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I. Bevezetés

A daganatbiologiai kutatasok fejlédésének hatdsara mara a rutin
patologiai diagnosztika részévé valtak a prognosztikai és prediktiv
biomarkerek. A prognosztikai markerek az adott betegség korjoslatara
utalnak és ezért befolyasoljak a betegség kezelésének aktivitasat.
Prediktiv markerek egy adott terapiara valé valaszkészséget jelzik.
Gyakran egy biomarker egyszerre prediktiv és prognosztikai
informécidval is bir.

Emlérakoknal a rutin leletezés sordn négy immunhisztokémiai festést
végzink és a HER2, dsztrogén- és progeszteron receptorok, valamint a
Ki-67 alapu proliferacios rata meghatarozasa 1étfontossag az emlérakos
olyan membranfehérje, mely a daganatsejteknek agresszivebb viselkedést
ad, ugyanakkor ellene hatékony célzott terdpia all rendelkezésuinkre,
mellyel a gyors progressziot hatékonyan tudjuk gatolni. Az emlérakok
kozel Kkétharmada hormonreceptor pozitiv és ezért a hormonhatas
gatlasaval a daganat terjedése fékezhetdé. A magas proliferacios rataji
daganatok gyorsabban ndnek, ugyanakkor jobban is reagalnak a
lassabban nének, viszont kevésbé befolyasolhatoak kemoterapidval.
Emlérakoknal a fenti négy rutinbol elvégzett reakcié alapjan dontiink
onkoldgiai bizottsagi Ulésen az alkalmazandd terdpiardl, vagyis a rutin
leletben kiadott biomarker informacidk alapvetd fontossdggal birnak a
beteg sorséra nézve. A biomarkerek kiértékelésére irdnyelvek &llnak

rendelkezésiinkre, de a kiértékelé patologusra harul az adott esethez
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meghatarozott marker-pozitivitas feleléssége. Mivel a kiértékelés
alapvetden szubjektiv marad, nagyobb interobserver eltérések
adddhatnak, melyek kedvezétlenul befolyasolhatjék a beteg sorsat.

Mara szamos digitalis patoldgiai platform all rendelkezésiinkre, melyek
rutin patologiai alkalmazésat is validaltdk. A digitalis technika
fejlodésével  tobb  olyan  digitalis  képanalizis moédszer  all
rendelkezésiinkre, mellyel a fenti biomarker meghatarozashbél a
szubjektum hatdsat kikiszobolhetjik, a kiértékelés folyamatat
standardizalhatjuk, archivalhatéva és sokkal pontosabba tehetjik, ami

potencidlisan javithatja a terapia személyre szabasat.

II. Célkitiuzések

Uveg és digitalizalt lemezek kiértékelésének 6sszehasonlitasa

A rutin immunhisztokémiai reakcioval festett dsztrogén, progeszteron
receptor, valamit HER2 immunreakcidk digitalis metszeteken és
hagyomanyos livegmetszeteken torténd kiértékelésének dsszehasonlitasa.
Immunhisztokémiai reakciok digitélis kiértékelésének validalasa
HER2 membrandzus immunreakciok vizsgalata
Az immunreakcié hagyomanyos és digitalis képanalizissel torténd
kiértékelésének Osszehasonlitasa. Kinyerhet6-e tovabbi informécié a
rutin immunreakciok digitalis analiziséb61?
Reprodukéalhato sejtmagfelismero algoritmus
A prediktiv és prognosztikai biomarkerek altalaban immunohisztokémiai,

vagy FISH-ma&dszerrel késziilt metszeteken keriilnek meghatarozasra. A
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tumor heterogenitasanak kezelését megkonnyitheti a teljes metszetek
analizise, melyhez egy megbizhatd, jol reprodukalhato, de reélis szamitasi
kapacitasokon alapuld és kelléen gyors sejtmagfelismerd algoritmus
kialakitasa és validalasa hatékony segitség lehet.

Hormonreceptorok vizsgélata
A sejtmagi 6sztrogén, ill. progeszteron receptor immunreakciok digitalis
képanalizissel végzett kiértékelésének validdlasa a hagyomanyos
metszeten torténd Kiértékeléshez képest.

Ki-67 Proliferacios Index vizsgalata
Ki-67 proliferaciés marker digitalis kiértékelésének és Kklinikai
relevancigjanak validaldsa a hagyomanyos metszeteken meghatarozott

értékekhez képest.

