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ROVIDITESEK

AE1/AE3 - citokeratin koktél (pan-citokeratin)

AN - alnegativ

AP - alpozitiv

B 1-5 - a core biopsziak eredményét jelolé kod 1-5

C1-5 - a citolégiai eredményt jeldld kod 1-5

CEP-17 -a 17. kromoszoma centralis régioja

c-ERBB-2 - cellularis erythroblastos leukémia onkogén homoldg, 2-es tipus
Cl - konfidencia intervallum

CISH - chromogen in situ hibridizacio

DAB - 3,3'-diaminobenzidin-tetrahidroklorid

DAPI - 4,6-diamidin-2-phenylindol

DNA - desoxyribonucleic acid

DNS - dezoxiribonukleinsav

EGFR-2 - epidermal growth factor receptor, type 2

ERBB2 - viralis erythroblastos leukémia onkogén homolég, 2-es tipus
F - fagyasztasos vizsgalat

FDA - Food and Drog Administration

FISH - Fluorescens in situ hibridizacio

G - gradus

HE - hematoxylin-eosin festés

HER-2 - Human epidermalis ndvekedési faktor receptor 2-es tipusa
HG - high grade (magas gradusu)

HRP - horseradish peroxydase (tormaperoxidaz)

IC - imprint citologia

ICK - immuncitokémia

IHK - immunhisztokémia

ITC - isolated tumor cells, izolalt tumorsejtek

LG - low grade (alacsony gradusu)

LINE - long interspersed element

MBq - megabequerell

MF - fluoreszcens mikroszkophoz valé sziirék betijele

neu - neuroglioblastoma eredetl onkogén

NPV - negativ prediktiv érték

PBS - phosphate buffered saline

PPV - pozitiv prediktiv érték

RC - konkordancia korrelacios egyutthaté

RICK - rapid immuncitokémia

SE17 - a 17. kromoszOma satelit enumeracios probaja (centromerje)
SINE - short interspersed element

SISH - silver-enhanced in situ hibridizacio

TMA - tissue microarray, sz6veti microarray, szoveti multiblokk
VN - valédi negativ

VP - valadi pozitiv

VT - Vermont (USA tagallam)
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1 Bevezetés

A magyar nék kérében magasan a leggyakoribb daganatos betegség az emlérak. A
Kbzponti Statisztikai Hivatal adatai szerint pl. 2009-ben 6802 (] emlérakos
megbetegedést jegyeztek hazankban. Ugyanebben az évben 2169 emlbrakos
halalozast jelentettek orszagosan.

A betegség diagnosztikaja, terapiaja bonyolult algoritmusok altal meghatarozott
multidiszciplinaris folyamat, melyben a dontések j6 része valamilyen patologiai
leleten alapszik.

A daganat szovettani vizsgalattal meghatarozando legfontosabb morfoldgiai jellemzéi
a meéret, a tobbgocusag megléte, a sebészeti szélek épsége, a szoveti tipus, a
differencialtsagi fok (gradus), a nyirokérben vagy vérérben valo terjedés, a regionalis
nyirokcsomok allapota. Ezen kivll specialis vizsgalatokkal minden esetben meg kell
statuszat, és egyre gyakrabban felmerilé igényként a tumor prognosztikai
jelentéségl genetikai tulajdonsagait. Ezekhez citoldgiai, klasszikus szovettani,
immunhisztokémiai, és molekularis vizsgalatok hada all rendelkezésre, melyek
helyes megvalasztasan mulik végsé soron a beteg sorsa. Ebben sokat segitenek a
nemzetkdzi és hazai ajanlasok, de azokban is valaszthato eljarasok szerepelnek, igy
végeredményben egy-egy adott munkacsoportnak kell elddnteni, hogy melyik
modszert alkalmazza a megengedettek kozdl, illetve, hogy - kelléen megalapozva -
az ajanlasban nem szereplé masik metédust valaszt.

Ertekezésemben két, a szakirodalomban intenziven targyalt témakorrel fogok
foglalkozni: az emlérak HER2 statuszat meghataroz6 FISH vizsgélattal, és az

6rszem nyirokcsomok intraoperativ vizsgalati lehetéségeivel. Mindkét kérdés az
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emlérak diagnosztika, illetve kezelés kulcsfontossagy momentuma, mely nagyban
befolyasolja a beteg kezelésének menetét.

A daganatban kimutathatdo HER-2 protein tultermelés fontos negativ prognosztikai jel.
Az ilyen daganatok gyorsan nének, gyakran recidivalnak, gyorsan adnak attétet, s
altalaban a hagyomanyos terapias modszerekkel szemben kevésbé érzékenyek.(1-
4) A HER-2 proteint tdltermeld tumorok célzott trastuzumab (HERCEPTIN)
terapidjanak 1998-as bevezetésével szikségessé valt a HER-2 status
meghatarozasa.(5) A jelentés elényok, melyek magas koltségekkel és potencialis
cardiotoxicitassal parosulnak, megkovetelik a preciz HER2 meghatarozast. A tesztet
rutinszertien kell elvégezni minden emlérakos paciens esetében mindjart a daganat
elsé szovettani diagnozisakor.(6)

A jelenleg nemzetkdzileg elfogadott, és hazankban is érvényes protokoll szerint elsé
lépésben immunhisztokémiai vizsgalatot kell végezni.(7) Ennek pozitivitasa esetén a
trastuzumab terapiara alkalmasnak tarthatd6 a daganat. Negativitasa esetén a
daganat elméletileg a trastuzumab terapiara érzéketlen. Az immunhisztokémiai
vizsgalat kétes eredménye esetén kell valamilyen in situ hibridizaciés technikaval
vizsgalni, hogy génamplifikacio jelen van-e.

