenzitas, kontraszt vagy alak alapjan ki lehet sziirni. (17. Abra: i, j)
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17.Abra: A magdetektald algoritmus mikddésének demonstralasa a képfeldolgozas
1épéseivel (a) Bemeneti IHC képe (RGB), (b) Magok extrakcioja, (c) Magi jelek adaptiv
detektaldsa lyukakkal, (d) A magrészletek/lehetséges magkozpontok (seed)-ek jeldlése,
(e) Jelolt magrészletek, (f) Magokon beldl bejeldlt lyukak, (g) Objektumok jelolése
betoltott lyukakkal, (h) Tavolsag transzformalt térkép, (i) Valodi magkdzpontok (seed),
(j) Jelolt magok, (k) Szegmenacid lyuk-kitoltés nélkiil, (1) Szegmentacié a lyukak
kitoltésével, eliminalasaval (Paulik et al, 2016.(113))

LyukKitolt6/eliminalé algoritmus (16. Abra: d-g): Az elsédlegesen detektalt magok
kozepén esetlegesen jelen 1évo lyukak, illetve festddési inhomogenitds miatt az
elsédlegesen szegemnetalt kép gyakran tilszegmentalt lesz (17. Abra: k). Ezért a valédi
magok egy egységként vald detektalasahoz — foképp a vesicularis magoknal — sziikség
van egy tovabbi iteracios Iépésre. Ehhez az elsddleges szegmentalds utan a mag-részletek
kozti lyukakat az algoritmus megfeleld paraméterezéssel bejeloli, majd az eredeti képhez
hozzaadva elimindlja a zavard ¢és a kiértékelést potencidlisan félrevezetd lyukakat, majd

a ’watershed’ mechanizmust a lyukmentes képen lehet lefuttatni és igy mar valos magokat
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kapunk végeredményiil. (17. Abra: g és 1) A lyukak kitoltésének masik fontos hatasa,
hogy a fehér hattérpixelek eliminalasaval a magon beliili 4tlagintenzitds meghatarozasa
is pontosabba valik. Ezt a hibajavitdst szemiink — adottsdgai miatt — magétol és
automatikusan elvégzi. De az eleve tul korrekt, abszolut értékii pixelintenzitason alapuld
gépi képfeldolgozasnak ezt megfeleld modon kezelni kell, kiilonben a mag
atlagintenzitdsa alacsonyabbnak mérddik és esetlegesen mas erdsségi csoportba fog
Keriilni, ami miatt a végsO pozitivitasi osztaly is megvaltozhat. A gépi magdetekcid

eredményét manualis sejtszamolassal ellenériztiik (18.Abra).

)
® ®
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@

18.Abra: A magdetektalo algorltmus eredmenyenek elemzese ER (a) DAPI- fluoreszcens
(b), Ki-67 (c) és PR (d) IHC metszetein. (zold kor: valodi pozitiv; sarga X: alpozitiv;
voros +: valodi negativ magok) (Paulik et al, 2017.(113))

A hagyomanyos kiértékeléskor altalaban hasznalt Nagy Nagyitasa Latotér-ekvivalens,
(angolszasz irodalomban: High Power Field, HPF) latomezokon lefuttattuk a
magdetektald algoritmust, majd manudlisan ellendriztiik az eredményt. Ennek soran 3
kategoriat kiilonitettiink el: Valédi pozitiv (VP): a magot a gépi és a manualis kiértékelés
is detektalta. Alpozitivak (AP) voltak a DIA altal magnak detektalt, de manualisan nem
annak tartott objektumok: tulszeparalt magok, miitermék stb. Alnegativak (AN) pedig a

manudlisan detektalt, de a DIA-altal nem megtalalt magok voltak. A fenti értékekbdl a
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VP/(VP+AN) egyenlettel a Recall Rate vagy Szenzitivitas, mig a VP/(VP+AP)
egyenlettel a Precision Rate, vagy Pozitiv Prediktiv Erték (PPE) volt kiszamithato.
Specificitast és Negativ Prediktiv Ertéket (NPE) a képeken definialhatatlan valodi negativ

pontok hianyaban nem tudtuk meghatdrozni.

Az éltalunk optimalizalt modszer miikodését és eredményét a szakirodalomban kozolt két
masik, ismertebb és hozzaférhetd DIA-modszer (QuPath, CellProfiler) altal szolgaltatott
értékekkel is 6sszehasonlitottuk (114, 115). A szenzitivitds és PPE mellett a modszerek

1d6igényét is Ossze tudtuk hasonlitani.

3.3.3. Osztrogén és progeszteron receptor immunreakcio6 digitalis
kiértékelésének validalasa
A HR-vizsgalat soran a Semmelweis egyetem I. sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutatd

Intézet archivumabol 14 invasiv ductalis carcinoma (IDC) és 2 invasiv lobularis

carcinoma (ILC) formalin-fixalt és paraffinba agyazott blokkjait hasznaltuk.

A magok detektalasa a Pannoramic Platformon futdé NuclearQuant (NQ) (3DHistech,
Budapest) algoritmussal tortént, mely alkalmas a magszeriinek detektalt objektumokat

megfelelden szeparalni is.
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19.Abra: A NuclearQuant modul miikddése. Az algoritmus elséként a szinszeparacioval
(CD) egy kék (Hematoxilin) és egy barna (DAB) képre valasztja szét az eredeti RGB
képet. A magokban észlelhet6 pozitiv reakciot ( jobb feliil) intenzitastérképpé (jobb alul)
atalakitva végzi az automatikus kiértékelést. (Krecsak et al. 2011 (72) alapjan, modositva)
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A sejtmagdetekcios algoritmus elsd Iépésben ugyanazt a szinszepardciods
(ColorDeconvolution) eljarast alkalmazza, mint a MembraneQuant algoritmus. A
bemeneti kép a digitalis targylemez szines (RGB) képe, amibdl a szeparaciot kovetden
két sziirkearnyalatos, egy a pozitiv sejtmagokat tartalmazd, barna csatorna (DAB) és egy
a negativ sejtmagokat tartalmazo, kék csatorna (Hematoxilin) kép keletkezik (19. Abra).
Ez az elkiilonités a kiértékeléshez szlikséges, mert a pozitiv intenzitasok a barna csatornan
lesznek meghatarozva, a kék csatornan detektalt sejtmagok a negativ, immunreakcioval
nem jelolédd sejtek lesznek. A programban lehetéség van a sejtmagdetekcid
kalibralasara, az atlagos sejt atmérd, valamint a festési intenzitds és a kontraszt
szabalyozasaval. A sejtmagdetekcio hatterében egy régionoveld algoritmus all. A
sziirkecsatornds képen els6ként egy intenzitas térkép késziil, amin a potencidlis
sejtmagvak egy kozépponttal jelolddnek. Ez a kép a bemenete a kdvetkezd analitikai
szintnek, ahol ezekbdl a kdzpontokbdl egy régiondveld algoritmus fokozatosan felépiti a
sejtmagdetekcios eredményképet. A méret és intenzitds beallitasok a régiondveld
algoritmus viselkedését befolyasolé paraméterek. A magdetekcid6 erdményképén
meghatarozzuk a festett sejtmagok atlagintenzitdsat, majd ez alapjan csoportositjuk
azokat a patologus altal beallitott hatarértékeknek megfeleléen. Végiil az NQ a sejtek
individualis értékei és az iranyelveknek megfelelden beallitott kiiszobértékek alapjan
kikalkulalja az adott latotérre (ROI) vagy azok 0sszességébol az esetre jellemzd magi,

esetiinkben Allred féle Quick Index értékét.

A detektalo algoritmust a megfeleld miikodéshez kalibralni kellett, melyhez a kiilonb6zo
pozitivitasu reakciot ado digitalis metszeteken 38, atlagosan 195 sejtet tartalmazo
teriiletet jeloltiink ki, majd ezeket Allred szerint kiértékeltiik. A NuclearQuant applikaciot
ezeken a kijelolt teriileteken futtattuk le, majd az eredményt a digitalis metszeteken
torténd manualis pozitivitasi jeloléssel Osszevetve addig finomitottuk a detektaldsi
beallitasokat, mig a manualis detekciot megkozelité eredményt nem kaptunk. A kalibralas
soran a hormonpozitivitas vizsgalatara bevett gyakorlat szerint az Allred-indexet
hasznaltuk, ¢és ennek megfelelden allitottuk be a NuclerQuant szoftver detektalasi
paramétereit. Fenti bedllitdsokat késébb *.misp kiterjesztésii fajlba elmentve tudtuk a

detektalasi beallitasokat standardizalva, a tobbi validalando metszetre is alkalmazni.

Ezt kovette a masodik, validacios 1épés, melynek soran a minden digitalis metszeten

bejelolt 3-5, dsszességében 53 informativ teriiletet (atlagos sejtszam 5069; 2780-19740)
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elemeztiik a mar jol beallitott, kalibralt NuclearQuant szoftverrel. A kapott eredményeket
az interobserver variancia megitélésre nemzetkozileg elfogadott Cohen-féle «,
négyzetesen sulyozott k értékkel, illetve Spearman-féle rangkorrellacioval értékeltiik.

(Lasd Statisztikai modszerek alfejezet)

Az Osszehasonlitas itt diszkrét csoportok (Allred Index) és a gépi értékek alapjan
osztalyokba sorolas kozott tortént. Ujabb, és potencialisan érdekes, ujat nyujté metodika
lehetne a gépi eredmények adta folyamatos valtozok talélési adatokkal valo dsszevetése,

de ehhez még hosszas kovetéses vizsgalatokra és klinikai adatgytijtésre van sziikség.

3.3.4. Ki-67 proliferacios marker digitalis kiértékelésének validalasa

A Ki-67 validaciés vizsgalatot pilot-study-ként 177 a Budai MAV kérhazban 1999-2004
kozt mitott, HR-pozitiv emldrakos betegek blokkjaibol késziilt TMA-kon végeztiik el. A
betegek klinikai kovetése a Semmelweiss Egyetem Kutatasetikai Bizottsag IKEB,#7-
1/2008 engedélyének birtokaban tortént. Késébbiekben a proliferacids index vizsgalatat

Acs Balazs és munkatérsai folytattak és validaltak nagyobb beteganyagon.

Az immunmetszetek kiértékelése eldszor a bescannelt metszeteken tortént, hagyomanyos,
szemikvantitativ becsléssel, 10 osztalyba sorolassal: 0:0%, 1:<1%, 2: 2-5%, 3:6-10%,
4:11-14%, 5:15-20%, 6:21-33%, 7:34-50%, 8:51-66%, 9:67-80%, 10:81-100%. (Ki-67:
a human szemmel, becsléssel meghatarozott proliferaciés index, 10 osztalyba sorolt,
diszkrét valtozd.) A kiértékelést 3 egymastdl fliggetlen patologus végezte el térben és
idében elkiilonitve (SQI1, SQ2, SQ3). A késobbiekben ezen kiértékelések konszenzus
értékeivel (Ki-67C, SQRef) szdmoltunk.

Ezt kovetéen a tumoros core-ok proliferacidos indexét két gépi modszerrel is
meghataroztuk (20. Abra). Az egyikben a patologus kérbejeldlte a tumoros teriileteket,
majd azon az elézéekben validalt NuclearQuant applikacidéval hatdroztuk meg a
proliferald sejtek szazalékat. Ez egy id6igényesebb mddszer, hiszen a tumoros részeket
kézzel, a digitalis lemezen kell kijelolni és ezekre kell lefuttatni a programot. A kijelolt
tertiletektdl fiiggden a mddszer tobbszaz sejten meghatarozott, tetszéleges pontossagu,
folyamatos valtozot ad eredményiil. (PI: Proliferacidos Index a manualisan lerakott

annotaciokon gépi meghatarozassal (NuclearQuant), folyamatos valtozo).
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20.Abra: A kiilonboz6 modon kapott proliferacids index-ek jellegzeteségei ¢és
Osszehasonlitasi modjai. PI: Proliferacios Index a manudlisan lerakott annotacidkon gépi
meghatarozassal (NuclearQuant) folyamatos valtozot ad eredményiil; Ki-67: a human
szemmel, becsléssel meghatarozott proliferacidos index, 10 osztilyba sorolt, diszkrét
valtozo, PQPI: A tumorfelismerd program (PatternQuant) altal felismert tumoros
teriilteken gépi (NucelarQuant) proliferaciés index meghatarozasa. Piros nyil:
nonparametrikus tesztek, Z6ld nyil: parametrikus tesztek.

Ennél lényegesen kényelmesebb ¢és gyorsabb lehetdség a teljesen automatizalt
meghatarozas, melynek soran eldszor meg kell tanitani a gépnek a tumoros részek
felismerését. Ez a tanitasi fazis tobb jellemzd tumoros, kotdszoveti, gyulladasos tertilet
kijelolésével kezdodik, mellyel megfeleld kijelolések esetében a PatternQuant program
(3DHistech, Budapest) elészor biztonsaggal ismeri fel a tumoros teriileteket, majd ezt
kovetden az elobb ismertetett gépi proliferacios index meghatarozas folyamata indul el.
Ezzel a mddszerrel gyorsan és egyszeriien lehet tobb ezer-tizezer sejten meghatarozni a
proliferalo sejtek szazelékat, folyamatos valtozoként. Nehézséget jelenthet, ha nehezen
elkiilonithetd tumoros és nem tumoros teriiletek vannak a metszeteteken, melyek
elkiilonitését a program esetleg nem megfeleld biztonsaggal tudja elvégezni (pl. DCIS,

ILC). (PQPI: PatternQuant altal felismert tumoros teriileteken gépi, NucelarQuant

proliferacios rata meghatarozas, folyamatos valtozo.)(20. Abra).
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3.4.Statisztikai modszerek
Az adatok statisztikai analizisét SPSS 17.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, USA) és

MedCalc for Windows v. 11.2.1.0 (MedCalc Software, Mariakerke, Belgium), valamint
Statistica 12 (StatSoft, Tulsa, OK) programokkal végeztiik és abrazoltuk.

Validacionk soran részben folyamatos valtozokat (gépi analizis eredményeli), részben
diszkrét valtozokat (hagyomanyos kiértékeléssel maghatarozott becsiilt osztalyok)
kaptunk és ezeket kellett korrellaltatni egymassal, vagyis azt vizsgalni, hogy mennyire
mozognak egymadssal, mennyire fliggnek egymastdl. Ugyanakkor sok valtozonal a
normdl eloszlas nem teljesiil €s ilyenkor a kapcsolat vizsgéalata szdmos statisztikai
probaval lehetséges, ami sajnos a szakirodalomban is igen valtozd és néha nehezen

Osszehasonlithatd eredmények publikalasahoz vezet.

Normal eloszlasu valtozok esetén lineédris kapcsolat lehetdsége meriil fel, melynek
mérésére a Pearson-féle Korrelacios Koefficiens (PCC, nevezhetik Interclass Correlation-
nek is), vagy regresszios egyiitthato (R, r) hasznalhat6. Ennek alternativaja lehet az ICC
(IntraClass Correlation) mérészdma, amely nem a csoportok kozotti kiilonbséget, hanem
a csoportokba rendezett mindségi valtozok csoporton beliili hasonlosagat, homogenitasat
vizsgalja. Pozitiv érték esetén parhuzamos, mig negativ érték estén ellentétes iranya
Osszefliggésrdl van sz6. Ha az érték barmely irdnybol a 0-hoz kozelit, akkor az a két
valtozo fiiggetlenségére utal. Altalanossagban az mondhatd, hogy minél kézelebb van az
adott mérészam a +1-hez, annal szorosabb az Osszefiiggés, vagyis jobb az egyezés és a
két valtozo annal joban fligg egymastdl. Ha a korrelacios egyiitthatdo +0,2-0,4 kozotti,
akkor gyenge kapcsoltsagrol van szé. £0,4-0,7 kozott kozepes, +0,7-0,9 kozott markans,

+0,9 felett erdsen fiiggd kapcsolatrél van szo.

Az interobserver egyezés vagy megbizhatdésdg mértékének megitélésére régebben
egyszerlien szazelékos aranyt adtak meg, de mara legelterjedtebb a Cohen-féle kappa
(Cohen’s «) érték lett, mely a véletlenszerti talalgatas hatasat kimutaté mérészam. Ha
példaul k=0,3 eredmény jon ki, az azt jelenti, hogy az adott biomarker interim jellemzdje
az eredményt kb. 30%-ban hatdrozza meg, mig a kiillonb6zd vizsgaloktol kapott,
interobserver eltérések 70%-ban befolyasoljak a végso értéket. Nemzetkozileg a Landis
& Koch (116) altal javasolt csoportok terjedtek el, mely szerint megkiilonboztetiink: O-
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0,2: gyenge egyezést; 0,21-0,4: mérsékelt egyezést; 0,41-0,6: kdzepes egyezést, 0,61-0,8:
megfeleld egyezést, 0.81-1,00: szinte tokéletes egyezést.