I11. Modszerek

Rutin diagnosztikéhol szarmaz6 emlérakos mintdk HER2, észtrogén és
progeszteron  hormonreceptor, valamint Ki-67 immunreakcidit
Pannoramic Scanner és Viewer (3DHistech, Budapest, Magyarorszag)
platformmal digitalizaltuk és ezt kdvetden killonbozo alvizsgalatokat
végeztink.

186 emldrakos betegnél osszehasonlitottuk a  hagyomanyos
mikroszkdpos, illetve digitalis targylemezeken torténd kiértékelés
eredményeit egyrészt a patoldgusok kozott (interobserver), masrészt
ugyanazon patologus esetében a kiilonb6z6 modszerek kozott.

HER?2 esetében 107 emlérakos esetbdl késziilt TMA-kon 2 patoldgus adta

hagyomanyos  Kkiértékelés eredményeit hasonlitottuk Ossze a



Biomarkerek digitalis patologiai vizsgalata Micsik Tamas

MembraneQuant (3DHistech, Budapest, Magyarorszag) alkalmazas altal
szolgaltatott félautomata képanalizis eredményével. A FISH-pozitiv és
negativ eseteket killén vizsgaltuk, hogy a rutin immunreakciok digitalis,
mélyrehatd és részletesebb analizisével lehet-e a FISH-reakci6
eredményét elérejelezni.

A szakirodalomban leirt kiilonb6z6 képanalizis modszerek optimalis
kombinalasaval 25 immunreakcié és 5 FISH-lemez segitségével
felépitettiink egy megbizhatd és teljes metszeteken realis id6 alatt
lefuttathaté magdetektal6 algoritmust (CellQuant).

A hormonreceptorok magi immunreakcidit 16 invaziv emlérakos esetb6l
készitett digitalis metszeten vizsgéltuk NuclearQuant (3DHistech,
Budapest, Magyarorszag) programmal és hasonlitottuk 6ssze a gépi és
mikroszkopos kiértékelés eredményét.

A proliferacios index gépi analizisénél 177 6sztrogén pozitiv emlérakos
betegnél vizsgaltuk a félautomata analizis (el6zetesen manualisan bejeldlt
tumorrégiokon torténé automata magi immunreakcid), illetve a teljesen
automata analizis (tumorfelismerd — PatternQuant (3DHistech, Budapest,
Magyarorszdg) — alkalmazassal megtaldlt tumorsejtek Ki-67 magi
immunreakcidinak automata magi kiértékelése) és a hagyomanyos,
empirikus mddon meghatarozott proliferacios rata 6sszefliggéseit,
valamint a kapott értékek klinikai relevancijat.

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.
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értékek klinikai relevancidjat jobban figyelembe vevd négyzetesen
stlyozott kappa, illetve Spearman-féle rang-korrelacié kiszamitasaval
vizsgaltuk és a kovetkezd, nemzetkozileg ajanlott egyezési csoportokat
hasznaltuk: 0-0,2: gyenge egyezés; 0,21-0,4: mérsékelt egyezés; 0,41-0,6:
kdzepes egyezeés, 0,61-0,8: megfeleld egyezés, 0.81-1,00: szinte tokéletes
egyezés. A valtozok klinikai relevancijat Kaplan-Meyer tulélési gérbén

teszteltik.

V. Eredmények

Uveg és digitalizalt lemezek kiértékelésének 6sszehasonlitasa

A 186 esetet feloleld vizsgalatunkban rutin  immunhisztokémiai
reakcidval festett HER2 immunreakciok kilonbdzd patologusok altal
végzett hagyomanyos, empirikus kiértékelésének ésszehasonltasakor k-
érték 0,712-0,779 kozétti volt, mig digitalis lemezeken végzett
kiértékelésnél ez 0,698-0,722 kozti volt, vagyis alapvetéen jo egyezést
mutatott. A hagyomanyos és digitalis kiértékelés dsszehasonlitasainal
szélesebb, de lényegében jo egyezést mutatd -értékek jottek ki (0,579-
0,820). Ha a klinikai relevanciat jobban figyelembe vevé, sulyozott k-
értéket vagy a Spearman-féle rangkorrelacidt vizsgaltuk, ezek értéke
mindig 0,9 felettinek bizonyult, vagyis a szinte tokéletes egyezést mutato
kategoriaba esett.