Szamos ilyen maédszer all rendelkezésre, de napjainkban, a legszélesebb kdrben a
fluoreszcencia in situ hibridizaciot alkalmazzdk. Az FDA A&ltal jovahagyott,
meglehetésen draga molekuléris tesztek mellett elérhetévé valt a piacon néhany
olyan olcsobb préba is, mely nem rendelkezik ilyen magas akkreditacidval, bar
bejegyzett in vitro diagnosztikum. llyen a Kreatech gyartmanyd Poseidon fantazia
nevi termékcsaladba tartoz6 Her2/Neu(17gl2) / SE17 (a tovabbiakban:
HERZ2/SE17) dual color FISH kit is. Alkalmazasaval a FISH vizsgélat ara jelentésen

csokkenhetne, kérdés azonban, hogy mennyire megbizhaté eredményeket ad.
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yaye

daganathoz tartozé regionalis nyirokcsomok allapota, pontosabban a
nyirokcsomokban kimutathato attétek jelenléte. Ez részben prognosztikai jelként
ertékelendd, masrészt a kbzvetlen sebészi beavatkozast is nagyban befolyasolja.
Nyirokcsom¢ attétek jelenléte esetén altaldban agresszivebb kemoterapias kezelés
is mérlegelendé.

Az 6rszem (vagy sentinel) nyirokcsomo6 a tumor fel6l aramld nyirokfolyadék utjaba
esé els6é nyirokcsomd, melyben elméletieg a leghamarabb jelennek meg a
nyirokkeringésbe esetlegesen bekertlé daganatsejtek. Az &rszem nyirokcsomo
pozitivitasa esetén 30-60%-ban mutathat6 ki attét a mogottes nyirokcsomokban. igy
az 6rszem nyirokcsomO vizsgalata alapjan el lehet donteni, hogy érdemes-e
felvallalni a jelentés posztoperativ szovédmeényekkel gyakran kisért teljes axillaris
blokkdisszekcidt. A nyirokcsomoé legpontosabb vizsgalata paraffinos blokkokbdl
metszett preparatumokon lehetséges, ennek azonban csak a mutét utan napokkal
készll el az eredménye, és pozitivitas esetén masodik mtétre van szikség.
Amennyiben a nyirokcsomoban 1évé daganat mar a mitét alatt, valamilyen
gyorsdiagnosztikaval kimutathatd, akkor a mdtét kiterjesztése még azzal az egy
altatassal elvégezhetd. Szamos modszer, illetve ezek kombinacidja jon szoba. Ezek
az egyre gyakrabban targyalt gyors molekularis tesztek mellett tobbnyire
fagyasztasos metszetkészitésen és lenyomati kenet vételen alapulnak. Nem véletlen
tehat, hogy a szakirodalomban fellelheté egyik legintenzivebben vizsgalt kérdéskor
az, hogy melyik médszerrel lehet a legmegbizhatébb eredményeket produkalni.
Dolgozatomban a fagyasztasos metszetkészités, az imprint citolégia és egy
igéretesnek tind, de ritkabban alkalmazott technika, a gyors keratin immuncitokémiai

vizsgalat eredményeit vetem dssze a végleges diagndzissal.
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Célkit dzeések:
A) A Poseidon HER2/SE17 FISH kit validdlasa az eml 6rak HER2
amplifikaciojanak mérésében a PathVysion HERZ2/CEP17 FISH kithez
viszonyitva.
» A Poseidon HER2/SE17 FISH kit és a PathVysion HER2/CEP17 FISH kit
eredményeinek 0sszevetése
» A HercepTest-tel végzett immunhisztokémiai vizsgalatok eredményének
0sszevetése a kétféle FISH probaval kimutatott eredményekkel.
* A Poseidon HER2/SE17 FISH kit hasznalataval kapcsolatos tapasztalatok
0sszefoglalasa
B) Az emlérakos betegek m (téte soran eltavolitott 6érszem (sentinel)
nyirokcsomok intraoperativ diagnosztikai lehet 6ségei.

* Az 6rszem nyirokcsomo vizsgalat technikdjaval kapcsolatos irodalom
attekintése.

» Az 6rszem nyirokcsoma intraoperativ diagnosztikajaban hasznalt rapid
immuncitokémiai vizsgalat technikajanak ismertetése.

* Az intraoperativ fagyasztasos szévettani vizsgalattal, a lenyomati
citolégiaval, és a rapid immuncitokémiai vizsgalattal nyert eredmények
dsszeveteése.

* Az 6rszem nyirokcsomOk napi rutin intraoperativ diagnosztikajaban
hasznosithaté tapasztalatok 6sszegzése.