Az adatok, illetve Osszefiiggések klinikai relevanciajanak megitélésére még alkalmasabb
a négyzetesen sulyozott k (Quadratic Weighted Kappa, QWK) érték, amely
kiszamitasanal nagyobb sullyal szerepelnek a kiilonbdzd csoportok (pozitiv vs. negativ)
kozotti atsorolast eredményez6 tévedések, mig az ugyanazon Klinikai csoportokon beliili
osztalyok (pozitivitas vagy negativitas mértéke) kisebb sullyal szerepelnek. Ehhez tehat
elére kell definialni egy matrixot, amelyben a kiilonb6zd értékek és klinikailag relevans
csoportok kozti atsorolds stlyszamait meghatdrozzuk. A négyzetesen stlyozott k értékkel
olyan mérészamot kapunk az egyezés megitélésére, mely figyelembe veszi az esetleges
eltérés klinikai kovetkezményét is €s ezért pontosabban tudja jellemezni az egyezést
klinikai kontextusban és nem csak matematikailag szdmolja ki azt. HER2 esetében a
HER2 0, 1+ és HER2 2+, 3+ csoportok kozotti atsorolas kedvezdtlen hatdsu, hiszen a
beteg vagy feleslegesen kap anti-HER2 terapiat, vagy pedig elesik annak potencialisan
jotékony hatasatol. HR-esetében az AQI 0-2 és AQI 3-8 csoportok kozotti atsorolas
szintén kedvezdtleniil befolyasolja a hormonterapia megkezdését. Ki-67 esetében az
alacsony és magas proliferacios index-ii csoportok kozotti félresorolas, vagyis leginkabb
a lumindlis A- és B-tipus kozti distinkcié szenvedhet csorbat, alapvetden befolydsolva a
betegnél folytatando kezelést. Ezen tévedések tehat nagyobb sulyszammal szerepelnek,
mint a csoportokon beliili finomabb eltérések. A mérészam eredményének megitélésére

itt is a fentebb javasolt egyezési-csoportokat hasznaltuk.

Korrelaciok szédmitasanal szintén gyakran hasznalt modszer a Spearman féle rang-
korrelacié (Spearman’s @, rho). Ez féleg a nem folyamatos valtozok esetében jelent
hasznos lehetdséget, hiszen itt a kiilonbozé csoportok kozotti, nem parametrikus
Osszefliggések vizsgalatara nyilik lehet0ség. Ez 1ényegében a linearis korrelacid specialis
esete, ahol a kiilonb6z6 csoportokba sorolt valtozok egymastdl valod tavolsagat, illetve
egyiranyba torténd valtozasat vizsgaljuk. A Spearman-féle rangkorrelacié alternativaja a
Kendall-féle rangkorrelacio t (tau)-értéke. Ez a pozitiv és negativ kapcsolatok aranyanak

a kiilonbségét szamolja ki.

A kiilonboz0 tesztek pontossagat leiré F-measure vagy F-score vagy F-érték egy ujabb

mérészam, mely a Precision Rate, vagyis Pozitiv Prediktiv Erték (PPE) és Recall Rate
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(RR) vagy Szenzitivitas sulyozott harmonikus kozepeként keriilt definidlasra

(F=2PPE*RR/(PPE+RR)).

A Kkapott értékek biologiai relevanciajat Kaplan-Meier féle tulélési gorbéken
tanulmanyoztuk. Hasonlé mérészam az un. kockazati tényez6 (HR, Hazard Ratio), mely
egy vizsgalt esemény bekovetkezésének valoszintiségét jellemzi a kontrollcsoporthoz
képest. Az 1-nél nagyobb szam emelkedett valoszinliséget, vagyis fokozott rizikot jelent.

Az 1-nél kisebb érték csokkent valoszinliséget, csokkent rizikot jelent.

Két adatsor egyezdségének vizsgalatara gyakran hasznalt modszer a Student-féle t-teszt.
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4. Eredmények

4.1. Markerek hagyomanyos iiveg, illetve digitalizalt metszeteken
torténo kiértékelésének osszehasonlitasa

4.1.1. HER2 immunreakciok értékelésének 0sszehasonlitasa

6.Tablazat: HER2 immunreakcié hagyomanyos modon (M) végzett kiértékelésének
patologusok kozotti, interobserver 0sszehasonlitasa.

HER?2 Cohen-féle Négyzetesen Spearman féle rang-
(95% CI) sulyozott korrelacié (df, 95% CI)
M1vs. M2 | 0.779 (0.744-0.813) | 0.942 (0.930-0.953) | 0.940 (782, 0.932-0.948)

M1 vs. M3 | 0.712 (0.674-0.750) | 0.925 (0.913-0.937) 0.927 (782, 0.916-0.936)
M2 vs. M3 | 0.725 (0.687-0.763) | 0.936 (0.925-0.947) | 0.936 (782, 0.925-0.947)

7.Tablazat: HER2 immunreakcio digitalis lemezeken (D) végzett kiértékelésének
patologusok kozotti, interobserver 0sszehasonlitasa.

HER?2 Cohen-féle k Négyzetesen Spearman féle rang-
(95% CI) sulyozott korrelacié (df, 95% CI)
D1vs. D2 | 0.722 (0.684-0.760) | 0.917 (0.902-0.933) | 0.916 (782, 0.904-0.927)

D1lvs.D3 | 0.712(0.674-0.750) | 0.916 (0.902-0.930) | (.917 (782, 0.905-0.928)
D2vs. D3 | 0.698 (0.659-0.736) | 0.912 (0.897-0.928) | 0.912 (782, 0.900-0.923)

A HER2 immunhisztokémia reakciok hagyomanyos (6.Tablazat) és digitalis modon
(7.Tablazat) torténd kiértékelésének patologusok kozti 6sszehasonlitasanal lathato, hogy
a k értékek minden esetben a megfelel6 (0,61-0,8) osztalyba estek, mig a négyzetesen
stlyozott k és a Spearman-féle rangkorrelacié értékei a szinte tokéletes (0,81-1)

kategoriaba illettek.

8.Tablazat: HER2 immunreakcié hagyomanyos modon (M) és digitalis (D) metszeten
végzett kiértekelésének modszerek kozotti 6sszehasonlitasa patologusonként.

HER?2 Cohen-féle k Négyzetesen Spearman féle rang-
(95% CI) sulyozott korrelacié (df, 95% CI)
M1vs. D1 | 0.820 (0.788-0.852) | 0.951 (0.942-0.961) 0.951 (782, 0.944-0.957)

M2 vs. D2 | 0.634 (0.593-0.674) | 0.901 (0.886-0.916) 0.904 (782, 0.890-0.916)
M3 vs. D3 | 0.579 (0.538-0.621) | 0.876 (0.858-0.894) 0.905 (782, 0.892-0.917)

A 8.Téablazat mutatja ugyanazon patologus hagyoméanyos médon €s digitalis mdédon

torténd (modszerek kozotti) HER2 immunreakcio kiértékelésének dsszehasonlitasat. P1
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minden « értéke a szinte tokéletes (0,81-1) osztalyba esett, mig P2 és P3 esetében a «
értekek 0,6 koriil alakultak. A klinikailag relevansabb négyzetesen sulyozott k és

Spearman-féle rangkorrelacié minden esetben a szinte tokéletes (0,81-1) osztalyba esett.

A 9. tablazat mutatja 0Osszesitve a HER2 immunreakciok kiértékelésének

Osszehasonlitasait. A felsé részben a x-értékek altalaban 0,6-0,8 kozottiek, vagyis
legalabb a megfeleld egyezést mutatd osztidlyba esnek, mig az alsd tablazatrészben a
négyzetesen sulyozott k értékek altalaban legalabb 0,9 kortiliek vagy a felettiek, és igy a
szinte tokéletes egyezést mutatd kategoridba sorolandok.

9.Tablazat: A kiilonboz6 értékek Osszesitett 6sszehasonlitd tablazata HER2 esetében.
Sziirkével kiemelt a hagyomanyos iiveglemez alapt, sargaval kiemelt a digitalis lemez
alapu interobserver Osszehasonlitds, mig a zolddel Kiemelt ugyanazon patologus

modszerek kozotti 6sszehasonlitasa. Fels6 rész a Cohen «k-értékeket, mig also a
négyzetesen sulyozott k-€rtékeket mutatja.

P3 manualis

HER2 P1 Digitalis | P2 Manuslis | P2 Digitalis | P3 Manuilis | P3 Digitilis
Cohen k
N 0.82 0.779 0.698 0.712 0.67
P1 manualis
(0.788-0.852) | (0.744-0.813) | (0.659-0.736) | (0.674-0.750) | (0.631-0.710)
o 0.692 0.722 0.597 0.712
P1 digitalis
(0.654-0.730) | (0.684-0.760) | (0.556-0.639) | (0.674-0.750)
- i 0.634 0.725 0.596
manuais (0.593-0.674) | (0.687-0.763) | (0.554-0.637)
P2 digitslis 0.599 0.698
(0.558-0.641) | (0.659-0.736)
0.579

(0.538-0.621)

P3 Manualis

Q|_V|\IEKR, 2Kz P1 digitalis | P2 Manudlis | P2 Digitalis P3 Manualis P3 Digitalis
. 0.951 0.942 0.915 0.925 0.904
P1 Manualis
(0.942-0.961) | (0.930-0.953) | (0.901-0.929) (0.913-0.937) (0.889-0.919)
s e 0.917 0.917 0.892 0.916
P1 Digitalis
(0.904-0.930) | (0.902-0.933) (0.877-0.907) (0.902-0.930)
P2 Manualis 0.901 0.936 0.884
(0.886-0.916) (0.925-0.947) (0.869-0.901)
P2 Digitalis 0.876 0.912
(0.856-0.895) (0.897-0.928)
0.876

(0.858-0.894)
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4.1.2. Osztrogén receptor immunreakcié kiértékelésének

O0sszehasonlitasa

10.Tablazat. ER immunreakci6é hagyomanyos modon (M) végzett kiértékelésének
patologusok kozotti, interobserver 0sszehasonlitasa.

ER Cohen-féle k Négyzetesen Spearman féle rang-
(95% CI) sulyozott k korrelacio (df, 95% CI)
M1 vs. M2 | 0.456 (0.417-0.496) | 0.917 (0.903-0.931) | 0.918 (783, 0.906-0.928)
M1 vs. M3 | 0.645 (0.607-0.682) | 0.956 (0.947-0.966) | (947 (783, 0.939-0.954)
M2 vs. M3 | 0.447 (0.408-0.486) | 0.917 (0.903-0.932) | 0.921 (783, 0.909-0.931)

11.Tablazat. ER immunreakci6 digitalis lemezeken (D) végzett kiértékelésének
patologusok kozotti, interobserver dsszehasonlitasa.

ER Cohen-féle k Négyzetesen Spearman féle rang-
(95% CI) sulyozott k korrelacié (df, 95% CI)
D1vs. D2 | 0.580 (0.541-0.618) | 0.935(0.920-0.951) | 0.925 (783, 0.914-0.935)
D1vs. D3 | 0.633(0.595-0.670) | 0.961 (0.953-0.969) | (945 (783, 0.937-0.952)
D2 vs. D3 | 0.532(0.493-0.572) | 0.930 (0.914-0.946) | 0.919 (783, 0.907-0.929)

A 10, illetve 11.Tablazatban az 6sztrogén receptor immunreakciok hagyomanyos és
digitalis modon torténd kiértékelésének patologusok kozti 6sszehasonlitasat mutatjuk. A
K értékek a hagyomanyos és digitalis modon is a kozepes (0,41-0,6) és megfeleld (0,61-
0,8) osztalyba estek, habar a digitalis modszernél kapott értékek altalaban magasabb
egyezést mutattak. Ugyanakkor a négyzetesen sulyozott k és a Spearman-féle

rangkorrelacio értékei minden esetben a szinte tokéletes (0,81-1) kategoriaba estek.

12.Tablazat. ER immunreakcié hagyomanyos modon (M) és digitalis (D) metszeten
végzett kiértékelésének modszerek kozotti 6sszehasonlitdsa patoldgusonként.

ER Cohen-féle Négyzetesen Spearman féle rang-
(95% CI) sulyozott k korrelacio (df, 95% CI)
M1vs. D1 | 0.767 (0.738-0.800) | 0.973 (0.966-0.980) | 0.968 (783, 0.963-0.972)
M2 vs. D2 | 0.484 (0.444-0.524) | 0.909 (0.890-0.928) | 0910 (783, 0.897-0.921)
M3 vs. D3 | 0.559 (0.521-0.598) | 0.935(0.921-0.948) | 0.943 (783, 0.935-0.950)

Az ugyanazon patologus hagyomanyos modon és digitalis modon torténd kiértékelését

taglalo 12.Tablazatban lathatd, hogy P1 « értéke magasabb volt és a megfelel (0.61-
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0.8) kategoriaba estek, mig P2 és P3 esetében a « értékek 0.5 koriil alakultak, vagyis a
kozepes osztalyba (0.41-0.6) estek. Ugyanakkor a klinikai relevanciat figyelembe vevd
négyzetesen stlyozott k és a Spearman-féle rangkorrelacié minden esetben 0.9 felettinek

adodott, vagyis szinte tokéletes (0.81-1) osztalytnak adodott.

A 13. Tablazatban az ER immunreakciok kiilonb6z6 mddon torténd kiértékeléseinek
Osszehasonlitasat foglaltuk 6ssze. A felso részében a k-értékek valtozatosabbak, altalaban
0,3-0,8 kozottiek, ami alapvetéen az Allred-index szélesebb lehetséges értéktartomanyara
(0, 2-8) vezethetd vissza. A tablazat also részének klinikailag relevansabb négyzetesen
sulyozott «k értékel ugyanakkor altalaban 0,9 koriiliek vagy magasabbak, tehat a szinte
tokéletes egyezést mutatd kategoriaba sorolandok.

13.Tablazat. Az Osztrogén receptor (ER) IHC értékek Osszesitett Osszehasonlitd
tablazata. Sziirkével kiemelt a hagyomanyos iiveglemez alapu, sargaval kiemelt a digitalis

lemez alapt interobserver Osszehasonlitas, mig a zolddel kiemelt ugyanazon patologus
modszerek kozotti 6sszehasonlitasa. Felso tablazat a k-, also a négyzetesen stlyozott k-

értékeket mutatja.

P3 Manualis

ER P1 Digitdlis | P2 Manuilis | P2 Digitilis | P3 Manuilis | P3 Digitalis
Cohen k
1 Manuil 0.767 0.456 0.597 0.645 0.556
Anualls 110,738-0.800) | (0.417-0.496) | (0.559-0.635) | (0.607-0.682) | (0.517-0.595)
P1 Disitali 0.43 0.58 0.645 0.633 (0.595-
11tals (0.391-0.469) | (0.541-0.618) | (0.607-0.682) 0.670)
P2 Manuilis 0.484 0.447 0.329
(0.444-0.524) | (0.408-0.486) | (0.291-0.366)
P2 Digitalis 0.558 beaet
(0.519-0.596) | (0.493-0.572)
0.559

(0.521-0.598)

P3 Manualis

QWK, K2 P1 Digitalis P2 Manualis P2 Digitalis P3 Manualis P3 Digitalis
. 0.973 0.917 0.932 0.956 0.95
P1 Manualis
(0.966-0.980) | (0.903-0.931) | (0.917-0.948) | (0.947-0.966) (0.940-0.960)
N 0.914 0.935 0.956 0.961
P1 Digitalis
(0.901-0.928) | (0.920-0.951) | (0.947-0.965) (0.953-0.969)
P2 Manualis 0.909 0.917 0.894
(0.890-0.928) | (0.903-0.932) (0.878-0.910)
P2 Digitalis 0.922 0.93
(0.904-0.940) (0.914-0.946)
0.935

(0.921-0.948)
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4.1.3. Progeszteron receptor immunreakcio kiértékelésének
Osszehasonlitasa

A PR immunhisztokémiai reakciok hagyomanyos, illetve digitalis modon torténd
kiértékelésének patologusok kozti dsszehasonlitasat mutatja a 14., illetve 15.Téablazat.
Mindkét modszerrel kdzepes (0.41-0.6) vagy megfeleld (0.61-0.8) osztalyba estek a k
értékek, de az egyezés jobb volt a digitalis modszerrel. A négyzetesen stlyozott k és a
Spearman-féle rangkorrelaci6 értékei minden esetben a szinte tokéletes (0.81-1) osztalyba

estek, ami mindkét modszer klinikai relevancidjat er6sen alatamasztja.

14.Tablazat. PR immunreakcié hagyomanyos médon (M) végzett kiértékelésének
patologusok kozotti, interobserver 0sszehasonlitasa.

PR Cohen-féle Négyzetesen Spearman féle rang-
(95% CI) sulyozott korrelacio (df, 95% CI)
M1 vs. M2 | 0.496 (0.459-0.534) | 0.924 (0.906-0.942) | 0.936 (787, 0.927-0.943)

M1vs. M3 | 0.642 (0.606-0.678) | 0.955 (0.945-0.965) | (958 (787, 0.952-0.964)
M2 vs. M3 | 0.501 (0.464-0.538) | 0.932(0.916-0.949) | 0.922 (787, 0.911-0.932)

15.Tablazat. PR immunreakcio digitalis lemezeken (D) végzett kiértékelésének
patologusok kozotti, interobserver 0sszehasonlitasa.

PR Cohen-féle Négyzetesen Spearman féle rang-
(95% CI) sulyozott korrelacié (df, 95% CI)
D1lvs. D2 | 0.638(0.602-0.675) | 0.962 (0.953-0.970) | 0.958 (787, 0.952-0.964)

D1vs. D3 | 0.640 (0.604-0.677) | 0.943 (0.927-0.959) 0.942 (787, 0.933-0.949)
D2 vs. D3 | 0.618 (0.580-0.655) | 0.945 (0.929-0.960) | 0.940 (787, 0.931-0.948)

16.Tablazat. PR immunreakcié hagyomanyos médon (M) és digitalis (D) metszeten
végzett kiértekelésének modszerek kozotti 6sszehasonlitasa patologusonként.