Osztrogén hormonreceptor esetében a hagyomanyos mod interobserver

K-értékei 0,456-0,645 kozottiek, mig a digitalis platform interobserver k-
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értékei 0,532-0,633 kozt adddtak, vagyis a kozepes és jo egyezést mutatd
osztalyba keriltek. A két mddszer ésszehasonlitasakor a k-értékek 0,484-
0,767 tartomanyba estek, vagyis szintén a kozepes és megfeleld egyezést
mutattak. A négyzetesen sUlyozott k-érték és a Spearman-féle
rangkorrelacié itt is mindig 0,9 felettinek bizonyult, mutatvan a
kiértékelések klinikai relevanciajanak er6sségét.
Progeszteron hormonreceptorok esetén az empirikus kiértékelés k-értékei
0,496-0,642 kozé, digitalis kiértékelésnél 0,618-0,640 kozé, mig a
metodusok kozotti 6sszehasonlitasnal 0,545-0,781 kozé estek, szintén a
kozepes, illetve megfeleld egyezést mutatd osztalyba sorolanddan. A
klinikai relevanciat jobban tiikr6z6 négyzetesen sulyozott K-érték, illetve
Spearman-féle rangkorrelécié értékei itt is kivétel nélkil a szinte tokéletes
egyezést mutatd, 0,9 feletti kategdriaba estek.
A vizsgalatban részt vevé harom patologus kozil P1-nél a digitalis és
hagyomanyos moédon torténd kiértékelése mindharom biomarker
esetében jobb egyezést mutatott, mely tikrozheti P1 digitalis
patol6giaban val6 jartassagat és a tanulasi gorbe hatasat.
Immunhisztokémiai reakciok digitalis kiértékelésének validalasa
HER2 membrano6zus immunreakciok vizsgalata
A 107 eset anyagat feldolgoz6 TMA-kon alapul6 vizsgalatunk soran a két
patologus altal végzett hagyomanyos kiértékelés és gépi, félautomata
kiértékelés dsszehasonlitasakor alapvetéen megfeleld egyezést talaltunk

(x-érték:0,663-0,668), de a két patologus altal kialakitott konszenzus-

értékkel a gépi kiértékelés a szinte tokéletes egyezést (k-érték: 0,872)
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cres

Speaman-féle rangkorrelacié minden &sszehasonlitasa szinte tokéletes
egyezést mutatott (0,842-0,967).
A rutin immunhisztokémiai reakciok tiizetes és az emberi szemnél
mélyrehatobb digitalis vizsgalataval egy kis pilot-studyban a HER2 IHC
2+ eseteken belll a FISH pozitiv és negativ esetek kdzott kilonbséget
tudtunk tenni, vagyis a rendelkezésiinkre allé képi informacio alapjan az
esetek mélyebb vizsgalata jarulékos klinikai informéaciét szolgaltathat.
Reprodukalhaté sejtmagfelismeré algoritmus
A teljes metszetek analizisét lehetdvé tévé magfelismerd algoritmust 25
imunreakcio és 5 FISH metszetén tesztelve, kdzel 45000 mag manudlis és
digitélis detektaldsanak 6sszehasonlitasa alapjan kaptunk 90% korili
szenzitivitasi ratdt és pozitiv prediktiv értéket. Az optimalizalt
magfelismerd algoritmus tobbféle mindségli és felbontassal digitalizat
metszeteken, kozepes hardverigény mellett is a piacon hozzaférhetd
algoritmusoknal jobb és gyorsabb eredményt szolgaltatott.
Hormonreceptorok vizsgélata
A sejtmagi 6sztrogén, ill. progeszteron receptor immunreakcidk digitalis
képanalizissel végzett kiértékelésének dsszehasonlitisa soran a megfeleld
kalibracios fazis utdn a gépi analizis a humén szemhez igen hasonlo
eredményt szolgaltatott. A Cohen-féle «:0,795, a négyzetesen sulyozott
k:0,981, mig a Spearman-féle rangkorreléacid értéke 0,975-nek adddott,
vagyis majdnem minden esetben a szinte tOkéletes egyezést mutato

kategoriaba soroltatott.
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Ki-67 Proliferaciés Index vizsgalata

A tobbféle mdédon (félautomata és teljesen automata) végzett digitalis Ki-
67 proliferaciés index értéke alapvetéen megfelelé (1=0,622-0,726)
egyezést mutatott a hagyomanyos, empirikus médon meghatarozott ki-67
indexszel a 177 &sztrogén pozitiv emlérakos beteg vizsgalata alapjan. Ha
a digitalis képanalizis értékeit hasonlitottuk dssze az emldrakok gradalasa
soran meghatarozott mitotikis index-szel, akkor is kbzepes egyezést
talaltunk (r=0,508).