» Atapasztalatok alapjan az intraoperativ 6rszem nyirokcsomé

diagnosztika optimélisnak tind algoritmusanak felallitasa
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2 Irodalmi attekintés

2.1 A HER2 FISH vizsgalatok irodalmi attekintése

A HER-2 a human epidermalis ntvekedési faktor receptor csalad 2. tipusa. A
receptor sejtfelszini transzmembrén lokalizacioju, tirozin-kinaz aktivitassal rendelkezé
enzim, melynek sajat ligandjat (szemben a csalad tobbi tagjaval) még nem sikerult
azonositani. (8) Aktivalodasat a receptorcsalad valamelyik masik tagjaval torténd
0sszekapcsoldédasa (heterodimerizacidja) inditja be. (9) A HER2 aktivalédasa a RAS
jelatviteli aton keresztll a sejt szaporodasat inditia be, a pl13K dton a sejt
apoptoézisanak gatlasaval a talélést biztositja. (10,11) Génje: az EGFR-2 (méas néven
HER-2/neu, vagy c-ERBB-2) a 17. kromoszOma hosszU karjara lokalizalédik. (12) A
gén megsokszorozddasa, amplifikacidja a fehérje felszaporodasahoz vezet, a
receptor nagy tomegben jelenik meg a sejt felszinén, és itt immunhisztokémiailag is
kimutathatéva valik. (13)

A HER-2 status megallapitasara bevezetett, a vizsgalat tipusat és optimalis
kivitelezését tekintve legjobb metdédus meghatarozasa sokaig ellentmondasos volt.
Az immunhisztokémiai vizsgalat (IHK) a legtdbb rutin szdvettani laborban végezheté,
€s szamos gyarté HER-2 ellenes primer antitest reagense érhetd el a piacon. (14,15)
Az antitestek megbizhatdsaga, specificitasa azonban igen valtozé, nagyon sok filigg
az alkalmazott technolégiatdl, utdlagos vizsgalat esetén a blokk tarolasatdl és a
kiértékelés is meglehetésen szubjektiv.(16) A kiértékelés szubjektivitdsat hivatott
csokkenteni az a scoring szisztéma, melyet az FDA hagyott jova, és amely a reakcio
er6sségét négy csoportba sorolja (0, 1+, 2+, 3+). (17,18) Ennek ellenére az értékelés
igy is jelentds szubjektiv elemeket tartalmaz, reprodukélhatésaga, kilonésen a 2+

erésseg megitélésében igen alacsony. Ezt tAmasztja ala egy hazai felmérés is, mely
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a HER-2 immunhisztokémiai reakciok értékelését hasonlitotta 0ssze a résztvevd
intézetek kozott. (19)

Gyakori tapasztalat volt, hogy az immunhisztokémiai vizsgalattal pozitivnak itélt
tumor nem reagalt kelldképpen a kezelésre. (20) Ez Osszefliggésben all azzal a
jelenséggel, hogy az immunhisztokémiai vizsgalattal pozitivnak itélt esetek egy
részében nem mutathato ki genetikai vizsgalattal valodi gén amplifikacid. A jelenség
valészinlileg tobb okra vezethetd vissza, ezek egyike lehet a 17. kromoszéma
poliszomiaja, amely az 1 kromoszémara Ilokalizalbddo gének szamanak
megnovekedése, tehat valddi génamplifikacié nélkil is magyarazza a fehérje
immunhisztokémiailag kimutathat6 talprodukcidjat.(21-23)

A FISH esetén a fluoreszkald jelet direkt modon le lehet szamolni a
daganatsejtekben. A dual color prébakkal egyszerre jel6lheté a 17. kromoszoma
centromérje és a keresett HER-2/neu (c-ERBB-2) gén locusa. Ezeket sejtenként
leszamolva meghatarozhaté az egy sejtmagra illetve egy kromoszémara esé gének
szama. Ez a fajta mennyiségi kiértékelés a FISH vizsgalatot sokkal objektivebbé,
ezaltal megbizhatobba teszi. (24-27) Az 06sszehasonlitd elemzések szerint, az
immunhisztokémiailag HER-2 negativnak (0, 1+) itélt tumorok FISH vizsgalattal 92-
98 %-ban nem mutatnak gén amplifikaciot, és szintén magas a konkordancia a két
vizsgélat kozott (89-100%) az immunhisztokémiailag 3+ erésségl HER-2 pozitivitast
mutaté tumorok esetén. Az immunhisztokémiailag 2+ er6ésségli daganatoknak
azonban csupén 23-25 %-a mutat gén amplifikaciét. (28-32)

Ezek az eredmények lehetévé teszik, hogy az immunhisztokémiai vizsgalatot
elészlré tesztként lehessen alkalmazni a daganat HER-2 statuszdnak
meghatarozasara. Tekintettel arra, hogy a FISH vizsgalat igen draga, és a patoldgiai

laborok j6 részében nem all rendelkezésre, a ma érvényben lévé ajanldsok az FDA
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altal elfogadott scoring rendszerrel immunhisztokémiailag 2+ erdsséginek itélt
tumorok in situ hibridizaciés alapu (FISH, CISH, SISH) vizsgalatat irjak el6.(33-36)
Természetesen a kilonbdzé gyartmanyu FISH tesztek is eltérd értékiiek. Az FDA
honlapjan elérhetd adatok szerint az USA-ban harom FISH alapt HER2 reagens van
engedélyezve erre a vizsgalatra:

1. A PathVysion HER2 DNA Probe Kit (Abbott-Vysis, Downers Grove, lllinois,

USA)

2. ONCOR® INFORM™ HER2 FISH kit (Ventana Medical Systems, Tucson),

melyet csak prognosztikai markerként hagytak jova.