PR Cohen-féle k Négyzetesen Spearman féle rang-
(95% CI) sulyozott k korrelacio (df, 95% CI)
M1vs. D1 | 0.781(0.749-0.814) | 0.982 (0.977-0.987) | 0.987 (787, 0.969-0.976)

M2 vs. D2 | 0.545(0.517-0.583) | 0.939 (0.923-0.955) | (933 (787, 0.923-0.941)
M3 vs. D3 | 0.669 (0.633-0.706) | 0.942 (0.926-0.958) | 0.943 (787, 0.935-0.951)

A 16.Tablazatban ugyanazon patolégus hagyoméanyos médon ¢€s digitalis modon térténd
PR immunreakciok kiértékelését hasonlitottuk 6ssze. P1 értékei itt is magasabbak voltak

¢s magasan a megfelel6 (0.61-0,8) kategoriaba estek. P2 és P3 kiértékeléseinél a k értékek
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kissé alacsonyabbak voltak, 0.6 koriil alakultak, vagyis a kozepes (0.41-0.6) é¢s megfeleld
(0.61-0.8) osztalyba estek. A klinikai relevanciat erdsebben figyelembe vevo négyzetesen
sulyozott k és a Spearman-féle rangkorrelacié azonban mar minden esetben szinte
tokéletesnek (0.81-1) bizonyult.

A 17. Téblazat foglalja 6ssze a PR immunreakciok kiértékelésének dsszehasonlitasat. A
fels6 részében a valtozatosabb k-értékekben (0,4-0,8) is tiikrozodik az Allred-index
szélesebb értéktartomanya, de ezen k-k is legalabb a kozepes kategériaba tartoznak.
Ugyanakkor az als6 részben lathato és a klinikai relevanciat jobban tiikkr6z6 négyzetesen
sulyozott k értékek altalaban 0,9 koriiliek vagy magasabbak, vagyis a szinte tokéletes
egyezést mutato kategoriaba sorolandok.

17.Tablazat.A kilonbozo értékek Osszesitett Gsszehasonlitd tablazata, progeszteron
receptor IHC. Sziirkével kiemelt a hagyomanyos iiveglemez alapu, sargaval kiemelt a

digitalis lemez alapt interobserver Gsszehasonlitas, mig a zolddel kiemelt ugyanazon
patologus modszerek kozotti Osszehasonlitasa. Felsd tablazat a k-értékeket, mig alsé a

négyzetesen sulyozott k-€rtékeket mutatja.

P3 Manualis

PR P1 Digitalis P2 Manualis P2 Digitalis P3 Manualis | P3 Digitalis
Cohen k
- 0.781 0.496 0.65 0.642 0.585
P1 Manualis

(0.749-0.814) (0.459-0.534) | (0.614-0.687) | (0.606-0.678) | (0.549-0.622)

P1 Digitlis 0.475 0.638 0.661 0.64
(0.438-0.512) | (0.602-0.675) | (0.625-0.698) | (0.604-0.677)

P2 Manuilis 0.545 0.501 0.432
(0.517-0.583) | (0.464-0.538) | (0.395-0.468)

P2 Digitalis 0.612 A
(0.575-0.649) | (0.580-0.655)

0.669

(0.633-0.706)

PR

P3 Manualis

QWK K2 P1 Digitalis P2 Manualis P2 Digitalis P3 Manualis P3 Digitalis
- 0.982 0.924 0.959 0.955 0.934
P1 Manualis
(0.977-0.987) | (0.906-0.942) | (0.950-0.968) | (0.945-0.965) | (0.917-0.951)
el ene 0.926 0.962 0.952 0.943
P1 Digitalis
(0.908-0.943) | (0.953-0.970) [ (0.942-0.963) | (0.927-0.959)
P2 Manuilis 0.939 0.932 0.904
(0.923-0.955) [ (0.916-0.949) | (0.882-0.926)
P2 Digitalis 0-956 0.945
(0.947-0.965) | (0.929-0.960)
0.942

(0.926-0.958)
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4.2 Immunhisztokémiai reakciok digitalis/szemiautomatikus
kiértékelésének validalasa

4.2.1. HER2 immunreakcio kiértékelésének osszehasonlitasa

A 18. Téblazatban lathato, hogy a patologusok altal megadott HER2-osztalyok (P1 és
P2), illetve a Konszenzus Osztaly (CS, Consensus Score) ¢s a MembraneQuant (MQ)
altal adott HERZ2-osztalyok a megfeleld és szinte tokéletes kategoridba esd egyezést
mutattak (MQ vs. P1:0.668, MQ vs. P2: 0.663, MQ vs. CS:0.872). A klinikai relevanciat
is figyelembe vevd Neégyzetesen stlyozott k értékek végig a szinte tokéletes egyezés
kategoriajaba estek (MQ vs. P1: 0.905, MQ vs. P2:0.901, MQ vs. CS: 0.967). A Spearman
féle rang-korrelacié is er6snek bizonyult és a szinte tokéletes kategoriaba esett (MQ vs. P1:

0.861, MQ vs. P2:0.842, MQ vs. CS: 0.928).

18.Tablazat. Az emldkarcinomds mintdk HER2 immunhisztokémiai kiértékelésének
egyezése a gépi (MembraneQuant, MQ) és a patolégusok egyedi (P1, P2) és Konszenszus
Score-javal (CS)

Cohen-féle k Négyzetesen Spearman féle rang-
(95% CI) sulyozott korrelacié (df, 95% CI)
MQ vs. P1 | 0.668 (0.575-0.761) | 0.905 (0.870-0.941) 0.861 (172, 0.817-0.895)

MQ vs. P2 | 0.663 (0.569-0.756) | 0.901 (0.864-0.938) 0.842 (172, 0.793-0.881)
MQ vs. CS | 0.872 (0.805-0.939) | 0.967 (0.947-0.986) 0.928 (172, 0.904-0.946)

Az attétes esetek kizarasaval, az igy fennmaradd 135 darab csak primer daganat
kiértékelésénél is hasonld eredményeket kaptunk a patologusok HER2-osztalyai (P1 és
P2), illetve a Konszenzus Osztaly (CS) és a MembraneQuant (MQ) altal HER2-osztalyok
kozott (19.Tablazat). Ezek a megfelel6 és szinte tokéletes kategoriaba estek (MQ vs.
P1:0.635, MQ vs. P2: 0.629, MQ vs. CS:0.868). A klinikai relevanciat is figyelembe vevd
vs. P1: 0.906, MQ vs. P2:0.901, MQ vs. CS: 0.970). A Spearman féle rang-korrelacio is
er6snek bizonyult és a szinte tokéletes kategoriaba esett (MQ vs. P1: 0.864, MQ vs.
P2:0.840, MQ vs. CS: 0.937).
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19.Tablazat. A primer emldkarcinomas mintdk HER2 immunhisztokémiai

kiértékelésének egyezése a gépi (MembraneQuant, MQ) és a patologusok egyedi (P1, P2)

¢s Konszenszus Score-javal (CS)

Cohen-féle k Négyzetesen Spearman féle rang-
(95% CI) sulyozott k korrelacié (df, 95% CI)

MQ vs. P1 | 0.635 (0.528-0.743) | 0.906 (0.868-0.945) 0.864 (134, 0.815-0.902)

MQ vs. P2 | 0.629 (0.521-0.738) | 0.901 (0.861-0.942) 0.840 (134, 0.783-0.884)
MQ vs. CS | 0.868 (0.792-0.946) | 0.970 (0.949-0.990) 0.937 (134, 0.912-0.955)

A hagyomanyos modon torténé HER2-kiértékelés soran 12 esetet talaltunk HER2 IHC
2+ pozitivnak, melyeket a program is ugyanebbe a csoportba sorolt 11 esetben. Az IHC-
vel pozitivnak (IHC 2+ és IHC 3+) talalt esetekbdl FISH vizsgalatot is végeztiink,
melynek soran ezek fele bizonyult FISH pozitivnak. A HER2 3+ esetek mindegyike
FISH-pozitiv lett. A vizsgalat soran a programmal 6sszességében 12 IHC 2+ és 23 THC

3+ esetet értékeltiink és szinte tokéletes egyezést talaltunk a konszenzus HER2-osztallyal.

4.2.2. HER2 THC 2+ esetek elemzése FISH-szempontjabol

Emlitettem, hogy a MembraneQuant program a HER2-osztaly automatikus
meghatarozasanal szamos kiilonb6z6 adatot szamit ki minden egyes sejtre. Ezen adatokat
kimentve és tovabb analizalva a FISH-pozitivitas prediktalasat eldsegit6 kiilonbségeket
probaltunk keresni. 15 THC2+ esetet vizsgaltunk meg ilyen médon, melyek koziil 9
bizonyult ~ FISH-negativnak, 6 pedig FISH-pozitivnak = HER2-amplifikacio
szempontjabol. Ezen eseteket a FISH pozitivitds alapjan dichotomizalva,
Osszehasonlitottuk a MembraneQuant altal szolgaltatott kiilonb6z6 adatokat. Mivel a
program szamos kiilonbozd értéket, illetve szarmaztatott értéket kalkuldl ki, itt nem
ismertetem mindet, csak azokat, melyek az elemzés soran szignifikans kiilonbséget

mutattak a FISH pozitiv és negativ esetek kozott.

A FISH negativ esetek digitalizalt képein t-probaval vizsgalva magasabb volt a HER2
IHC-negativ sejtek aranya, és alacsonyabb volt a HER2 2+ és 3+ sejtek aranya, mint a
FISH pozitiv esetekben ( 2+: 8.38% vs. 15.27%; p=0.0797; 3+. 1.26 vs. 4.07%j;
p=0.0178), de ez csak a 3+ sejtaranynal ért el szignifikans szintet. (20.Tablazat; 21.Abra
fels6 része) A kiillonb6z6 csoportokba sorolt sejtek sulyozott 6sszegeként kalkulalt H-

Score (H-Score=(1*IHC1+%)+(2*IHC2+%)+(3*IHC3+%)) értéke magasabb volt a

59



DOI:10.14753/SE.2019.2196

FISH pozitiv esetekben, de ez nem érte el a szigoraan vett szignifikancia szintjét (61.25
vs. 88.8; p=0.05574), inkébb csak trendként jellemezhetjiik.

20.Tablazat. A HER2 2+ és HER2 3+ sejtek aranyainak, illetve a H-Score értékének
kiilonbsége a FISH-pozitivitas alapjan dichotomizalt csoportokban. A FISH+ és FISH-
csoportok értékeinek eltérését t-probaval vizsgaltuk.

FISH- FISH+ FISH- FISH+ FISH- FISH+
p= 0.07097 0.01782 0.05574
HER2 2+ % RATIO HER2 3+ % RATIO H-Score

Atlag 8.38% 15.27% 1.26% 4.07% 61.25 88.80

21.Tablazat: A kiilonboz6 HER2 IHC-pozitivitasi csoportokba tartozd eseteknek
szignifikdnsan magasabb ,,Mask Area” értékeik voltak a FISH pozitiv esetekben.

FISH- | FISH+ | FISH- | FISH+ | FISH- | FISH+
p= 0,00031 0,00166 0,00486
LO_CMA1+ LO_CMA2+ LO_CMA3+
Atlag 7315 25794 1317 12464 184 2866
Vasiatiy Piot of HER? 2+ celt Varibilty Plot of HER2 3+ cet Variabity Plot of H-Score
uuuuuuuu HER? 2 annotsciokm2 78v'Sec Konszenzus HER? 2+ annotdcickméi 78v°56c Konszenzus HER2 2+ amotscikméi02 76v°56c
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21.Abra: A FISH-negativ és pozitiv esetek kozotti trendeket és szignifikans
kiilonbségeket mutatd valtozok grafikonjai. Legerdsebb szignifikans kiilonbség a ,,mask
area”-ban mutatkozott mindegyik ITHC pozitivitasi csoportban, de szignifikansan
magasabb volt a HER2 3+ sejtek aranya is a FISH-pozitiv esetekben. A H-Score és a
HER2 THC 2+ sejtarany is magasabb volt a FISH-pozitiv csoportban, de ez nem érte el a
szigortian vett szignifikancia szintjét. (Micsik et al 2013.(117))
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Magasan szignifikans kiilonbségek jottek ki azonban az egyik szarmaztatott értéket
tekintve a FISH-negativ és pozitiv esetek kozott. (21.Tablazat, 21.Abra also része) A
kiilonboz6 kategoriakba tartozo sejtek ,,mask area”-ja (ez a mérészam az adott csoportba
tartozo erdsségll pozitivitast mutato, tehat adott immunreakcid erdsségét jelzo értéki
csoportba tartozo objektumok adott latotérre jellemz6 ardnyszamat adja meg) mindharom
IHC-pozitivitasi csoportban (1+...3+) szignifikdnsan alacsonyabb volt a FISH negativ
csoportban (IHC1+: 7315 vs. 25794, p=0.00031, IHC2+: 1317 vs. 12464, p=0.00166;
IHC3+: 184 vs. 2866, p=0.00486)

4.2.3. Megbizhatoan reprodukalhaté magdetektalo algoritmus
implementacidja és validacioja
Osszeségében 45861 manuélisan bejeldlt magot tudtunk 44508 DIA-modszerrel
azonositott maggal Osszevetni. A két modszer kozott kivald, igen szoros, majdnem
tokéletes korrelaciot talaltunk (1=0,99323). (22.Abra) A szenzitivitas 90,23+4,29%, mig
a PPE 88,23+4,84% volt. Az értékek hasonléak voltak a kiilonbozé alcsoportokban (ER,
PR, Ki-67, HER2, p53), tehat nem mutattak festés-, vagy technika-specifikus eltérést.

) ) . X: Manual Nuclear Marking
Scatterplot: Manual Nuclear Marking vs. Automated Nuclear Detection (Casewise ~n=2
Automated Nuclear Detection = 118.31 + .90371 * Manual Nuclear Marki &?g;iéi?iiiﬁ%
Max = 4384.000000

Correlation: r = 99323 Min. = 444.000000

20

<

Automated Nuclear Detec
N =30
1 0 Mean = 1586.633333

I 1 Stel.Dv. = 798.103981
Max = 3945.000000
Min. = 455,000000

Automated Nuclear Detection
N
=]
o
o

-1000 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 0 10 20

Manual Nuclear Marking 0.95 Conf Int

22.Abra: A manualis és gépi magdetektalas Osszehasonlitisa. A két modszer altal
szolgaltatott értékek igen szoros korrelaciot (r=0,99323) mutattak. (Paulik et al
2017.(113))
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A teljes metszet (WSI) elemzésénél atlag 145mm? (22-324 mm?) teriiletet elemeztiink,
melyeken az atlagos sejtszam 340310 volt (33896-912178 db) A WSI-re vonatkoztattott
teljes futasi id6 atlaga 8’38’ (39°’- 43°28’’) volt. Ebben a tekintetben a scannelés

felbontasa és mindsége kifejezetten befolyasolta a feldolgozasi idot.

Egy kisebb alcsoportban megvizsgaltuk a lyuk-elimindlé algoritmus hatdsat. Ha
kihagytuk ezt a 1épést, a vesicularis magstruktira zavar6 hatasa szignifikansan
csokkentette az algoritmus szenzitivitasat és PPE-jét. (22.Tablazat és 23.Abra)

22.Tablazat. A Lyukkitolté algoritmus hatdsa a magdetektalas szenzitivitasara és PPE-
jére. Mindkét érték szignifikansan javul a magokon beliili inhomogenitasok elsimitasaval.

DIA Szenzitivitas (%) PPE (%)
Lyukkitoltés nélkiil 63,71 (57-69) 82,5 (78-85)
Lyukkitoltéssel 90,92 (90-92) 91,1 (89-93)

a @@ ‘QB 50 Hm c

@@

23.Abra: A lyuk-kitsltd algoritmus hatdsa a magok megfeleld szeparaldsara és
detektalasara. Kiilonbozé erdsségli IHC-metszeteken a felsé sor képein (a, c, e)
lényegesen tobb tulszegmentalt mag lathato. A lyukkitoltd algoritmussal ezek szama
drasztikusan csokkent (b,d,f képek) és igen jO egyezést mutat a manuélisan bejelolt
magokkal. (z6ld kor: valodi pozitiv; sarga X: alpozitiv; voros +: valddi negativ magok)
(Paulik et al, 2017.(113))
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23.Tablazat: A sajat (CellQuant) és két masik, ismertebb DIA-modszer (QuPath és
CellProfiler) eredményeinek Osszehasonlitasa a kiilonboz6 értékek tiikrében.