A digitalis proliferacios index klinikai relevanciajat a St.Gallen-ben
meghatarozott régebbi (14%) és Uj (20%) konszenzus proliferacids index
alapjan Kaplan-Meyer gorbéken teszteltik. Mindkét érték mentén torténd
dichotomizaciéval a magas és alacsony proliferacios rataju betegek
talélési gorbéje szignifikansan elvalt egyméstdl (p=0,016, illetve
p=0,001).

V. Megbeszélés

Markerek hagyomanyos iiveg és digitalizalt metszeteken torténo

kiértékelésének dsszehasonlitasa

Sajat és nemzetkdzi vizsgalatok eredményei alapjan a mikroszképos és
digitéalis targylemezen vald kiértékelés ekvivalensnek bizonyult HER2,
ER és PR immunhisztokémiai metszeteken.

Immunhisztokémiai reakcidk digitalis kiértékelésének validalasa

HER?2 Immunreakciok vizsgalata
Sajat eseteinkkel egybevéve kdzel 11000 beteg HER2 Immunreakcidinak

vizsgalata igazolja a HER2 immunreakciok digitalis kiértékelésének
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alternativajat. A digitdlis HER2 kiértékelés nemcsak jol egyezik a
hagyomanyos kiértékelés eredményével, hanem potencialisan el6re
jelezheti a génamplifikacidt és igy a szikséges HER2 FISH reakcidk
szamat is esetlegesen csdkkentheti.

Reprodukalhaté sejtmagfelismeré algoritmus fejlesztése és
validalésa
Az irodalomban hozzaférhet6 kiilonb6z6 DIA-algoritmusok kortltekinté
kombinaldsaval optimalizaltunk egy kozepes hardverigényii platformot,
mely FISH és THC teljes metszeteken redlis idejii magdetektalast tesz
lehet6vé. Algoritmusunk két konkurens DIA-mddszerrel 6sszehasonlitva,
azoknal pontosabbnak, gyorsabbnak és hatékonyabbnak is bizonyult.

Hormonreceptorok vizsgélata
Sajat és mas vizsgalatok alapjan kozel 26000-es esetszamon alapuld DIA-
vizsgalatok igazoljak, hogy a hormonreceptor pozitivitas kiértékelésére a
digitalis patoldgia jol hasznalhatd. A teljesen automata tumorfelismeréses
madszerek, illetve finomabb pozitivitasi osztalyok klinikai relevanciaja
tovabbi vizsgalatok targyat képezi.

Ki-67 Proliferacios Index vizsgalata
Szakirodalmi és sajat vizsgalatunk kozel 3000 esetet atfogva igazolta a
prognosztikai csoportokba torténd dichotomizalasara. A Ki-67 eddig
kissé bizonytalan és vitatott szerepii diagnosztikai értékét pontosan a
jobban reprodukalhato, standardizalt, megfeleléen kvantifikalhato DIA
mddszerek emelhetik be sikeresen a megbizhaté klinikai relevanciaval

bird prediktiv és prognosztikai markerek kozé.

10
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V1. Kovetkeztetesek
A doktori értekezés f6 eredményei és j megfigyelései a kovetkezoek:
Jelentds beteganyag ER, PgR, HER2 és Ki67 immunreakcidinak

elemzésével nemzetkozileg is elsék kdzott:

1. Igazoltuk, hogy az emlérakok prognosztikus és prediktiv reakcionak
értékelése, hagyomanyos mikroszkdpos, ill. megfeleld mindségii digitalis

metszeteken ekvivalens eredményt ad.

2. Sikeresen validaltuk aHER2 sejtmembran immunreakcidk
automatizalt kiértékelését a hagyomanyos modszerhez, ahol a reakciok
félautomatizalt kiértékelésének eredményei a kritikus 2+ pozitiv
csoportban tamogattadk a FISH pozitiv és 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 moédszerhez és igazoltuk a

képanalizis modszerek klinikai relevancijat.

11
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