3. DakoCytomation Her2 FISH pharmDx™ Kit (Dako, Glostrup, Dania)
Viszonylag Ujkelett a piacon a Kreatech altal gyartott Poseidon ERBB2,
HER2/Neu(17q12)/SE17 FISH préba (tovabbiakban Poseidon HER2/SE17 FISH Kkit).
A kit alkalmasnak tlinik rutin HER-2 meghatarozasra, és lényegesen olcsdbb, mint a
tébbi probak. Egy 2010-ben megjelent publikacidé beszamol arrdl, hogy a teszttel
igen magas interobserver reprodukabilitast értek el.(37)

Amennyiben a reagens megbizhatd, gazdasagosabba tehetné a FISH vizsgalatokat.
Jelen munkank soran a reagens validalasat végeztik el a PathVysion HER2 DNA

Probe Kithez (tovabbiakban PathVysion HER2/CEP17 FISH kithez) viszonyitva.

2.2 Az 6szem nyirokcsomo vizsgalatok irodalmanak attekintés e

Az emlékarcinbma legfontosabb korjéslé tényezéje az azonos oldali hénalji
nyirokcsomo statusz. Ennek vizsgalata eredetileg a hénalji nyirokcsoméblokk teljes
kiirthsaval tortént meg, melyet az emld teljes, vagy részleges eltavolitasaval egy
idében végeztek (46). A rutinszerlien végzett axillaris blockdissectio pontos adatokat

biztositott tumor stadiumardl és az adjuvans kezelés megtervezéséhez. A modszer
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sulyos szovédmeénye, az uralhatatlan lymphoedema azonban azonos oldali felsé
végtagon jelentds életmindség romlashoz vezetett.(47) Igazan elénye csak a
nyirokcsomo metastasist adé daganatos esetekben volt, melyek azonban az dsszes
ilyen beavatkozason atesetteknek csupan kb. a 43-45 %-a (48-50).

Az eml6rak szervezett szlirésének bevezetése utan, valamint a fejl6dé diagnosztikus
technikanak  kdszonhetéen  gyakoribbakkd  valtak a  korai  stadiuma
emlédaganatok.(51) Ez pedig kérdésessé tette a teljes honalji blokk eltavolitasanak
szliikségesseégeét. (52,53)

Az 6rszem nyirokcsomo fogalmat elészor Gould EA és munkatarsai alkalmazzak egy
1960-ban megjelent cikkben, mely a parotis tumorok regionalis nyirokcsomoit
vizsgalja. Az érszem nyirokcsomo - definiciojuk szerint- az elsd olyan nyirokcsomo,
mely a tumor teriletét drenalja. (54) A kovetkezé évtizedekben fokozatosan terjedt
el az elmélet és a gyakorlat a penis, vulva, cervix daganatok tertletén. Végul is a
melanoma sentinel nyirokcsomoé biopsziajanak altalanosan elfogadott elvét kévetden
merilt fel az emlérakok esetében torténd alkalmazas otlete.

Krag és munkatarsai altal 1993-ban kozolt cikkben az emlédaganatok sentinel
nyirokcsomojanak radio-lokalizalasarol, és sebészi eltavolitasardl ir (55), majd ezt
kovetden jelenik meg a Giuliano és munkatarsai altal irt cikk, mely részletesen
taglalla a 174 esetbél 114 esetben sikeresen végrehajtott sentinel nyirokcsomo
eltavolitas technikajat. Ok vitalis kék festékkel jeldlték a nyirokcsomét (56).

A rohamosan elterjedd 6érszem nyirokcsomé technika jelentésen megvéltoztatta az
axillaris nyirokcsomo staging gyakorlatat. Ha az érszem nyirokcsomé tumormentes,

akkor a tobbi nyirokcsomdban csupan 1 % az esélye daganat jelenlétének (57)
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Ezeért, ha mitét kozben megallapithatd, hogy a sentinel nyirokcsomé tumormentes,
akkor elkertlhet6 a teljes honalji nyirokcsomaoblokk kiirtasa, igy megévhato a paciens
a felesleges szovédmeényektdl.(58-63)

Az eltavolitott érszemnyirokcsomoé intraoperativ vizsgalatanak szokasos modja a
fagyasztasos metszetkészités, de ezzel csaknem egy idében jelentek meg irodalmi
kozlések az imprint citolégia, valamint a két metddus egyuittes alkalmazéasarol. A
fagyasztasos vizsgalat elénye a magas szenzitivitds, de a metszetek gyakran
mdvileg erésen karosodottak, a szOvet tonkremegy, a metszetek elkészitése
viszonylag hosszadalmas, bar kétségtelen, hogy a kész metszetek vizsgalata -
gyakorlottsagtol fuggéen - relative kevés idét igenyel. Ezzel ellentétben az imprint
citologiai preparatum gyorsan elkészil, tobbnyire részlet gazdag, a vizsgalando
minta megdérzddik a késébbi részletes feldolgozas céljara. Azonban az imprint
citolégia hatranya, hogy a kenetek értékelése tobb idét vesz igénybe, gyakran
megtorténik, hogy a daganatsejtek relative kis szamban vannak jelen, igy nagyobb
az eseélye, hogy a vélemeény bizonytalan (64- 74).