DIA Szenzitivitas (%) PPE (%) Szamitasi sebesség (MP/perc)
CellQuant 94 (90-98) 92 (88-96) 360,6 (252,5-460,4)
QuPath 88 (83-92) 82 (66-93) 90,4 (51,6-124,1)
CellProfiler 87 (81-93) 87 (71-96) 12,0 (7,7-17)

Az interneten szabadon hozzaférhetd két ismertebb DIA-moédszerrel (QuPath:
(https://qupath.github.io(114) és CellProfiler: https://github.com/CellProfiler (115))

torténd Osszehasonlitas hasonld beallitdsokkal és hardveres hattérrel tortént. Utdbbi
kozepes erOsségli, atlagos szamitogépes kapacitast jelol. Az eredmények a sajat
algoritmusunk (CellQuant) tekintetében jobbnak bizonyultak a Szenzitivitas, Pozitiv
Prediktiv Erték, illetve a szamitasi sebesség tekintetében is, valamint kisebb volt az adott
értékekben tapasztalt variabilitas is (23.Tablazat). Az eredmény a CellQuant (3DHistech,
Budapest, Hungary) metodus megbizhatosagat igazolta.

4.2.4. Osztrogén és progeszteron receptor immunreakcié digitalis
kiértékelésének validalasa
A vizsgalat elején a még kalibralatlan NuclearQuant szoftver adta eredmények és a
patologusi kiértékelés kozti egyezés igen alacsonynak bizonyult, de a kalibralas végére
az applikacid 87%-os pontossaggal taldlta meg a magokat ¢és szinte tokéletes egyezést
mutatott a Cohen-féle « (0.859), a négyzetesen sulyozott k (0.986) és a Spearman féle
rang-korrelacio (0.953) értéke is. (24.Abra, 24.Tablazat) A program ugyanannyi esetet

sorolt a pozitiv (n=30) és negativ (N=8) osztalyba, mint a patologus.

Ezt kdvette a mar kalibralt NQ applikacidval torténd ujabb 53 annotéacio elemzése, vagyis
a kalibralt applikacio validalasa. Ennek soran a Cohen-féle x (0.795), a négyzetesen
sulyozott « (0.981) és a Spearman féle rang-korrelacié (0.975) mindegyike kivalo
érteklinek a szinte tokéletes egyezést jelentd osztilyba sorolddott. (24.Téblazat) A
program a validacid soran is ugyanannyi esetet sorolt a pozitiv (n=46) és negativ (N=7)
osztalyba, mint a patologus, de 3 esetben kiss¢ gyengébbnek értékelte a pozitivitast,

illetve egy esetben magasabbnak, mint a patologus
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. 24.Abra: Egyezés a [GNUGNSHGIONGS (voros vonal), a kalibralatlan NQ (sziirke vonal)
és a kalibralt NQ (fekete vonal) talalati ardnya kozott a negativ (felsd grafikon) és pozitiv
(also grafikon) magok/sejtek esetében a kiilonb6zd vizsgalt tumorrégidknal. (Krecsadk et
al.2011. (72))

24. Tablazat: A korrelaciok valtozéasa a kalibralas hatdsara, illetve a validacio eredménye.

Cohen-féle k Négyzetesen Spearman féle rang-
(95% CI) sulyozott korrelacié (df, 95% CI)
0.138 0.485
Kalibralatlan NQ
(0.0217-0.298) (0.870-0.941)
0.859 0.986 0.953
Kalibralt NQ
(0.729-0.990) (0.864-0.938) (37,0.911-0.976)
0.795 0.975
NQ validalas 0.981
(0.664-0.926) (52, 0.958-0.986)

A 25.Abra mutatja a manualis és automatikus sejtmagdetektalas Gsszehasonlitasat.
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25.Abra: A manualis sejtmagdetektalds (bal oldal) és a NuclearQuant applikacio altal
elvégzett sejtmagdetektalas (jobb oldal) eredményének képi dsszehasonlitasa. Sarga (1+),
narancssarga (2+) és vords (3+) kontarral vannak a pozitiv, mig kék konttrral a negativ
sejtmagok koriilrajzolva. (Krecsak et al.2011. (72))

4.2.5. Ki-67 proliferacios marker digitalis kiértékelésének validalasa

Alabbiakban annak a pilot-study vizsgalatnak az eredményeit mutatom be (118, 119),
amely Acs Baldzzsal és munkatarsaival végzett, a DIA-médszereknek a PI-
kiértékelésében torténd hasznalhatdsagat vizsgald kutatdsunkhoz tartozik (76). A
kiilonbozé6 modon tortént PI (manualis, félautomata, automata) Osszehasonlitasait

grafikonokon, illetve tdblazatos forméaban is bemutatjuk.

Scatterplot: Pl CellQuant vs. Ki67 % manual (Casewise MD deletion)
Ki67 % manual = -3,632 + ,74587 * Pl CellQuant
Correlation: r = ,72651
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Ki67 % manual
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Pl CellQuant 0,95 Conf.Int.
26.Abra. A manudlis (Ki67 % Manual) és félautomata (PI CellQuant) proliferacios

crer

korrelacios egyiitthato.
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Ha a hagyomanyos, empirikus modon meghatarozott proliferacids indexet (Ki-67%
manual) korrellaltattuk az annotaciokon lefuttatott automatikus meghatarozassal (Pl
CellQuant), akkor r=0,72651 értékii, erés egyezést talaltunk (26.Abra). Ha ugyanezt (Ki-
67 % manual) a teljesen gépi (automata tumorfelismerés és azon gépi kiértékelés, PI
PatternQuant) moddszerrel hasonlitottuk 6ssze, akkor is jo, szignifikdns korrelaciot

talaltunk r=0,62213 (27.Abra).

i . R X: Pl PatternQuant
Scatterplot: Pl PatternQuant vs. Ki67 % manual (Casewise MD deletion) ’\NA = 26717 coso1n
ean = 17,
Ki67 % manual = -,6243 + ,77782 * P| PatternQuant Std.Dv. = 15,5017
Max. = 90,040000
Correlation: r = ,62213 Min. = 1,050000
Y: Ki67 % |
200 NI: Zeo_lmanua
Mean = 13,054307

Std.Dv. = 19,3812]1
Max. = 100,000000

100 | . 1 Min. = 0,000000
o
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Pl PatternQuant lm‘
27.Abra. A manualis (Ki67 % Manual) és teljesen automata (PI PatternQuant)
proliferacids indexek 0sszehasonlitasa. A két valtozo szignifikans korrelacidjara utal az
r=0,62213-as korrelacios egyiitthato.

Scatterplot: Pl CellQuant vs. Pl PatternQuant (Casewise MD deletion)
Pl PatternQuant = 4,2637 + ,59549 * Pl CellQuant
Correlation: r = ,72519
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28.Abra. A félautomata (PI CellQuant) és teljesen automata (PI PatternQuant)
proliferacios indexek oOsszehasonlitisa. A két valtozod szoros korreldciojara utal az
r=0,72519-es korrelacios egyiitthato.
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A félautomata ¢és teljesen automata gépi modszer (PI vs. PQ PI) eredményeit
osszehasonlitva is erdsen szignifikans korrelaciot talaltunk: r=0,72519. (28.Abra). A 25.
Tablazat 6sszefoglaloan mutatja fenti 6sszehasonlitasok eredményét.

25.Tablazat. A kiilonb6zé mddon meghatarozott proliferacios indexek parametrikus

modon torténd Osszehasonlitasa. Lathatod, hogy mindegyik viszonylatban szignifikans €s
jo korrelacio volt talalhato. (Micsik et al.2014 (118) és 2015 (119, 120) alapjan)

Manualis Ki-67 PI CellQuant Pl PatternQuant
Manualis Ki-67 - 0,72651 0,62213
Pl CellQuant 0,72651 - 0,72519
Pl PatternQuant 0,62213 0,72519 -

Az emldrakok gradalasanal a nagy nagyitasu latoterenkénti mitdzisok szamolasa bevett
gyakorlat, annak ellenére is, hogy sajnalatos mdédon a mitotikus alakok felismerése a
mikroszkdp alatt nem olyan egyszer(, illetve meglehetdsen szubjektiv és ez esetenként
magasabb interobserver eltérést is eredményezhet (121). Ez is tiikr6z6dhet abban, hogy a
manudlis mitotikus index (MI) és a teljesen automata proliferacios index (PI
PatternQuant) sszehasonlitasdval kaptuk a legalacsonyabb, de még mindig szignifikans
korrelaciot (r=0,50865) (29.Abra).

. . . R X Pl PatternQuant
Scatterplot: Pl PatternQuant vs. Mitoticindex manual (Casewise MD deletion) 'l\\l/l = 26717 caso1s
lean = )
Mitoticindex manual = 6,6475 + ,43941 * Pl PatternQuant Std.Dv. = 15,5017
Max. = 90,040000
Correlation: r = ,50865 10 5 E{EEELY
Y: Mitoticlnd
200 N|:02|(é7n ex manu
Mean = 14,374873
Std.Dv. = 13,3914
Max. = 78,000000
ey l 1 Min. = 0,000000
(o]
100
80 o

MitoticIndex manual

-20 (0] 20 40 60 80 100 120 O 100 200

Pl PatternQuant | 0,95 Conf.Int.

29.Abra. A hagyomanyos modon szamolt mitotikus index (MI, Mitotic Index Manual)
¢s teljesen automata (PI PatternQuant) proliferacids indexek Osszehasonlitasa. A két

crer

mint a kiilonb6zé mdédon szamolt proliferacids indexek korrelacioja.
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Ha a teljesen automata kiértékelés (PatternQuant) eredményeit a manualis kiértékeléssel
(SQ_1, SQ 2, SQ 3) Intraklassz korrelacioval osszehasonlitva (ICC — IntraClass
Correlation) igen jo, szinte tokéletes egyezést talaltunk (ICC= 0,913). Ha a hagyomanyos
kiértekelés konszenzusanak (SQ_Ref) eredményét vetettiik Ossze ltraklasssz korrelaciot

alkalmazva a teljesen automatizalt gépi kiértékeléssel, akkor majdnem tokéletes egyezést

talaltunk: ICC=0,979 (30. Abra).

20 ICC:0,913 2 1CC:0,979
15,00 I I I il I I
E 10,00 I E 10007
5,00 >
0,00 T T I o I

I
PatternQuant SQ_REF
Error Bars: 95% Cl

T
PatternQuant  SQ_1 SQ_1 SQ_3
Error Bars: 95% CI

30.Abra. IntraClass Correlation (ICC) értékei a teljesen automata (PQ) és manuélis
kiértékelés egyedi (SQ_1, SQ 2, SQ 3) és konszenzus (SQ_REF) ertekei kozott mind a
szinte tokéletesen egyez6 kategoriaba estek. (Acs et al 2018 (76) alapjan, modositva)

A proliferacios ratak klinikai tartalmat Kaplan-Meier grafikonokon tudjuk szemléltetni
(31.Abra). A Ki-67 proliferacios rata esetében az un. St. Galleni konszenzus-értékek a
mérvadoak. Ennek értékét a rendszeresen tartott kongresszusokon az Gjabb vizsgalatok
eredményeinek tiikrében feliilvizsgaljak, és igy idénként Gjabb értékben hatdrozzak meg:
volt ez 13,6%, 14%, 15% is és legjabban 20% (49, 122). Ennek megfeleléen a

vizsgalatunk soran két kiilonboz6 érték mentén is dichotomizaltuk a betegeket.

14%-o0s proliferacios rata mentén dichotomizalva szignifikans tulélési kiilonbség volt
lathaté az alacsonyabb és magasabb proliferacios rataba tartozé betegek csoportja kozott
(SQmeanKi-67@14%, p=0,034), mely a digitalis kiértékeléssel erdsebbnek mutatkozott
(DIAKI-67@14%, p=0,016) (31.Abra: A és B). Ha a betegeket a 20%-os proliferacios

rata mentén dichotomizaltuk, akkor ez a talélési kiillonbség még szignifikdnsabba valt:
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SQmeanKi-67@20%, p=0,002) és digitalis kiértékeléssel szintén kissé erdsebbnek
mutatkozott (DIAKi-67@20%, p=0,001) (31.Abra: C és D).
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31.Abra. Kaplan-Meier grafikonok a betegek Betegségmentes Tulélési (Disease Free
Survival - DFS) adataival. A betegeket 14%-os Proliferacios Index (PI) érték (A, B),
illetve 20%-os PI érték (C, D) mentén is dichtomizaltuk. Mind a hagyomanyosan (A, C;
SQ_mean_Ki-67), mind a digitalisan meghatarozott (B, D; DIA Ki-67) proliferacios
index-szel is szignifikans kiilonbség adodott a magas és alacsony Ki-67-indexii csoportok
talélése kozott, de a digitalis index esetében erdsebb volt a szignifikancia értéke (0,034
vs.0,016 és 0,002 vs. 0,001) (Acs et al 2018 (76) alapjan, modositva)
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5. Megbeszélés

5.1.Markerek hagyomanyos iiveg és digitalizalt metszeteken torténé
kiértékelésének osszehasonlitasa

5.1.1. HER2 immunreakciok kiértékelésének osszehasonlitasa

Specialisan a biomarkerek képernydn, bedigitalizalt metszeteken torténd leolvasasaval és
hagyomanyos, mikroszkopos modon torténd kiértékelésének dsszehasonlitasaval, illetve
a digitalis leolvasds hatasaival foglalkozo vizsgalat még viszonylag kevés latott

napvilagot.

Egy brazil vizsgalatban 200 emlérdkot hasonlitottak 6ssze hagyomanyos modszerrel €s
WSI-kiértékeléssel harom kiilonb6zé HER?2 antitesttel (HercepTest, CB11, SP3) végzett
Immunreakcié szempontjabodl. Kifejezetten jo k-értékeket talaltak (SP3:0,8; CB11 és
HercvepTest: 0,81). A WSI-kiértékelés javitotta a szenzitivitast az SP3 és HercepTest
(100%), valamint a CB11 esetében is (97%), mig a WSI-specificitds kissé alacsonyabb
lett (SP3 87%, HercepTest 86,4% és CB11 89,4%) (98) (26.Tablazat).

26.Tablazat. Harom kiilonb6z6 antitesttel (HercepTest, CB11, SP3) végzett HER2
Immunreakcié hagyomanyos (Optical Microscopic, OM) ¢és digitalizalt metszeten
(Whole Slide Imaging, WSI) kiértékelésének Osszehasonlitdsa ¢és ezek hatdsa a
szenzitivitasra €s specificitasra. (Nunes et al Pathology Research and Practice 2014 (98))

] K Szenzitvitas Specificitas
Antitest
(OM vs. WSI) oM WSI oM WSI
SP3 0,8 98 100 97,1 87
CB11 0,81 92,1 97 97,1 89,4
Herceptest 0,81 97 100 95,2 86,4

Amikor 30 patologus nézett at 30 esetet mindkét modszerrel, akkor alapvetden jo egyezést
talaltak a két moddszerrel megallapitott HER2-osztalyok kozott (k=0,719), habar a
vizsgalat szerint a monitoron torténd kiértékelésnél tendencidzusan kissé magasabb
HER2-osztalyokba soroltak az eseteket, de ez nem mutatkozott statisztikailag relevans

feliilkiértékelésnak (99).
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Egy a kiilonb6zd patologusokat és a mikroszkopos, valamint a hagyomanyos mdédon
torténé HER2-Kiértékelés eredményeit tobbféle modon is (interobserver, intermetodus)

is 0sszehasonlité tanulmany ekvivalensnek talalta a kiilonbdz6 modszereket (123).

Egy masik vizsgalatban 180 emldkarcinomas esetet értékelt ki 3 patologus el6szor
hagyoményos, mikroszkopos moédon, majd késdbb a bescannelt digitalis metszeteket
monitoron. Alapvetden jo egyezést talaltak a két modszerrel torténd kiértékelés kozott
(61,3%-92,5%) ¢és a patologusok kozotti eltérések is hasonloak voltak mind a
hagyomanyos (76,3%-91,3%), mind a monitoros (70,0%-86,0%) kiértékelés esetében
(124).

A legosszetettebb vizsgalatban 8 patologussal elemezték 50 esetnél a hagyomanyos és
digitalis metszeteken, teljes metszeten és TMA-kon torténd kiértékelés hatasait
membranozus (HER2) és magi (Ki-.67) reakciok, illetve folyamatos és diszkrét valtozok
esetében i1s.(100) Az 6 eredményeik is alapvetéen jo egyezést mutattak a kiilonbozo
moédon (Intermodality és/vagy Interobserver) torténd kiértékelések eredményei kozott
HER?2 IHC esetében (Kendall Tau: 0,67-0,83). Itt is megjelent, hogy a monitoron térténd
kiértékelésnek lehet egy kis ,,felértékel6” hatasa HER2 esetében, mar csupan azért is,
mert az ember tobb 1d6t tolt a metszetek meg/atnézésével €s konnyebben tud nagyobb
nagyitasokra menve enyhe pozitivitasokat is felfedezni. A TMA-k esetében kisebb volt a
detektalt interobserver vagy intermethod eltérés. Ki-67 proliferacios rata
meghatarozasakor szintén alapvetden jo, még pontosabb egyezést talaltak (Interobserver
Kendall Tau: 0,71-0,76; Intermethod Kendall Tau: 0,78), melyre a TMA/teljes metszet
vizsgalata nem volt hatassal. Az is kideriilt azonban, hogy az eredmények kiilonbségéért
sokszor inkabb az egyéni/vizsgaloi attitid, valamint a nem teljesen standardizalt
kiértékelési mad is felelhet, mely tényez6k nem a digitalizalas altal befolyasolt valtozok.
Vagyis konkluzidként a digitalis kiértékelési mod potencialis hasznossaga mellett inkabb
az eredeti immunhisztokémiai folyamat standardizalasara, a vizsgalt biomarker
jellegzetességeire, a  megfeleld mintavételre ¢és  koriiltekintd  iranyelvek
megfogalmazasara iranyulo igény jelent meg (100). Természetesen felmeriil, hogy nem a
patologus szeméhez kell kalibralni a dolgot, hanem a klinikai relevancidhoz, vagyis az
igazi dontd érvényl vizsgalat az lesz, amelyben a kiértékelési modok kiilonbozo

eredményeit a klinikai korlefolyassal lehet dsszevetni.