Magyarorszagon viszonylag hamar megjelenik a technika, 2002—ben mar felméres
szlletik a hazai gyakorlatrél (75). A mddszer elterjesztése elsésorban Cserni Gabor
munkassagahoz kothet6. Szamos, e targyban megjelent cikke utan 2004-ben Europa
tobb intézetével egyuttmikdodve mérte fel a sentinel nyirokcsomok feldolgozasanak
technikajat. A felmérésben résztvevék vagy fagyasztasos technikaval, vagy imprint
citolégiaval, vagy a kett6 kombinacidjaval vizsgaltak intraoperative az &rszem
nyirokcsomokat, azonban leggyakrabban az akéar egy, akar tobb szintrél készitett

fagyasztast végezték. (76)

12/78



Mivel mindkét moddszer rendelkezik jelentés hatranyokkal is, értheté a torekves
kezdetektél fogva, hogy egyeb technikai kiegészitésekkel prébaljak a hatranyokat
minimalizalni.

Viale G és munkatarsai 1999-ben megjelentettek egy cikket a sentinel nyirokcsomo
intraoperativ vizsgalatarél, melynek részeként immunhisztokémiai vizsgalatot
alkalmaztak a fagyasztott preparatumon. Az els6dleges céljuk akkor még annak a
bizonyitasa volt, hogy a sentinel nyirokcsomo statusza alapjan biztonsagosan lehet
kovetkeztetni az axilla tébbi nyirokcsomaoinak allapotara. Az intraoperativ vizsgalatra
kildott nyirokcsomot 50 mikrononként teljesen elfaragtak, valamennyi szintrél
lehtzott egyik metszeten HE festést, egy masikon pedig immunhisztokémiai
vizsgalatot végeztek. Ezzel a rendkivul preciz, ambar kifejezetten idéigényes és
koltséges metddussal arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az immunhisztokémiai
vizsgalat nem javitotta a gyorsdiagnosztika szenzitivitasat szemben az egyszeri HE
festéssel. Természetesen a vizsgalat a f6 céljat elérte, nevezetesen bizonyitotta a
sentinel nyirokcsomo eltavolitas létjogosultsagat. (77)

A fagyasztasos vizsgalat €s az immunhisztokémiai vizsgalat kombinalasa egymassal
tehat viszonylag hamar felmerilt lehetéségként, de a mdédszer hosszadalmassaga
miatt nem tlnt célszerlinek. 2002-ben Karsten és munkatarsai a sentinel
nyirokcsomok fagyasztott metszetein cytokeratin reagenssel végzett rapid
immunfluorescentids vizsgalat eredményeit kozolték le. A metddus leirdsuk szerint
10 perc alatt kivitelezhetd, és igen magas szenzitivitdsunak itélték (78). 2003-ban
Beach és munkatérsai a sentinel nyirokcsomo fagyasztott metszetén végzett rapid
cytokeratin immunhisztokémiai vizsgalat szenzitivitasat 57%-osnak mérték, igy nem

tartottak megbizhaténak a modszert, szemben a fagyasztasos metszet készitéssel
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(79). A témaban megjelent cikkek tobbsége azonban a moddszert magas
erzekenységiinek, megbizhaténak talalta.(80-82)

Finn kutatok (Leikola J. P és munkatarsai) 2005-ben egy igen széles beteganyagon
végzett vizsgalatuk eredményeként megallapitottak, hogy az intraoperativ sentinel
nyirokcsomo diagnosztika maédszerei kdzil a rapid immunhisztokémiai vizsgalat a
lobularis tipusu emlérakok attéteinek és a barmilyen tipusd emlédaganatbdl
szarmaz6 micrometastasisoknak és izolalt tumorsejt-csoportoknak a detektalasaban
hasznéalhaté a leginkdabb. Ok a lobularis invaziv emlérak attétének
immunhisztokémiaval végzett gyorsdiagnosztikajaban 87%-0s szenzitivitast meértek,
mig a HE festett fagyasztott metszettel vizsgalt esetekben csak 66%-ban tudtak
azonositani a metastasist. Vizsgalatuk érdekessége volt, hogy a 438 esetbdl allé IHK
csoport adatait egy masik, 557 fés, HE festett fagyasztdsos modszerrel vizsgalt
csoport adataihoz hasonlitottak. igy kikiiszobolték azt a lehetséges torzito tényezét,
amikor az egyik modszer eredményének ismerete befolyasolja a masik modszerrel
végzett vizsgalat pontossagat az azonos vizsgalati anyagon. (83)