71



DOI:10.14753/SE.2019.2196

HER2 IHC kiértékelésénél alapvetden jo (megfeleld és szinte tokéletes osztalyba
sorolandd) egyezést talaltunk a kiilonb6zd kiértéeklések kozott, barmilyen modon
(mikroszkop vagy digitalis metszet monitoron) is tortént a kiértékelés. Ha a klinikailag
relevans eltéréseket stilyozva értékeltiik, az egyezés majdnem minden esetben 0,9 felett,

a szinte tokéletes osztalyba tartozé értéket mutatott.

A viszonylag kevés ezirdnyu nemzetkdzi vizsgalat hasonld eredményei is alapvetden jo
egyezést mutattak a HER2 membranozus reakcidjanak mikroszképos €s monitoros
kiértékelését 0sszevetve, habar egy minimalis ,.felértértékel6” tendenciat jeleztek, ami
azonban nem valtoztatta meg szignifikansan az értékeket (98-100, 124). Utobbi hatas
eredhet a digitalis metszetekkel valdé hosszabb foglalkozéas, nagyobb figyelem ¢és
konnyebb kezelhetdség, Iényegében végtelen nagyithatosag miatti alaposabb
odafigyelésbdl. Az egyik vizsgalatban nézték a digitalis kiértékelés szenzitivitasara €s
specifitasra gyakorolt hatdsat, mely szintén azt mutatta, hogy a kissé nagyobb figyelem
hatdsara a szenzitivitds majdnem 100%-ossa emelkedett, annak &ran, hogy néhany

kevésbé pozitiv eset is bekeriilt, ami a specificitast kissé csokkentette (98).

Fentiek alapjan a hagyomanyos ¢és digitalis lemezen torténé HER2 IHC kiértékelést
egyenértékiinek mondhatjuk. A digitalizaicionak nem volt kedvezdtlen hatasa az
értékekre, ugyanakkor a munkakornyezet kényelmesebb/flexibilisebb volt. Fenti €s sajat
vizsgélatok eredményeinek alapjan a kiilonb6zé biomarkerek digitalis mdédon torténd

kiértékelése tehat redlis alternativa €s segitségiil hivhaté a mindennapi gyakorlatban.

Erdekességként lehet megemliteni, hogy a vizsgélat soran a P1-el jelolt patologus végig
magasabban korrellald értékeket szolgaltatott, amikor a hagyoméanyos és digitélis
metszeten torténd kiértékelést hasonlitottuk dssze. Ennek egyik oka lehetett, hogy P1 mar
régebben foglalkozott digitalis patoldgiaval és ezaltal jobban hozzaszokott a digitalis
platform és targylemezek hasznalatdhoz. Ezt a tanulasi gorbe hatast mas vizsgalatok is

megerdsitették mar korabban (58, 125, 126).

5.1.2. Hormonreceptorok immunreakcidinak kiértékelésének
0sszehasonlitasa

A kiilonb6zo értékeket megvizsgalva azt lathatjuk, hogy hormonreceptorok esetében az

egyezés a kozepes (0,41-0,6) ¢és megfeleld (0,61-0,8) osztalyokba esett, vagyis
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alacsonyabb volt a HER2-nél. Erdekesség, hogy a digitalis metszeteken meghatarozott
osztalyok altaldban magasabb egyezést mutattak, ami szintén fakadhat a nagyobb
odafigyelésbdl és a digitalis metszetek, valamint a monitoron lathaté képek szabadabb
bejarhatésaganak, nagyithatosdganak lehetdségébol. Vagyis csupan abbodl, hogy
egyszerlien a monitoros megtekintés joval flexibilisebb és tobb betekintési lehetdséget

nyujt €s csabit az alaposabb megtekintésre, koriiltekintdbb vizsgalatra.

Fontosnak tartom kiemelni, hogy az interobserver eltérések mar alapesetben is
magasabbak voltak a hormonreceptorok esetében a HER2-hoz viszonyitva. Ez azonban
konnyen érthetd is, hiszen a hormonreceptorok magi immunreakcidinak kiértékelésénél
hasznalt Allred féle Quick Index (AQI) 0, 2-8 kozott barmilyen érték lehet, tehat itt a
lehetséges kategoriak/értékek szama a HER2 IHC-nek dupléja (8 versus 4). Azt is meg
kell emliteni, hogy a PS (%) szamoléasa becsléssel torténik, de ennél fontosabb, hogy az
IS (intenzitds) esetében nincs standardizaltan meghatarozva mit kell gyenge, kozepes,
illetve erds pozitivitisnak nevezni. Ezek alapjan konnyen elfogadhato, hogy az AQI
esetében tapasztalt nagyobb eltérések inkabb a kiértékelési rendszer intrinsic

tulajdonsaganak tarthatdak.

Klinikailag azonban az AQI>2 eseteket kell pozitivnak tekinteni és ha az ezt figyelembe
vévo négyzetesen sulyozott k-t, vagy a Spearman féle rang-korrelaciot hasznaljuk, akkor
a fentebb emlitett eltérések klinikai relevancidja nem tiinik lényegesnek, hiszen igy
minden érték a szinte tokéletes egyezés osztalyaba sorolodik at, béven 0,9-es érték felett

minden esetben.

Hasonlo vizsgalatot keveset talaltunk. Egy 120-fés vizsgalatban 3 patologusi
manualis’hagyomanyos leolvasast dsszehasonlitva ER esetében 94,9%-o0s, PR esetében
94,4%-0s interobserver egyezést talaltak. Ugyanezen esetek digitalis metszeten vald
kiértékelésénél ER esetében 92%-0s, PR esetében 94%-0s interobserver egyezést talaltak,

de a két metodus kozti kiértékelés eredményeit nem hasonlitottak dssze (71).

Egy masik vizsgélatban 3 patolégus 260 ER és PR metszet hagyomanyos ¢és digitalis
platformon torténd kiértékelését hasonlitottak Gssze. Alapvetden jO egyezést taldltak
(83,8-100%), de tobb esetben a digitalis lemezekkel pontosabb egyezés jott ki, ami
alapjan Ok is legalabb ekvivalensnek gondoljadk a hagyomanyos és képernydn torténd

kiértekelést (127).
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Sajnéalatos moédon a hormonreceptorok mikroszkoépos és monitoros kiértékelésat direkt
Osszehasonlitd vizsgalatot keveset taldltunk, de azok is sajat tapasztalatainkkal
megegyezd eredményekre utaltak. Osszességében kimondhat, hogy a magi
immunpozitivitas digitalis kiértékelése az iliveglemezeken torténd kiértékeléssel
megfeleld egyezést mutatott. A digitalis kiértékelés soran a Cohen-féle k és négyzetesen
stlyozott « értékek jobbak lettek, foleg progeszteron-receptorok esetén. Az Allred-index
viszonylag széles tartomanyai miatt, a standardizalt digitalis kiértékelés segithet az

optimalis hormonterdpia megvalasztasaban.

5.2. Immunbhisztokémiai reakciok digitalis/szemiautomatikus
kiértékelésének validalasa

5.2.1. HER2 immunreakciok kiértékelésének dsszehasonlitasa

Mivel az emlérakok anti-HER2 terdpiaja a célzott kezelések egyik legsikeresebb
szerint altalaban hatékonynak bizonyul a terapia és mindenképpen valasztando
modalitasként itélik meg (128, 129), de a cikkek egy része magas interobserver
variabilitasrol szamol be a HERZ2-osztalyok esetében (82, 84, 130-133), illetve a
trastuzumabbal kezelt betegek kozel felénél nem kapnak megfeleld terapias effektust,
melynek részben lehet oka a tumor heterogenitasa is (31, 78, 134, 135). Tovabbmenve,
egyes meta-analizisek arra az eredményre konkludaltak, hogy az anti HER2-terapidk
kozel 6tode nem megfeleld6 modon torténik (22, 136), ami még fontosabb lehet annak
ismeretében, hogy trastuzumab cardiovascularis betegeknél nem kivant mellékhatasokat

is okozhat (137, 138).

Az altalunk vizsgélt emlOkarcinomas esetekben a patologusok altal meghatarozott
konszenzus HER2-osztaylokkal jO egyezést mutatott a szemiautomatikus modon, a
MembraneQuant modullal meghatarozott HER2 immunhisztokémiai kiértékelés. A tobb,
mint 100 betegbdl szarmazo, de dsszességében tobb mint 300 région tesztelve az altalunk
kifejlesztett membranfelismerd algoritmust validalni tudtuk. A program a kijelolt
teriileten hatékonyan ismerte fel a sejteket és azokat a megfeleld pozitivitasi csoportba
sorolta. A klinikai relevanciat is figyelembe vevo négyzetesen sulyozott k értékei 0.901

¢s 0.970 kozott mozogtak, ami a szinte tokéletes egyezést jelenti. Ez alapjan a
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MembraneQuant modult klinikai értelemben hasznosnak mondhatjuk, hiszen segithet a

kiértékelések standardizalt és archivalhaté mdédon torténd végrehajtasaban.

Szamos, a mienkhez hasonloan sikeres validacios vizsgalatrdl sz616 cikket talalhatunk az
irodalomban, melyekben jo egyezést talaltak a HER2-IHC hagyoméanyos modon torténd
kiértékelése és a gépi, vagy semi-automated vagy Digital Image Analysis (DIA, 1A)
kiértékelése kozott. Nehéz lenne ezeket részletesen ismertetni, ezért inkabb tablazatos
formaban térnék ki ezekre (27.Tablazat) (71, 74, 102, 112, 135, 139-145).

27.Tablazat. A fontosabb HER2 IHC DIA vizsgalatok (PCC: Pearson’s Correlation

Coefficient, DIA: Digital Image Analysis, k: Cohen-féle «, 2k: Négyzetesen sulyozott K,
0: Spearman-féle o )

Szerzd Ev | n(db) Konkc;rdami Médszer platform

Bankhead | 2018 | 293 PCQE;%Z;?G; manulis vs. DIA QuPath
Barnes 2017 | 120 93,8-100% mf;:)‘;ig;:igigﬁis VMSI

Briigmann 2012 16?-8 92’03,?8 4K N manualis és FISH vs. DIA HER2-Connect
Dobson 2010 275 91% manualis és FISH vs. DIA Tissue 1A

Helin 2015 750 2%k =0,92 Patologus Vlssﬁutaté & vs. ImmunoMembrane
ggggg 2015 | 462 93,6% manualis vs.DIA HER2-Connect
Howat | 2014 | 8267 =0,69 TMA, manuilis vs. DIA, Ariol
talélés
Koopman | 2018 | 319 | ® ’6? 5 manudlis vs. DIA
La”””:"i‘:ie“ 2011 | 195 K=0.86 manualis és FISH vs. DIA | HER2-Connect

Marcuzzo | 2016 | 176 92,5% HER2 IHC 2+ vs. FISH VISIA
Micsik 2015 107 ';::%%7627 2 patologus vs. DIA MembraneQuant

Tuominen 2012 144 2k =0,8 manudlis és FISH vs. DIA | ImmunoMembrane

Fenti tdblazatbol lathato, hogy a szakirodalomban 6sszességében 9-féle platformon kozel
11000 eseten elvégzett vizsgalatokrdl talalhatunk sikeres beszamolokat. A szamos
vizsgalat sajnos sokszor kiilonb6zd metodikaval késziilt, ezért pontos és mindenre
kiterjed6 6sszehasonlitasuk nehézkes, ugyanakkor ezekben 80-90%-os egyezéssel, illetve
0,8 feletti Pearson’s Correlation Coefficient, Cohen-féle k, Négyzetesen stlyozott k,
Spearman-féle o értékekkel talalkozhatunk, ami alapvetden jo, szinte tokéletes egyezést

jelent (116). Az ennek fényében altalunk, illetve szamos mas munkacsoport altal
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lefolytatott vizsgélat alapjan is az emldkarcinomas esetekben a patologusok 4altal

meghatarozott HER2 kiértékelés jo egyezést mutatott a DIA eredményeivel.

Emellett tobb vizsgalatban is megjelent az a tendencia, hogy a DIA-kiérétkeléssel az
’equivocal’, vagyis HER2 2+ esetek szamat csokkenteni lehet, vagyis digitalis
kiértékeléssel ezen betegek egy része megbizhatdéan atsorolhatd volt az IHC 1+ vagy
pedig az IHC 3+ csoportba és igy FISH-vizsgalat potencialisan megsporolhato lehet (64-
66). A fenti eredmények biztatdak és mara mar a kiilonb6z6 iranyelvekben is a digitalis
patologia és kiilonbozé DIA-modszerek hasznalatara biztatjak a patologusokat (112, 139,
140). Szintén ezen vizsgalatok tapasztalata, hogy a DIA-kiértékelés képes csokkenteni az

interobserver eltéréseket is (133).

Kozelmultban latott napvilagot egy tanulmany, melyben tSbb DIA-platformot
versenyeztettek egymassal, illetve patologus expertekkel (146). 105 DIA-csapat nevezett
a versenyre, de ezek koziil végiil csak 14 csapat, 18 kiértékelési eredményt kiildott be.
Emellett két patologus expertet is bevontak a vizsgalatba, hogy a DIA-értékeket azokhoz
is tudjak viszonyitani. A pontozas alapja a felhasznalt 86 eset egyetemi vizsgalokdzponti
HER2 IHC-osztalyatol (gold standard) valo eltérés volt. Ebben a klinikai relevancia
alapjan stlyozva kaptak pontokat a kiértékelok: minél kdzelebbi volt a két érték, annal
tobb pont jart a kiértékelonek (28.Tablazat). Ezen feliil bonusz-pontok jartak a komplett-
membranpozitivitast mutaté sejtek helyes meghatarozasaért (32.Abra).

28.Tablazat. A HER2-Contest-ben hasznalt, klinikai relevanciat figyelembe vevo,
sulyozott pontértekek az egyezés mértekétdl fliggtek. Tokéletes egyezésnél 15 (zold),

kisebb félre-értékeléseknél 2,5 vagy 5 vagy 10, csoportvaltast okozo tévesztésért (HER2
pozitiv vagy negativ) 0 (piros) pont jart. (Qaiser et al 2018 (146) alapjan, modositva)

DIA Score 0 DIA Score 1+ DIA Score 2+ DIA Score 3+
Standard score 0 15 15 10
Standard score 1+ 15 15 10
Standard score 2+ 2,5 2,5 15 5
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32.Abra. A 2016-0s HER2-Contest eredményei. A versenyben részt vevd csoportok
kiilonb6z6 DIA-modszereinek pontszamait latjuk fekete hasabokban és a bonus pontokat
a narancssarga vonal jelzi. (Qaiser et al 2018, (146))

Erdemes megemliteni, hogy a vizsgalat részeként DIA és patologus expertek altal
meghatarozott kiértékelés 0sszehasonlitasa is megtortént. Ebben az egyik DIA-modszer
kicsit magasabb pontszammal szerepelt, mint a legjobb patologus (29.Tablazat), ami jol
illusztralja a standardizalas és objektiv kiértékelés pozitiv hozadékat.

29.Tablazat. A kiilonb6z6 DIA-mddszerek ¢€s patologusok eredményének
Osszehasonlitasa. Kiemelendd, hogy az egyik DIA-modszer magasabb pontszdmot tudott

elérni a nagy tapasztalattal bird patologus expertnél. (Qaiser et al 2018 (146) alapjan,
modositva)

Hely | Név Pont | Bonusz | Osszes

1| TeM o0 | 125 | 2325
Indus

2 PatExpertl | 210 20.5 230.5
3 Visilab 212.5 15 227.5
4 MUCS-1 205 20.5 225.5
5 | PatExpert2 | 185 10 195
6 | PatExpert3 | 180 13 193

5.2.2. HER2 THC 2+ esetek elemzése FISH-szempontjabol

A HER2 immunhisztokémiai vizsgalatok kiértékelésekor a negativ (IHCO, IHC 1+) ¢és
erdsen pozitiv (IHC 3+) esetek altalaban nem okoznak nagy nehézséget. Sok esetben elég

az immunreakci6 is, de az Un. ’equivocal’, vagyis a HER2 2+ eseteknél nem. Ez az a
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betegcsoport, ahol a hagyomdnyos, manualis/mikroszkdopos kiértékelés felbontasa nem
elégséges és ezért altalaban in situ hibridizacidval lehet és kell kimutatni a HER2 gén
képiaszamat és ezaltal a génamplifikacid meglétét és pontos értékét vagy hidnyat. A
hétkdznapi gyakorlatban ezt a csoportot néhol kissé kiszélesitve, hajlamosak vagyunk ide

sorolni a biztonsaggal nem megitélhetd, vagy éppen heterogén eseteket.