Hasonlé eredményre jutottak dél-koreai kutatok, Choi Y.J és munkatarsai 2006-ban
kozolt cikkikben a moédszert 85%-0s szenzitivitasunak talaltak, és a legfontosabb
szerepét a micrometastasisok és izolalt tumorsejt csoportok észlelésében lattak. (84)
Az imprint citologiai vizsgélat legfontosabb elénye a fagyasztasos vizsgélattal
szemben, hogy a fagyasztasra nem alkalmas méreti nyirokcsomékbdl is
elvégezhetd. Emellett a nagyméret(i nyirokcsomokat felszeletelve annak valamennyi
szeletérél adhat felvildgositast szemben a legtobbszér nem teljesen reprezentativ
fagyasztasos  vizsgalattal. A  fagyasztott  metszeteken  végzett rapid
immunhisztokémiai vizsgalat mellett tehat a lenyomati keneteken is megkisérelték az

immuncitokémiai vizsgélat kivitelezését. Ezen a téren Salem AA és munkatérsi
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fejtettek ki kimagaslé aktivitast (85,86). Az eredmények ezzel a metddussal is
biztatéak voltak, megfelel6 gyakorlottsaggal vizsgalva a fagyasztasos metszeteken
alkalmazott rapid immunhisztokémiai vizsgalathoz hasonlé szenzitivitas érhet6 el
(87,88).

A sentinel nyirokcsomo intraoperativ diagnosztikajaban is teret hoéditanak a
molekularis modszerek, mint példaul a GeneSearch BLN assay (Veridex, LLC,
Warren, NJ) és a One-step Nucleic Acid Amplification assay (Sysmex, Japan),
melyeket intraoperativ diagnosztikara fejlesztettek ki. Ezek szenzitivitasa és
specificitasa hasonlé a végleges szovettani vizsgalatéhoz. A molekularis vizsgalatok
azonban, ellentétben az eddig felsorolt technikakkal, nem alkalmasak a metastasis
meéretének, szoveti tipusanak meghatarozasara, ami pedig fontos a tobbi
nyirokcsomoban torténd metastasis megjelenés valoszinlisége szempontjabdél. Mivel
a molekularis vizsgalattal az egész nyirokcsomot vizsgaljak, igy detektalhaté az
0sszes, random szer(ien jelenlévé olyan daganatsejt is, melyek elsikkadnanak a
hagyomanyos modszerekkel. (89,90)

Erdekességképpen megemlitek egy teliesen Uj megkozelitési intraoperativ sentinel
nyirokcsomo diagnosztikai technikat, mely a szerz6k szerint a lenyomati kenetekkel,
és fagyasztasos vizsgalattal egyenérteki eredményeket produkal a nyirokcsomo friss
metszéslapjardl készllt spektroszkopos felvétel alapjan. A 2010-ben lek6zolt
modszer, a mitében elhelyezett készulékkel elvégezhetd, teljesen digitélis
képelemzés alapjan, patologiai segédlet nélkal ad véleményt, és megfeleld
adatfeltoltés (tanitasi fazis) utén, - kozleményikben bé&ségesen illusztralva, - a

micrometastasisokat is képes észlelni.(91)
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3 Anyag és modszer
3.1 Anyag és moédszer a Poseidon HER2/SE17 dual colo r FISH kit
validalasaban

3.1.1 Tumor mintak kivalasztasa

2006-és 2007 kotott diagnosztizalt 122 invaziv emlérakos beteget valasztottunk Ki.
Minden esetben egy patolégus felllvizsgéalta a kordbban készilt HE metszeteket és
immunreakciokat és ellenérizte az eredeti diagnozis helyességét. A
bevalaszthatosag feltétele volt, hogy a mitéti preparatumbdl parafinos blokkok
legyenek elérheték. A metszetek alapjan valasztottuk ki a rendelkezésre allo

paraffinos blokkokbdl a tovabb vizsgalando, tumort tartalmazoé részletet.

3.1.2 Szoveti microarray blokk
60 lokuszos szoOveti microarray (TMA) blokkokat alkottunk a mintakbdl szarmazé 1

mme-es szévethengerekbdl microarray blokképité eszkdz segitségével. (TMA Master,
3D Histech, Budapest, Magyarorszag). Paciensenként 3 szévethengert épitettiink be,
€s egy normal maj részletet az orientalhatdsag céljabdl. A TMA blokkokat korabban
Kononen és munkatarsa altal leirt metédust alapul véve allitottuk dssze. (38)

A szovethengerek pontos lokalizaciéjat alfabetikus koordinatdk segitségével
tablazatban rogzitettik. A core-okat az eredeti, HE metszetek alapjan a tumor
reprezentativ  terlleteibél valasztottuk ki. Szdmolva a tumor potencidlis
heterogenitasdval minden eredeti paraffinos tumorszévet centrumabdl, és két
atellenes szélébdl vettiink 1-1 szévethengert.

A TMA blokkokbdl 4 um vastag metszetet huztunk le fellletkezelt targylemezekre.
Minden blokkbdl késziltek HE festett metszetek is részben a morfoldgiai tajékozodas

elésegitésére, részben, hogy leellenérizziik a szovethengerek tartalmat. Amennyiben
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valamelyik szévethenger nem tartalmazott tumorszévetet, a szilkséges lokalizaciobal

Ujabb részletet épitettlink be helyette.

3.1.3 Immunhisztokémiai vizsgalat
A TMA metszetek immunhisztokémiai vizsgalatat HercepTest kittel végeztik (Dako,

Glostrup, Denmark) a hasznalati eléiras szerint. Réviden: az antigén feltaras pH 7,2
citratpufferboen (0,1 mol/l,) 40 percig, 95 <CT-os vizflurdében tortént. Az
immunreakcidkat DAKO autostainer (Dako) végezte. A reakciot 3,3'diaminobenzidin
(DAB) chromogénnel vizualizaltuk. Valamennyi egyszerre végzett IHK reakcié mellett
pozitiv és negativ kontrollokat is alkalmaztunk. Az eredményt a HercepTestre
kidolgozott és az FDA Altal jovahagyott, a membran festddés mintazatat és
erésségét alapul vevé pontrendszert kovetve értékeltiik ki. Az immunreaktivitas kétes
eredményl volt (2+), ha a daganatsejtek tobb mint 10%-a mutatott enyhe, vagy
kozepes er6sségi komplett membranfestédést, vagy kevesebb, mint 30%-a mutatott
erés korkoros komplett reakciét. Biztosan pozitiv (3+) volt a reakcio, ha az invaziv
daganatsejtek tobb mint 30%-a mutatott intenziv komplett membranfestédést. Ha a
membranfestédés hianyzott, vagy az invaziv sejtek kevesebb, mint 10%-aban
jelentkezett, akkor a reakciét negativnak mindésitettik (0, vagy 1+). A harom

szovethengerbdl mindig a legmagasabb értéket vettiik figyelembe.

3.1.4 Fluorescens in situ hibridizacio
A TMA metszeteket xilolban deparaffinaltuk és etanolban rehidraltuk. A

targylemezeket a Vysis altal gyartott Paraffin Pretreatment Il kittel kezeltik a
hasznélati utasitas szerint. F6bb vonalakban: a lemezeket 37 C-os vizfurd 6ben 6
percig protedz-K oldattal kezeltiik. Oblités és levegén vald szaritas utan 10 pl probat
tettink mindegyik TMA lemezre. Egymastol elkulonitve a Vysis PathVysion HER2 /

CEP17 probajat és a Kreatech Poseidon HER2 / SE17 probajat alkalmaztuk. Fedés
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€s gumi tomitével vald lezaras utdn a metszeteket 73C-on 5 percig denaturaltuk,
majd ezt kovetben egy éjszakan at 37 T-on hybridizaltuk. A denaturalast és
hibridizalast StatSpin® ThermoBrite hibridizaciés késziilékkel végeztik. A hibridizaci6
utdn a metszeteket mostuk, majd 20 pl DAPI-val (4,6-diamidin-2-phenylindol)
festettik. A FISH szignalokat Olympus BX51-es fluoreszcens mikroszkoppal
azonositottuk. A filterpart a PathVysion kithez optimalizaltuk. A HER2 locus
specificus azonosito jel és a centromér azonosito szignal (CEP17 és SE17) aranyat
tumoronként 60 tumorsejten, 100-szoros immerzios nagyitassal szamoltuk le. Pozitiv
HER?2 amplifikaciénak tartottuk, ha a HER2 szignal és a 17. kromoszoma aranya 2,
vagy annal tébb volt. Low-grade amplifikaciot allapitottunk meg, ha az arany 4 alatt
volt, és a 4, vagy e folotti aranyt high-grade amplifikacionak minésitettik. Ha a 17.
kromoszoma sejtenkénti szamanak atlaga 2,5 folott volt, polysomiat allapitottunk
meg.

3.1.5 Statisztikai analizis

A folytonos valtozoként kifejezett FISH eredményekre vonatkozbéan az eljardsok
kozotti egyezést konkordancia korrelaciés egyitthaték (RC) (39,40) és Bland—
Altman-féle 95%-0s egyezési hatarok kiszamitasaval értékeltik. (41)

Az adathalmaz centrumanak vizualizalasara a redukalt fétengelyt, azaz az atlagok
metszéspontjan a szorasok hanyadosanak megfelelé meredekséggel athalado
egyenest alkalmaztuk. A kategorikus kimenetelek kozotti egyezést a Kappa-
statisztikaval értékeltik, az osztalyok szamanak megfeleléen analitikus vagy
bootstrap-alapu eljarassal képezve annak konfidencia-intervallumat (Cl)(42)
Specificitds, szenzitivitas, pozitiv és negativ prediktiv érték, helyes osztalyozasi
hadnyad, valamint ezek binomidlis egzakt konfidencia-intervalluma leirdsaval

jellemeztik az olyan binaris kimenetell tesztparokat, amelyek esetében az egyik
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teszt osztalyozasi teljesitményének értékeléséhez a masik teszt referencianak volt

tekintheto.

3.2 Anyag és modszer az intraoperativ. = érszem nyirokcsomo
vizsgalatok soran

3.2.1 A paciensek jellemz 6i
Munkank alapjat a nyiregyhazi Jésa Andras Oktatokorhaz Patholdgiai Osztalyan a

napi rutin diagnosztika soran 2009. februar és november kdzott végzett prospektiv
adatgydjtés adja. Preoperative citolégiaval (C3-C5), vagy core-biopsiaval (B3-B5)
diagnosztizalt, majd a végleges szoOvettani feldolgozassal malignusnak bizonyult
emléelvaltozassal operalt olyan paciensek esetei keriiltek bele a vizsgalatba, akiknél
intraoperativ sentinel vizsgalat tortént, fuggetlentl attél, hogy megelézbleg
részesiltek-e neoadjuvans kezelésben.