A HER2 FISH vizsgalatok kiértékelése nagy gyakorlatot és draga instrumentariumot
igényel, illetve maga a vizsgalat sem hozzaférhetd mindenhol, hanem csak bizonyos
centrumokban. A nemzetkdzi iranyelvek is azt hangsulyozzak, hogy a FISH-t olyan
centrumokban lehet megbizhatéan elvégezni és kiértékelni, ahol évente nagyobb szamu
vizsgalatot végeznek el (147, 148). A koézelmultban kifejlesztett alternativ in situ
hibridizacios eljarasok (CISH, SISH) igyekeznek a specialis miiszerigényt kikeriilni, de
maga az in situ vizsgalat megvalodsitasa is nagyobb gyakorlatot igényel, illetve a normal
mikroszkdpokkal vald detektalas és kiértékelés sem egyszeri, ezért az évi kis szamu
vizsgalatot végzé helyeken ez nem redlis alternativa (23, 131). Az onkologiai
kezeléseknél az 1d0 is limitalo tényezo, altalaban a miitétet kovetd par héten beliil illik
megkezdeni a tovabbi terdpiat. A tovabbi vizsgidlatok megrendelése, az anyag
centrumokba juttatdsa azonban idéigényes lehet, ami esetlegesen hatraltathatja a terapia

idejekoran valé megkezdését.

A FISH-eredmények viszonylag standardizaltak, ugyanakkor nem szabad elfelejteni,
hogy a gén altal kodolt fehérje valodi mitkodéséhez még tovabbi 1épések is sziikségesek.
Egyes megfigyelések szerint a HER2 receptor fehérjeszintje, vagyis az expresszalt fehérje
mennyisége jobban korrelal az anti-HER2 terdpia sikerességével, ami tulajdonképpen
logikus is (80, 81). Ennek megfeleléen az immunhisztokémiai vizsgaloeljarasok alapjan
jelenleg hasznalt 4-osztata skala helyett, bizonyos alternativ skalakat is kialakitottak (pl.
H-Score), ami a sejtek szazalékos aranyaban veszi figyelembe a kiilonb6z6 erdsségii
expressziokat. Ezéltal egy sokkal szélesebb (1-300), Iényegében folytonos valtozé all
rendelkezésiinkre a HER2-expresszio jellemzéséhez, melyek alapjan finomabb
csoportositas, illetve a folyamatos valtozok klinikai relevancidjanak vizsgalata is
lehetségessé valhat. Az ilyen mdodon lefolytatott, illetve a terapiara adott valasz alapjan
csoportositott betegvizsgalatok DIA-moddszerrel torténd vizsgélata Gjabb lehetdséget

teremthetnek az anti-HER?2 terapia pontosabb célzasara.
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Ugyanakkor a HER2 immunhisztokémiat 1ényegében minden emldrakos esetben
panelban, reflex-teszt szertien vizsgaljak, vagyis az immunreakcio rendelkezésre all (22).
Az emberi (vagy jobban mondva: patologusi) szem megbizhatdan tud néhany pozitivitasi
csoportot elkiiloniteni és HER2 IHC esetében a négy csoportba sorolas altalaban
megoldhato, de alkalmatlan a sz4zalékos pozitivitds pontos megallapitasara, foleg, ha
kiilonbozd erdsségli csoportokba is lehet sorolni a reakciokat. Rutin gyakorlatban a
becslés altalaban realis alternativa és a klinikum szadméra hasznos Utmutatast nyujt,
ugyanakkor a becslés pontossaga nagyon fiigghet a szem gyakorlottsagatol, a
munkakdoriilményektdl, pillanatnyi pszichés allapottdl és a faradtsag szintjétol. A leletbe
azonban be fog keriilni az altalunk elvégzett HER2 kiértékelés eredménye és ez a beteg

szempontjabol, a terapiat illetden meghatarozo, valamint késobb szamon is kérhet6 (149).

A DIA sorén a kiilonb6z0 platformok altalaban sejtszintli vizsgalatot végeznek, rengeteg
¢s minden egyes sejtre vonatkozo6 informaci6 allhat rendelkezésiinkre az adott esetekrol.
Fentiek figyelembevételével egy standardizalt modon miikddo, archivalhato leleteket,
képeket, adatokat eredményezd képanalizald program hatékony segitségiinkre lehet. No
persze nem kell minden esetet ezzel kiadni, hiszen az egyértelmiien negativ €s pozitiv
eseteknél ez felesleges munkéhoz és idoveszteséghez vezethet. De az érdekesebb, vagy
nem egyértelmiien interpretalhatd eseteknél a digitalis metszeteken torténd képanalizis
realis alternativa, segitség lehet patologiai munkankban. Az ujabb irdnyelvek
egyértelmiien tamogatjak a képanalizist végzd szoftverek ilyen esetekben valod

alkalmazasat (22, 133, 142, 145).

Ezért vizsgaltuk meg ¢és sikeresen validaltuk a MembraneQuant programot, mely
megbizhatdan sorolta a daganatokat azokba a HER2 IHC-pozitivitasi csoportokba, ahova
azok a két patologus altal megallapitott konszenzus osztalyba is keriiltek volna. Kiilon
érdekesség, hogy a HER2 2+ eseteken végzett alvizsgalattal, ugyan kis betegszamon, de
sikerlilt az ezen izgalmas, tovabbi FISH vizsgélatokat igényl6é alcsoport esetei kozott
FISH-pozitivitds szempontjabol kiilonbséget taldlni. A MembraneQuant altal
szolgaltatott tobbféle adat, szarmaztatott és az individudlis sejtekre kalkulalt
mérdszamokat vizsgalva, kiilonbséget tudtunk tenni az ugyanazon HER2 2+ csoportba
tartozo betegek kozott, vagyis felmeriilt a lehetdsége, hogy a rendelkezésre allo6 HER2
immunhisztokémiai reakcidok alapjan talan meg lehet josolni a FISH vizsgalat

eredményét.
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Ezt a hipotézist egyeldre ugyan csak kis beteganyagon (15 beteg, 9 FISH-negativ, 6 FISH-
pozitiv) teszteltiik, de eredményeink alapjan vannak olyan mérészamok (HER2 IHC23,
HER2 3+ sejtek %-os aranya, H-Score, a program futasa soran kiszamolt ,,mask area”),
melyek hasznélataval talan a FISH vizsgalat eredménye megeldlegezheté. Ha
belegondolunk, ez egyaltalan nem meglepd, hiszen mi a HER2 immunhisztokémiai
reakciok kiértékelésekor durva egyszerlisitést végziink, mikor a mesterségesen
meghatarozott és az emberi szem altal konnyebben megkiilonboztetheté négy csoportot
hasznéljuk. Vélhetéen az immunhisztokémiai metszetekben még szdmos olyan
informaci6 bujik meg, melyek hasznositasdhoz, az informaciotartalom kiaknézasahoz
eddig nem allt rendelkezésiinkre megfeleld6 mddszer. Az ebben rejlé lehetéségeket a
mostani digitalis patoldgiai, képanalizis vizsgalatok kezdhetik el feltérképezni, melyek
véleményem szerint alapvetéen meg fogjdk valtoztatni hozzaallasunkat és

informéciokinyerési képességiinket az eddigiekhez képest.

Tobb cikk szerint is érdemes ezen adatbazisban tovabbi elemzéseket végezni, mert ezek
alapjan a gyUjtékosar jellegli Un. ’equivocal’, vagyis a HER2 2+ esetek szdmat
csokkenteni lehet, illetve ezen csoporton beliil a rendelkezésre allo sejtszintli adatok
alapjan esetlegesen meg lehet josolni a beteg FISH pozitivitasat, illetve negativitasat. A
nemzetkozi irodalomban talalt ilyen jellegli vizsgalatokat a 30. Téblazatba foglaltuk 6ssze
(117, 139, 150-152).

30.Tablazat. A HER2 2+-nak bizonyult eseteket DIA-val tovabbvizsgalo fontosabb
tanulmanyok. (DIA: Digital Image Analysis, k: Cohen-féle «)

Szerzo Ev ( dnb) Konkordancia médszer platform
Ayad 2015 | 15 3DIA+ (ZEFHIE:HZ_))’ 12DIA- DF'IASl‘f' iScan, MECES
Marcuzzo | 2016 | 176 92,5% D|:I|As\r/|5' Visia
Micsik 2013 | 15 FISH +/- DIA szign. eltér DIA MembraneQuant
Skaland | 2009 | 60 100%, 71% DF'IASl‘f' Image]
van der Logt | 2015 | 328 | 98,8% (k=0,94), 93,8% (x=0,88) | FISH, TMA Visia

Ezek viszonylag kisebb esetszammal dolgoztak, mintegy pilot-study-ként, de
Osszességében itt is kozel 600 beteget fognak Ossze. A vizsgalatok néha kiilon a HER2
2+ betegcsoportra iranyultak, de egy résziik a HER2 THC-k DIA kiértékelése kozben
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identifikalta ezt az érdekesebb HER2 2+ csoportot, €s ezen beliil probalta a gépi értékek
alapjan tovabb vinni az analizist. Az eredményeket tekintve altalaban itt is 70%-feletti
korrelaciodkat, illetve 0,8 feletti k-értékeket taldlunk, melyek a szinte tokéletes egyezés

kategoriaba tartoznak (116).

A vizsgalatokban alapvetden kétféle hozzaallas volt megfigyelhetd. Az egyik szerint a
hagyoményos mikroszkopos kiértékeléssel HER2 2+ eseteket DIA-val megprobaltak az
IHC1+ vagy IHC3+ csoportba atsorolni és igy elkeriilni a FISH-vizsgélatot. A masik
lehetdség pedig a HER2 2+ pozitiv eseteken beliil kiilonbséget tenni a FISH+ és FISH-
esetek kozott. Mindkét eljaras hasznosnak ¢és jarhatonak bizonyult, de véleményem
szerint az utobbi forgatokonyv kdvetendd, mert ameddig a DIA-modszeres vizsgalatok
nem egyértelmiien validaltak, a jelenlegi iranyelveknek megfeleld ISH vizsgalatot nem
lehet kikeriilni, hiszen a betegek az anti-HER2 terapidbol sokat profitalhatnak.
Mindazonaltal a fenti biztatd eredmények alapjan a kozeljovoben redlisnak tartom a DIA

fegyvertarat bevetni ilyen tekintetben is.

Az 5 kiilonboz6 platformon elvégzett vizsgalatok igen biztatd eredményeket szolgaltattak
atekintetben, hogy a digitalis patologia fegyvertdraval modunkban allhat a FISH-
koltségeket csokkenteni (117, 139, 150-152). Ezek alapjan egyes projekteket ugy
terveznek, hogy a hatékonyabb vizsgalatokkal megsporolt pénzbdl fedeznék a digitalis
patologia eszkoztaranak bekeriilési koltségét (153). Ugyanakkor itt is meg kell emliteni,
hogy a vizsgalatok kiilonb6z6 metodikaval és 5 kiilonbozd platformon késziiltek, vagyis

nem konnyen 6sszehasonlithatoak.

5.2.3. Megbizhatoan reprodukalhat6 magdetektald algoritmus
implementacigja ¢és validalasa
A korabbi pontokban sokat foglalkoztunk a daganatok heterogenitasaval, a kiilonb6zo
biomarkerek esetlegesen nem homogén eloszlasaval, illetve ezen problémak esetleges
megoldasaval. Konnyen belathatd, hogy minél nagyobb teriiletet néziink at, annal
nagyobb a valosziniisége, hogy a minta reprezentativ lesz, illetve hogy csokkenni fog az
interobserver variabilitas (31, 57, 154). Mindenképpen hatékony opcio lehet, ha lehetéleg
a teljes metszetet vizsgaljuk a kiértékeléskor (WSI). Ezt gyakorlott patologusi rutinnal is

csak bizonyos szintig tudjuk csak kivitelezni, mert kiilonben til sok id6t igényelne, illetve
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nem allnak rendelkezésiinkre bevett sémak és algoritmusok. Altalaban valamiféle atlag
értékkel kell tehat dolgoznunk, ugyanakkor pont a DIA-moddszerek adta lehetdségek
adhatnak megoldast ezen kérdéskor tisztazasara, hiszen ezek segitségével 1ényegében
barmilyen mélységig mehetiink a kiilonb6zo festések kiértékelésében. Masfeldl a minél
részletesebb elemzés természetesen nagyobb szamitasi igénnyel és ebbdl kovetkezden
hosszabb raforditott idével tarsul. Ezt lekiizdhetjiik cstcs-szamitogépek alkalmazasaval

is, de redlisabb lehet a kiértékelési algoritmust optimalizalni.

Munkacsoportunk egy ilyen optimalizalast igyekezett elvégezni, melyben a szamitasi
igények viszonylag kdzepes szinten tartdsaval igyekeztiink belathaté elemzési idével
magdetektalast elvégezni. Ennek soran a képfeldolgozasban rendelkezésiinkre allo
kiilonbozd, jorészt mar korabban is meglévo, illetve alkalmazott technologiai elemekbdl
igyekeztiink olyan algoritmust (CellQuant) felépiteni, mely kellden robosztus a
kiilonb6zé mindségii és technikaji (IHC, FISH) metszetek elemzéséhez, ugyanakkor ezt
viszonylag gyorsan el is tudja végezni teljes metszeten. Mivel a magfelismerés az alapja

a késobbi immun- és FISH-reakciok kiértékelésének is, fontos, hogy megbizhatd alapon

crer

A daganatok jellemz6 vonasa a sejtek polimorfidja és a magasabb osztodési rata miatti
igen valtozatos alak- és méretbeli megjelenés, illetve a sejtek heterogén csoportokba vald
rendezddése. Vagyis az igen valtozatos magstruktara, illetve a magokon beliili
inhomogenitas, valamint a magok egymassal valo 0sszefekvése, zstufoloddsa miatt egy
adaptiv sziiréssel lehet az inhomogén sejtmagok megbizhato felismerését, illetve az

Osszefekvo magok egymastol vald elszeparalasat megoldani (26-30).

Fenti hatast metszeteinken kiillon megvizsgaltuk. Az Osszefekvd sejtek, tumorsejt-
clusterek atlagban 38,134+12,43%-4t (13,8-56,01%) tették ki az Osszes tumorsejtnek,
vagyis volt olyan daganat, ahol a tumorsejtek tobb mint fele egymashoz zsufolodva és
egymasra rafekiidve volt fellelhetd. Ezen esetekben specifikusan megnéztiik, hogy
milyen szdzalékban maradt el az 6sszefekvd sejtek megfeleld elkiilonitése. Az igy kapott
5,01£2,71%-o0s hibaarany alacsonyabb volt a magdetektalas hibaaranyanal, és az igy
elmaradt magszeparalas kovetkeztében sem kaptunk szignifikdnsan eltéré magszamot a
kiilonboz6 esetekben (t-proba: 0,674410). Eredményeink alapjan a CellQuant szoftverrel

a hagyomanyos, szem alapuhoz hasonlo eredményességii magdetektalast lehetett még a
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zsufoltan elhelyezkedd, magasabb gradusti tumorok esetében is, mely alapjan ezen

tumoroknal is megbizhat6 segitség lehet a modul hasznalata.

Vesicularis magstruktiura megjelenhet a metszeteken akar mitermékként, akar a
magasabb gradust tumorokra jellemzd fenotipus miatt is. A magok kozepén 1évo
vilagosabb teriilettel az emberi szem konnyen elboldogul, de ez pixelekre forditva a DIA-
kban nagy intenzitaskiilonbséghez, kontraszthoz ¢és kovetkezményesen a magok
tulszeparalasdhoz vezethet. Vagyis 1ényegesen tobb sejtet detektadlnank adott teriileten,
mely a biomarkerek %-osan feldolgozand6 értékét szignifikansan megvaltoztathatja.
Eme potencialis hatast vizsgaltuk a CellQuant modulban alkalmazott lyukkit6ltd
algoritmus ki/be-kapcsolasaval. A manualisan, szemmel ellendrzott adatok és képek
alapjan az algoritmus fontos szerepet jatszott a kivalo szenzitivitds és PPE-érték
elérésében, hiszen enélkiil a detektilas szenzitivitasa kozel 27%-os, mig PPE-je kozel

9%-0s rosszabbodast mutatott.

Tovabbi nehézséget okozhat, hogy sajnalatos moédon a miitéti preparatumok preanalitikai
kezelése nem minden esetben megoldottan standardizalt, ezért el6fordulnak suboptimalis
mindségli metszetek, melyekben a szovettani kép inhomogén, rossz mindségii lehet. FISH
vizsgéalatoknal a sziikséges elokezelés okozta sejtkdrosodas, valamint az

autofluoreszcencia hatasainak eliminalasa okozhat nehézséget (24, 25).

Ezt megvizsgalando tobbféle technikaval és eltérd idopontokban késziilt, kiillonbozo
mindségli metszeteket is analizaltunk. A CellQuant algoritmusnak a gyengébb mindségil,
illetve halvanyabb festédésli metszeteken a rosszabb kontrasztardny miatt a megbizhato
magdetektalas tobb id6t vett igénybe és tobb volt a kevésbé jol koriilhatarolt mag.
Ugyanakkor a standardizalt, jol fixalt és ezért jol festédé IHC és FISH-metszeteken a
szenzitivitas (93,5£1,91%) és PPE (92,9+0,31%) is jobbnak bizonyult. Mindazonaltal

Osszességében a sikerrata igy is 90%-ot meghaladta, igy szinte tokéletes egyezésre utalt.

A piacon tobb DIA-algoritmus is fellelhet6. A QuPath (114) és CellProfiler (115)
programok szabadon hozzaférhetoek, ezért célszerlinek lattuk a hdrom modszert
Osszehasonlitani. Habar a kiilonboz0 platformok beallitasi lehetdségei tobb esetben nem
teljesen ’csereszabatosak’, igyekeztiink hasonlé paramétereket és azonos szamitogépes
kalkulacioés hatteret biztositani. Vizsgalatunk a CellQuant algoritmust hozzavetélegesen

négyszer gyorsabbnak mutatta, ami a redlis idében valo hasznalhatdsagot mindenképpen
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eléremozdithatja. A szenzitivitis és PPE is magasabbnak bizonyult az optimalizalt

algoritmusunk esetében, mint a masik két DIA-mddszerrel.

A képfeldolgozasban altalaban hasonlo rész-algoritmusokat hasznédlnak és 1ényegében mi
is a kiilonboz6 publikaciokban, szakirodalomban talalt eljarasokbol valogatva, és adott
feladatra optimalizalva allitottuk Ossze a sajat algoritmusunkat. Ezzel a felépitéssel a két
Osszehasonlitott modszernél szignifikansan gyorsabb és jobb eredményeket add detektalod
algoritmust tudtunk megalkotni. Vagyis mar most béven rendelkezésre allnak olyan
algoritmusok, melyek egymashoz valdé gondos illesztésével ¢és optimalizalasaval

hatékony DIA-mddszereket tudunk kialakitani bizonyos célfeladatokra.

Mivel sok esetben masra kell kihegyezni az adott DIA-moédszert, a kiillonbdz6 rész-
algoritmusok megfeleld kivalasztasa, paraméterezése és egymassal valé kombinalasa,
illetve ennek pontos sorrendje vélhetden finom iteracidkkal kozelithetd meg és gondos
figyelmet, koriiltekinté munkat igényel. Kiilon kiemelend6, hogy ennek
optimalizaldséban, az algoritmus megtervezésében a gyakorlott patologus szeme, illetve
rutinja sokszor elengedhetetlen ahhoz, hogy a modul megfeleld eredményre

konkludalhasson.

Ezen DIA-modszerek validaciojat jelenleg csak az emberi-patologusi szem kontrollja
jelentheti, amely adott esetben kifejezetten nagy munka lehet (pl: 310 ezer sejtet
egyesével bejeldlni hosszu 1d6). Ezért iidvozoljiik olyan validacios célzatu digitalis
patoldgiai adatbazisok létrehozasat, melyben nagyobb mennyiségili, kordbban mar az

emberi validalason atesett és megfeleléen annotalt metszetek allhatnak rendelkezésre

(155).

Az emldérakoknal hasznalt tobbféle biomarker is magi pozitivitast mutat, melyek koziil
jelenleg sincs mindegyik diagnosztizalasa standardizalva. Egyre tobb iranyelv all ugyan
rendelkezésre, de ezek kovetése nem teljesen megoldott. Masfeldl sok esetben a tumor
heterogenitasa, a minta mérete, a mintavétel technikai kérdései, a fixalas €s preanalitikai

kondicidk esetlegessége is hozzajarulhat a nagyobb fokt intratumordlis, intraobserver,

interobserver kiilonbségek 1étrejottéhez (31, 54, 77, 78, 154, 156).

Habar nem mindenre jelent megoldast, de a minél nagyobb mennyiségii, lehetdleg a teljes

metszeten (WSI) fellelhetd Gsszes tumorsejt vizsgalata és megbizhato kiértékelése altal
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rendelkezésre 4llo informaciotobblet hozzédjarulhat a fenti probléméak orvoslasédhoz.
Ehhez mar most is elegendd ¢és megfeleld képfeldolgozd technika és rész-algoritmus all
rendelkezésiinkre, melyek szakavatott, patologusi szem ¢€s rutin mellett torténd,
koriiltekintd és optimalizalt kombinalasaval felépitve hatékony, megfelelden sebességgel
és jO szenzitivitassal miikodoé DIA-algoritmusok realis kiértékelési segitséget nytjthatnak

akar mindennapi gyakorlatunkban is (113).

5.2.4. Osztrogén és progeszteron receptor immunreakcié digitalis
kiértékelésének validalasa
A hormonreceptorok alkalmazasa az emlérakoknal régota bevett és elég jo effektussal
hasznalt terapias modalitds. A hosszu évek alatt sok evidencia gyiilt Ossze, ennek

megfelelden a szélesen elfogadott terdpia hatisait mar sokezres beteganyagot feldleld

tanulmanyok elemzik (32, 33, 35).

Sajat validacios vizsgalatunk soran a NuclearQuant applikacio elézetes kalibralasa utan
a kalibralt programmal végzett rutin Osztrogén és progeszteron immunhisztokémiai
reakciok gépi analizisének eredménye szinte tokéletes egyezést mutatott a patologus altal
megadott értékekkel. A Cohen-féle k (0.795), a négyzetesen stlyozott k (0.981) és a
Spearman féle rang-korrelacio (0.975) mindegyike egyhez kozeli értéket mutatott, és a

szinte tokéletes egyezést jelentd osztalyba kertilt.

Kézenfekvo a tehat az adatok digitalis patologiai feldolgozasa, illetve a vizsgalatok DIA-
modszerekkel torténd lefolytatdsa. A szakirodalmat atnézve természetesen szamos ilyen
témaju kozleményt talalhatunk, melyek részletes ismertetése meghaladnd a dolgozat
keretét ezért itt is a legfontosabb HR DIA vizsgalatokat a 31.T4blazatba foglaltuk dssze
(lasd kovetkez6 oldal)(71, 72, 74, 102, 103, 108-111, 157-160).

Sokféle platform, tobbféle megkdzelités lathatd és természetesen ez esetben is
megallapithatd, hogy a mddszertanban és a végpontokban soksziniiség lathatd, és igy

nehezen lehet a kiilonbozo értékeket pontosan dsszehasonlitani.

85



DOI:10.14753/SE.2019.2196

31.Tablazat. A fontosabb HR DIA vizsgalatok (AUC: Area Under Curve; PCC:
Pearson’s Correlation Coefficient, DIA: Digital Image Analysis, k: Cohen-féle «, *«:
Négyzetesen sulyozott k, o: Spearman-féle o; ICC: Intra Class Corelation; r: Regresszio;

F: F-érték)
Szerzd Ev n(db) | IHC Konkordancia Modszer Platform
AUC(Aperio)=0,97, Man. vs. DIA, . _
Ahern 2017 592 ER AUC(Definines)=0,90 @1% Aperio, Definiens
AUC(Aperio)=0,94, Man.vs. DIA, . .
Ahern 2017 187 PR AUC(Definines)=0,87 @1% Aperio, Definiens
Bankhead 2018 293 ER PCC=0,908; 0=0,892 Man. vs. DIA QuPath
Bankhead 2018 293 PR PCC=0,862; 0=0,887 Man. vs. DIA QuPath
Man. vs.
Barnes 2017 120 ER 95,3-98,3% Digleolvasas VMSI
vs. DIA
Man. vs.
Barnes 2017 120 PR 94,1-96,6% DigLeolvasas VMSI
vs. DIA
ER, P Man. vs. DIA, Ariol, Aperio,
Bolton 2010 440 PR x=0,86-0,91 TMA Histoscore TMAX
Faratian | 2009 | 397 | ER ICC=0,93 Man. vs. DIA, Ariol
Histoscore
Faratian | 2000 | 397 | PR ICC=0,96 Man. vs. DIA, Ariol
Histoscore
. R=0,93-0,98 Man. vs. DIA MoMuic,
Holmstrom | 2015 170 ER k=0,69-0,84 2 scanner ImmunoRatio2
x=0,76 TMA,
Howat 2014 | 8267 ER ’ Man. vs. DIA Avriol
90,1% 1z
talélés
—0.67 TMA
Howat 2014 8267 PR <, Man. vs. DIA Avriol
84% 1z
talélés
Krecsak 2011 16 EFI; «=0,859; k=0,986 Man. vs. DIA NuclearQuant
. - Man. vs. DIA, .
Mohammed | 2011 459 ER «=0,91, ICC=0,98 Histoscore Tissue IA
Mohammed | 2011 | 459 | PR | x=095,1CC=099 | ™Man.vs.DIA, Tissue 1A
Histoscore
Mungle 2017 65 ER F=0,9626, ICC>0,90 Man. vs. DIA Al (Mapi(e(i\é)random
Rexhepaj | 2008 | 639 | ER 0=0,9, R=0,860 Ma”é’i%D'A' Aperio, Matlab
Rexhepaj | 2008 | 622 | PR 0=0,9, R=0,681 Ma”'@"g%D'A' Aperio, Matlab
Tuominen 2010 144 HER2 %x=0,8 Man. vs. DIA ImmunoRatio
. ER, _ Man. vs. DIA, .
Turbin 2008 | 4049 PR x=0,88-0,9 @10% Aperio

Sajat és a fentebb ismertetett szakirodalmi adatok Osszességében kozel 26000 esetet

Olelnek fel és a tablazat értékei itt is a szinte tokéletes egyezést jelentd kategoéridkba

keriiltek, hiszen altalaban 0,8, de inkabb 0,9 feletti értékeket vettek fel (116).
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Osszességében tehat fentiek alapjan nem hezitalhatunk kimondani, hogy a gépi analizis

realis segitséget adhat a mindennapi, rutin gyakorlatunkban is.

Az eredeti, a hormonterapiat indikaldo Allred-beosztas kozleménye kozel 20 éves (35),
ezért Ujabb informaciok finomithatjdk majd a képet. Mivel a hormonpozitivitas
kiiszobértéke igen alacsony — korabban a sejtek 10%-a, de jelenleg mar 1%-a — vagyis
AQI>=3-16] a betegek egységesen a hormonpozitiv csoportba sorolandoak, fiiggetleniil a
pozitivitas szamszerti értékétdl, tehat elég széles pozitiv tartomany all rendelkezésre a

kezeléshez.

Mivel a betegek csoportositasa, dichotomizalasa altalaban a hormonpozitiv és
hormonnegativ csoportok szerint torténik, igen nagy, de tavolrol sem homogén
populaciokrdl beszélhetiink, legalabbis a hormonpozitiv csoportban. Vélhetden a
magasabb aranyban hormonreceptort expresszald tumorok jobban reagilnak a
hormonterapiara, aminek vizsgalatara Gijjabban lathatunk példakat (110, 161, 162). Ezen
hormonpozitiv csoporton beliili finomabb kategéridk elkiilonitése €s ezen csoportok
kérdéskor pontosabb tisztazasa érdekében. Mivel azonban az AQI-kiértékelésban sok
szubjektiv tényezd van - hiszen a szazalékos arany megadasa becsléssel torténik és az
intenzitas enyhe, kozepes €s erds osztalyokba sorolasara nincs bevett utmutatas - éppen a
DIA-segithetne ennek standardizalttd tételében ¢és igy megbizhatobb adatok
szolgaltatasaban, melyek alapjan ujabb, finomabb, klinikailag potencialisan relevansabb
alcsoport-distinkciokra is lehetéség nyilhat (110, 161). Meggy6zddésem, hogy a digitalis
immunhisztokémiai kiértékelés modszere 1j lehetdségeket nyit a hormonterapia
pontosabba tételére és e témaban szdmos, Ujabb metodoldgidval késziild/szervezett

vizsgélatot varhatunk a kdzeljovében.

Mivel a normal emldszovet és ductusok, illetve az in situ carcinomak is altalaban
hormonreceptorokat expresszalnak, 1ényegében belsé pozitiv kontrollként is
hasznalhatoak. Kifejezetten eléremutatdéak a teljesen automatizalt tumorfelismeréssel
foglalkoz6 DIA-modszerek, a fejlodé képanalizis lehetdségei kapcsdn megjelend
tanulmanyok, kecsegtetd, a normal epithelidlis elemeken és in situ carcinomékon beliili

hormonpozitivitds és ettdl a tumorsejtfrakcion beliili hormonpozitivitds megbizhato
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elkiilonitésével a tumorok teljesen automatizalt pontos kiértékelésat felcsillantd

eredményekkel (73, 108).

5.2.5. Ki-67 proliferacios marker digitalis kiértékelésének validalasa

Habar a Ki-67 proliferaciés index széles korben elterjedt az emldrakok rutin
diagnosztikajaban, az altalaban hasznalt Ki-67 immunhisztokémiai eljarasok, illetve
annak kiértékelésének modja mai napig nincs standardizalva (38). Kiilonb6z6 laborokban
eltér6 modon végzik az immunreakciot, melynek eredményét emellett a tumoros
specimen laborba érkezését megeldzo prefixacios ichaemias id6, a fixalas koriilményei,

az alkalmazott vegyszerek, immunreagensek, anitestek is befolyasolhatjak (163).

Szintén eltéré modon torténhet a kiértékelés, egyrészt a hagyomanyos modon torténd
manualis, vagy szemi kiértékelés soran figyelembe vett sejtek szamat, masrészt a
proliferalo sejtek térbeli eloszlasanak egyenlétlenségét illetden. Nem meglepd tehat, hogy
a proliferacios index egyértelmiien elfogadottan validalt prediktiv és prognosztikai
szerepe, illetve a legmegbizhatobb kiiszobérték meghatarozasara tett konszenzusos
kisérletek is jelenleg kissé ellentmondésosak vagy bizonytalanok. Altalaban a 15-30%
koril huzzdk meg a hatdrokat. Az Un. St.Gallen-i konszenzus érték kiilonbozo
idépontokban 10%, 13%, 15% volt, majd (ijabban 20%, de egyes vizsgalatok szerint ennél
nagyobb, legalabb 25%, vagy inkabb 45%-o0s proliferacios kiiszob tudnd a betegeket
megbizhatdan kiilon prognosztikai és prediktiv csoportokba sorolni (41, 43, 45, 49, 164).

Fenti eltér6 adatoknak, illetve vizsgalati eredményeknek részben oka lehet az elterjedten
hasznalt Ki-67 immun a kiilonb6z6 vizsgalatok altal feltart nagyobb interobserver
variabilitds, mely fOképp az atmeneti, vagy kozepes proliferdcios tartomanyban
legszembetiinébb (54, 165-167). Mig az alacsony ¢és magasabb proliferacios rata-
tartomanyokban viszonylag jo6 egyezést talaltak a kiilonbozé 0Osszehasonlitd
vizsgalatokkal, a kifejezetten érdekes és klinikailag vitatott 15-30%-os ratak esetében az
interobserver variancia sajnalatos médon magasabbnak adodott. Nem véletlen tehat, hogy
az Ujabb vizsgalatokkal ezen dtmeneti tartomanyokat igyekeznek leginkabb megcélozni,
hogy a Kklinikailag relevans csoportokat biztonsagosabban Iehessen egymastol
elvalasztani (52, 53), illetve mas potencialis biomarkerek bevonasa is megfontolando

(39).
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A 32.Tablazatban dsszefoglaltuk a nemzetk6zi szakirodalomban talalhato legfontosabb

PI DIA vizsgalatok adatait (52, 53, 70, 71, 74, 76, 100, 154, 160, 165, 168-172).

32.Tablazat. A fontosabb PI DIA vizsgélatok (PCC: Pearson’s Correlation Coefficient,
DIA: Digital Image Analysis, k: Cohen-féle «, 2k: Négyzetesen stlyozott k, o: Spearman-
féle o; ICC: intra Class Corelation; Rs: Regresszio, 1: Kendall-féle 1, HR: Hazard Ratio)

zerzo v onkordancia modszer atform
Szerzé | K (d”b) Konkordanci 5d platf
; ICC(Man)=0,853; manudlis vs. DIA, 3 PatternQuant
Acs | 2018 | 378 | cocpia)=0963 patologus NuclearQuant
Bankhead | 2018 | 293 PCC=0,852; 0=0,795 manudlis vs. DIA QuPath
Barnes | 2017 | 120 86,8-100% manudlis vs. digitdlis
leolvasas vs. DIA
Christgen | 2015 | 100 ROI rzzeir;i}%aﬁzzz Ll-re manualis vs. DIA Virtuoso, iScan
Fulawka | 2016 | 98 | FPCCT0:8% 07083 sejtszdmolds vs. DIA ImageJ,
«=0,47 ImmunoRatio
Gavrie- Interobserver 1=0,71- 8 patologus; manualis
lides 2014 50 0,76; vs.digitalis lemezen;
Intermethod t=0,78 TMA vs. WSI
Gudlaugs- k(Man)=0,36-0,49; manualis vs. digitalis
son 2012 | 237 «(DIA)=0,59-0,73 lemezen vs. DIA QPRODIT
. 1CC=0,91-0,99; TMA vs. WSI; man. vs. .
Jing | 20174 711 oo (DIA TMA)=0,97 assziszt. vs. DIA Aperio
. _ manualis vs. digitalis opTMA,
Joshi 2015 | 309 Rs=087 lemezen, TMA vizualisan
ICC(Man/Dig)=0,885; manualis vs. digitalis Tissuemorph,
Maeda 2016 50 ICC(DIA)=0,825 lemezen vs. DIA Visiopharm
Stal- 2016 | 436 k=1,00 manudlis vs. DIA Visiopharm
hammar Integrator System
Tuominen | 2010 | 123 HR(20%)=2,2 manualis vs. DIA ImmunoRatio
. PCC=0,899-0,920; manualis vs. digitalis .
Voros 2013 30 0=0.886-0,925 lemezen, 4pat, 3 At Pannoramic
Yeo 2017 | 577 k=0,881 (20% cutoff) manualis vs. DIA ImmunoRatio
ICC (HotSpot)=0,957; 5 patologus vs. DIA, .
Zhong 2016 | 155 ICC (Average)=0,974 HotSpot/AverageScore Ventana Virtioso

Christgen ¢s munkatarsai 100 esetet felhasznalva megvizsgaltdk a DIA-sordn figyelembe
vett ROI-méretének hatasat a Pl-re, és szignifikans eltéréseket detektaltak (154). A ROI-
ba keriild sejtek szamaval (50-10000 sejt) a PI medianja (15%-55%), a St.Gallen-i
¢s a hagyomanyos médon meghatarozott PI és DIA-PI korrelacidja (x= 0,06-0,85) is
drasztikusan valtozott. Ez természetesen nem meglepd, mert mas, hagyomanyos
kiértékelési modok esetében is fellelhetd volt az interobserver variabilitas ilyen hatasa,

(45, 46, 57, 164, 171, 173-175). Ugyanakkor Christgen tanulmanya mindenképpen
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eléremutatd a jelenség szadmszerlisitése ¢és pontos dokumentdldsa miatt. Hasonld
vizsgalatokkal végre olyan eszkoz van a keziinkben, mellyel a PI-meghatarozas forrongd
kérdéseire objektiv és szamszeriisithetd valaszokat kaphatunk. Részben ezektdl varhato,
hogy a Ki-67 és PI prognosztikai és prediktiv szerepének feltarasa és jelentOsége

objektiven eldonthetd lehet.

Gudlaugsson vizsgalatdban a tradicionalis, asszisztalt és DIA kiértékelés eredményei
koziil a DIA volt a leginkabb reprodukalhato és prognosztikus (170). Ha a patologusok
tradicionalisan meghatarozott PI-értékeit néztiik, azok vagy prognosztikusabbak, vagy
reprodukalhatobbak voltak, de az inter/intraobserver értékek lényegesebb ingadozast
mutattak. Ugyanakkor a DIA-értékek esetében mindkét vizsgalt mindségi mutatd

teljesiilt, vagyis az erds prognosztikai érték mellett a reprodukalhatdsag sem sériilt.

Jing-ék 5 féle kiértékelést (manualis, asszisztalt/asszisztalatlan  vizualis,
félautomata/teljesen automata DIA) kiértékelés eredményeit hasonlitottak 0ssze TMA,
illetve WSI alapu kiértékelésnél (171). A viszonyitasi alap a manualis szamolas volt.
Altalaban a DIA-kiértékelés jotékony hatasti volt a korrelaciora. A TMA-n alapuld
értékek magasabbak voltak, ami szintén a ROI kivalasztasanak fontossdgara mutat. A
cikkben azt is vizsgaltdk, hogy milyen idObefektetéssel lehet a kiilonbozé PI-értékekhez
hozzajutni, ami szerint az aranystandardnak szamitott sejtszamolashoz képest (kb. 25°) a
DIA-moédszerek altalaban toredéknyi (1-2”) id6 alatt megbizhato és reprodukalhaté adatot
szolgaltattak (33.Tablazat).

33.Tablazat. Jing cikkében talalhatd Osszehasonlitdsok értékei TMA-alapt

kiértékelésnél (DIA: Digital Image Analysis, ICC: Intra Class Correlation, k: Cohen-féle
K, IntraO: Intraobserver, InterO: Interobserver) (Jing et al 2017. (171) alapjan, modositva)

Kiértékelés modja ICC K Ir;g’éo IntraO Ir:g(r:o InterO x
Vizualis 0.92 | 0.84 0.92 0.82 0.83 0.83
Asszisztalt vizualis 0.93 | 0.86 0.95 0.88 0.88 0.78
Félautomata DIA 0.99 | 0.95 0.98 0.9 n.a. n.a.
Automata DIA 0.97 0.9 n.a. n.a. n.a. n.a.

A Pl vagy Ki-67 IHC-vel foglalkoz6 DIA vizsgalatok a HR és HER2 vizsgalatoknal
kisebb esetszamuak, de Osszességében igy is 3000 beteget érintenek. Természetesen a

végpontok ¢és az Osszehasonlitds moddszere itt sem volt egységes, de a felsorolt

crer

90



DOI:10.14753/SE.2019.2196

eredmények sziilettek, ami alapjan a foképp Ki-67 alapti immunhisztokémiai reakciok

DIA-elemzése megbizhatd, redlis alternativanak igérkezik.

A vizsgalatokban sokszor az ICC-6sszehasonlitast hasznaltdk mérészamként, mivel a Ki-
a dichotomizacio a tulélési gorbékben is megfeleléen szignifikdnsan valasztotta el a két
csoportot. A kiillonboz6 vizsgalatok optimalis PI-kiiszobértéke sokszor eltért, de minden
esetben lehetett egy bizonyos tartoméanyon beliil olyan optimalis kiiszobértéket talalni,
mely mentén a betegeket megbizhatoan lehetett jobb és rosszabb prognézisu csoportba
dichotomizalni. Nagyon fontos kiemelni ugyanakkor, hogy ezen értékek meggy6zden

reprodukalhatoak voltak, vagyis kell6en robosztusnak bizonyultak klinikailag is.

A DIA Pl-meghatarozas soran egyéb tumormarkerrel vald kiegészités hasznossagat
elemzd vizsgalat a két metodus kozott jo korrelaciot talalt (0=0,8) (176). A hagyomanyos
mikroszkopos kiértékelés interobserver eltéréséhez képest az ismételt DIA kiértékelés

Iényegesen jobb egyezést mutatott (0=0,7 vs. 0,98 és k=0,32 vs 0,98).

Sajat vizsgalataink szerint is a kiillonb6z6 modszerekkel torténd proliferacios ratak
egymassal vald 0sszehasonlitasa soran szignifikans korrelacidkat talaltunk (r=0,62213-
0,72651; 1CC=0,913-0,979), amit megerdsitett a kiilonb6zd hatartértekek (14%, ill. 20%)
mentén torténd dichotomizalt betegek altalanos thlélési gorbéin lathatod szignifikansan
elvaldo két csoport gorbéje (76). Vizsgalataink szerint a gépi proliferacios rata

meghatarozas redlis alternativa lehet a mindennapokban is.
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6. Kovetkeztetések

1. Markerek hagyomanyos iiveg és digitalizalt metszeteken torténé
kiértékelésének osszehasonlitisa
Sajat és nemzetkozi vizsgalatok eredményei alapjan a mikroszkopos és
digitalis targylemezen valo kiértékelés ekvivalensnek bizonyult HER2, ER ¢és
PR immunhisztokémiai metszeteken.
2. Immunhisztokémiai reakciok digitalis kiértékelésének validalasa

a. HER2 Immunreakcidk vizsgalata
Sajat eseteinkkel egybevéve kozel 11000 beteg HER2 Immunreakcidinak
vizsgalata igazolja a HER2 IHC digitalis kiértékelésének alternativajat. A
digitalis HER2 kirétékelés nemcsak jol egyezik a hagyomanyos kiértékelés
eredményével, hanem potencialisan eldre jelezheti a génamplifikaciot és igy
a sziikséges HER2 FISH reakciok szamat is esetlegesen csokkentheti.

a. Reprodukalhaté sejtmagfelismero algoritmus fejlesztése és validalasa
Az irodalomban hozzaférhetd kiilonbozé DIA-algoritmusok koriiltekintd
kombinalasaval optimalizaltunk egy kozepes hardverigényii platformot, mely
FISH ¢és THC teljes metszeteken redlis idejii magdetektalast tesz lehetévé.
Algoritmusunk két konkurens DIA-moddszerrel 6sszehasonlitva, azoknal
pontosabbnak, gyorsabbnak és hatékonyabbnak is bizonyult.

b. Hormonreceptorok vizsgalata
Kozel 26000-es esetszamon alapulo DIA-vizsgalatok igazoljak, hogy a
hormonreceptor pozitivitas kiértékelésére a digitalis patoldgia jol hasznalhato.
A teljesen automata tumorfelismeréses modszerek, illetve finomabb
pozitivitasi osztalyok klinikai relevanciaja tovabbi vizsgélatok targyat képezi.

¢. Ki-67 Proliferacios Index vizsgalata
Szakirodalmi és sajat vizsgalatunk kozel 3000 esetet atfogva igazolta a DIA
csoportokba torténé dichotomizalasara. A Ki-67 eddig kissé bizonytalan
szerepl értékét pontosan a jobban reprodukalhato, standardizalt, megfeleléen
kvantifikadlhaté DIA modszerek emelhetik be sikeresen a megbizhato klinikai

relevanciaval bir6 prediktiv és prognosztikai markerek kozé.
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7. Osszefoglalas

Az emlérakok kezelésében mara tobb prediktiv és prognosztikai marker valt a rutin
patologiai lelet elengedhetetlen részévé, mely a beteg tovabbi kezelését alapvetden
befolyasolja. Ezen biomarkerek kiértékelése altalaban immunhisztokémiai modszerekkel
torténik és a patologusra harul. Az ER, PR, HER2, Ki-67 reakciok kiértékeléséhez allnak
rendelkezésre iranyelvek, de standardizalasuk napjainkig sem teljesen megoldott. Az
altalunk végzett kiértékelés eredménye a lelet szerves részét képezi, ezért feleldsségiink
kifejezettebbé valt. A digitalis patologiai eljarasok, a gépi képanalizis nagy léptekben
fejlodnek ezért célszeri lehet az azokban rejlé standardizaciod, archivalas és mélyebb

analizalas iranyaba mutat6 lehetdségeket kiaknazni, a kiértékeléshez segitségiil hivni.

Munkam és kutatdsaink soran a fenti két tertiletet igyekeztem 0sszehdazasitani, és az ER,
PR, HER2, Ki-67 kiértékelés gépi modszereiben rejld lehetdségeket kiprobalni, illetve

azokat validalni. Eredményeinket a szakirodalmi adatokkal Gsszevetve targyalom.

Elsoként a kiértékeléshoz hasznalt metszetek hagyomanyos mikroszkopos és digitalizalt,
képernyon torténd leolvasasanak dsszevetésével igazoltuk a két modszer ekvivalencidjat.
Ezt kovette a HER2, mint fontos célzott terapids célpont membranreakcidinak gépi,
automatizalt moédon térténd leolvasasanak/kiértékelésének sikeres validacidja, mely
soran a kapott adatok komplex elemzésével a FISH-pozitivitassal is tudtunk osszefiiggést
igazolni. Vizsgalataink az ER, PR és Ki-67 magi Immunreakciok automatizalt
kiértékelését is validaltdk. Ennek soran automata tumorfelismerd algoritmust is
alkalmaztunk, mellyel az automatizalt biomarker-kiértékelés folyamata gyors, napi

rutinba beilleszthetd és megbizhat6 értékeket szolgalt.

A tumorokban tapasztalhatd heterogenitas, a mintavétel esedékessége miatt egyre inkabb
a teljes metszetek analizise kivanatos. Ehhez a jelenleg is rendelkezésre allo
képfeldolgozo algoritmusok optimalizalt Gsszeillesztésével olyan robosztus magdetektald

algoritmust implementaltunk ¢€s validaltunk, mely szintén napi rutinban is hasznalhato.

Sajat és a szakirodalmi adatok szerint is a gépi/automatizalt biomarker kiértékelés mar
ma is redlis segitséget nyajthat mindennapi gyakorlatunkban ¢és jobba teheti a terapiak
személyre szabasat. Emellett olyan eszkoztarat kinal, mely a képi informacidk mélyebb
analizisével a biomarkerek vizsgalatanak wjabb kapuit és klinikailag potencialisan

relevans lehetdségeit nyitja meg.
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8. Summary
For today several important predictive and prognostic biomarkers became inevitable part

of the routine signout of breast cancer cases with severe impact on patients’ further
therapy. Those markers are usually scored on immunohistochemically (IHC) stained
slides by the pathologists emphasizing our crucial role and responsibility in defining
patients’ course. There are certain guidelines regarding ER, PR, HER2 and Ki-67 scoring
to be followed, but unfortunately these are still not fully standardized, especially in case
of Ki-67. Digital pathology and image analysis is constantly and rapidly developing and
thus offer more standardized, archivable algorythms for scoring IHC-cases, furthermore
deeper image analysis might provide additional information benefiting patients.

During my research work | focused on these two issues. We examined how Digital Image
Analyis (DIA) can be involved into biomarker-scoring of ER, PR, HER2 and Ki-67
immunostained slides, how it can help the process and can be validated. Our results are

discussed in line with current literature data.

First, we compared the traditional, microscopic scoring with the scoring on scanned,
digital slides and proved their equivalency. As HER2 is a very important target at breast
cancer therapy, we validated the semiautomated HER2 membranous IHC scoring with
success. DIA provides deeper data on IHC-staining, so we tested whether the harvested
data can be further utilised and found several measurements for predicting FISH-
positivity on HER2 IHC. Furthermore, we also successfully validated ER, PR, Ki-67
automated scoring on nuclear IHC-reactions. This process was partly performed with
pattern-recogniton methods automatically detecting tumorous tissue within IHC-reaction
and thus sparing considerable time and work, fitting and helping our daily routine work.

The upcoming issue of tumor/biomarker heterogeneity and complexity drives our
attention towards the need of Whole Slide Imaging (WSI). With different available DIA-
algorythms we succeeded in building up and validating an optimized nuclear recognition

protocol capable of high througput and robust analysis on various FISH and IHC slides.

According to our and literature data, validated DIA-methods are available/ready for
helping our routine signout of biomarkers, potentially improving tailored therapy.
Furthermore, deeper and standardized image analysis may open new gates on biomarker
research/development offering clinically relevant additional data on disease’s behaviour.
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9. Uj megfigyelések

Az értekezés alapjan 0j megfigyeléseket az alabbiakban foglaljuk 6ssze:

Jelentds beteganyag ER, PgR, HER2 ¢és Ki67 immunreakcidinak elemzésével

nemzetkozileg is elsdk kozott:

1) Igazoltuk, hogy az emldrakok prognosztikus és prediktiv reakcionak értékelése,
hagyomanyos mikroszkdpos, ill. megfeleld mindségii digitalis metszeteken ekvivalens

eredményt ad.

2. Sikeresen validaltuk aHER2 sejtmembran immunreakciok automatizalt
kiértekelését a hagyomanyos modszerhez, ahol a reakciok félautomatizalt
kiértékelésének eredményei a kritikus 2+ pozitiv csoportban tdmogattak a FISH pozitiv

¢s negativ esetek eldzetes elkiilonitését.

3. Fejlesztettink és validaltunk egy jol reprodukalhatd automatizalt magfelismerd
képanalizis algoritmust, mely alkalmas a marker pozitiv és negativ sejtmagok

standardizalt kiértékelésére teljes digitalis metszeten.

4. Validaltunk magi ER, PgR, illetve Ki-67 immunreakciok gépi félatomatizalt analizisét

a hagyomanyos moddszerhez és igazoltuk a képanalizis mddszerek klinikai relevancidjat.
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12. Koszonetnyilvanitas

Szeretd és mindent eltliré Feleségemnek és Gyerekeimnek ezer koszonet munkamaniam
tamogatasaért, az esetlegesen hazavitt fesziiltségek, frusztraciok elviseléséért,

vigasztalasaért €s a sok izgalmas karp6tlé kalandért, ha éppen valami nem tgy sikertilt...

Folottébb halas vagyok Dr. Molnar Béldnak, aki elkotelezddése ¢€s faradhatatlan
lelkesedése a digitalis patologia iranyaban nyitotta meg szdmomra a lehetdségek azon
gazdag tarhazat, mely eziranyl érdeklddésem beteljesedéséhez ¢és a fenti munkdk ¢és

eredmények megsziiletéséhez vezethetett.

Dr. Krendcs Tibor allandd kooperativ, eléremutatd, de egyiddben kelléen kritikus
segitsége komoly ’arany-standardként’ kovette, lebegte be munkassagomat. Ordk héla

érte!

Nagyon halas vagyok a sorsnak, hogy taldlkozhattam Kiszler Gaborral és Krecsak
Laszloval, akikkel csak ugy érdekldédés szintjén kezdtik el a digitalis patologiat
validacios célokra hasznalni. Gabor €s csapata mindig inspirald segitséget nyujtott és
izgalmas interdiszciplinaris megbeszéléseket tudtunk folytatni, ahol ugyanazon
probléménak 6k a mérndki és meg inkabb az orvosi oldalat képviseltem. Remélem a

tovabbi Gtleteinket is hasonldan meg tudjuk valositani.

Megkdszondm a Dr. Matolcsy Andrasnak €s az I.szamu Patologia és Kisérleti Rakkutato
Intézet vezetdségének ¢és  dolgozodinak, hogy lehetdvé tették manidkus

konferencialatogatdsaimat, illetve munkdamban ¢és esetleges tavollétemben tdmogattak.
Ko6szonom Sziileimnek és Csaladomnak a timogato nevelésért, a belato tiirelemért.
Koszonet az Alma Mater inspirdld kozosségéért gimnaziumi éveim alatt.

Nem utols6 sorban kdszonet jar Berczik Maria, Bokori Edit és Laczik Cecilia aldozatos

iranymutatasaiért, ami lehetdvé tette az adminisztrativ akadalyok megugrasat.
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