A sentinel nyirokcsomé eltavolitas indikacidja a C3-C5 és B3-B5 emlbelvaltozas
mellett a citoldgiailag negativ, vagy nem, illetve sikertelentl vizsgalt nyirokcsomo

statusz volt.

3.2.2 A sebészeti technika
Valamennyi paciens esetében a mitétet megel6zd napon nyirokcsomoé scintigrafiat

végeztek. Ennek sordn a detektdlas elétt atlag 24 oraval 0,2 ml Nanocoll-t
fecskendeztek a tumorba. A Nanocoll kevesebb, mint 80 nm-es részecskemeéreti
human albumin colloid, melyet 100 MBq er6sségi 99mTc-mal jeloltek (Nycomed
Amersham Sorin Zrt. Saluggia, Olaszorszag).

Az operacio alatt kézi vezérlésG gamma detektorral térképezték fel a
nyirokcsomokat. Orszem nyirokcsoménak mindsitették a legintenzivebben jelzé
nyirokcsomot, valamint az 6sszes olyan csom6t a kornyezetében, mely a
legintenzivebb jel 25 %-at meghaladd erdésséget mutatott. Elsé lépésben a

nyirokcsomot tavolitottak el, majd ezutan tortént az emlbében 1évd elvaltozas
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operacioja. Ez idd alatt nyirokcsomot osztalyunkra kualdték gyorsdiagnosztika
céljabol.

Amennyiben az intraoperativ patologiai vizsgalat metastasist igazolt az 6rszem
nyirokcsomoban, az elsédleges sebészi ellatas soran a honalji nyirokcsomok I. és Il.
szintjét is disszekaltdk a vena axillaris magassagaig. Az intraoperativ sentinel
nyirokcsomo diagnosztika negativ, vagy bizonytalan véleménye esetén tovabbi
nyirokcsomot az elsé matétben nem tavolitottak el. Szintén nem folytattak a matétet
akkor, ha a sentinel nyirokcsomo intraoperativ vizsgalata izolalt tumorsejtek jelenlétét
detektalta, vagy vetette fel. Amennyiben az intraoperativ patologiai diagnozis a
késbbbi részletes szovettani feldolgozassal fals negativhak bizonyult, masodik

matéetként végezték el az I. és Il. axillaris nyirokcsomoszint eltavolitasat.

3.2.3 Patoldgiai vizsgalat

3.2.3.1 Lenyomati kenetek készitése:
Az 8rszem nyirokcsomoét elészoér megtisztitottuk a kilsé zsirszévettdl, majd 1,5-2

mm vastag szeletekre vagtuk a hosszanti tengelyére meréleges sikban. Minden
metszéslaprél egyszerre két lenyomatot készitettiink két kilonb6zé fellletkezelt
targylemezre ugy, hogy a frissen vagott metszéslapra finoman ranyomtuk az Giveget.
Ugyeltiink, hogy az azonos metszési sikokbol szarmazé lenyomat azonos helyre
kerlljon mindkét lemezen, és minél slribben, de egymast nem fedve legyenek a
lenyomatok a targylemezen. igy két egyforma mintézatl lenyomatot nyertiink,
ahogyan az 4.1. 4bra mutatja.

Az egyik lenyomati kenetet Hemacolorral (Merck, Darmstadt, Germany) festettik, a
masikon intraoperativ (rapid) immuncitokémiai vizsgalatot végeztiink a Saalem A és

munkatéarsai altal leirt metdédust alapul véve.(86)
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4.1. abra. Lenyomati preparatumok készitése a sentinel nyirokcsomoébdl
Sematikus abra.

Sentinel nyirokcsomo
I |

IGlso felszin
hatso felszin

=
()
—
<

v v

Haemacolor _Rapid
festésre _ 'mkmun,'
szant kenet citokemiara

szant kenet

3.2.3.2 Hemacolor festés:
A levegdn megszaritott kenetet Mercofix (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag)

fixalo spray-vel fujjuk le, 4 perc fixalas utan, éblités nélkil Hemacolor 2-es oldatba,
majd 10 mp festés utan, oblités nélkil Hemacolor 3-as oldatba (Merck KGaA,
Darmstadt, Németorszag) tesszik. 20 mp utan puffer tablettabol készitett pH 7,2-es
puffer oldatban 45 mp-ig tartjuk. Oblités desztillalt vizzel, szaritas

szobahémeérsékleten, majd fedés xylolbal.
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3.2.3.3 Rapid immuncitokémiai reakcio:
Az el6kezelt lemezre készitett a lenyomati kenetet 2 percig szobahémérsékleten

széritottuk, majd 30 masodpercre fixaltuk hitétt acetonban, ezutan
szobahémérsékleten 1 percig széritottuk, lemostuk fizioldgias soéoldatban, majd
Oblitettik foszfat pufferben (PBS). A rapid immuncitokémiat 1:100 higitdsu anti-
cytokeratin (AE1/AE3; Dako, Glostrup, Denmark) primer immunsavéval végeztik. A
primer antitesttel 3 perc 10 masodpercig inkubaltuk a preparatumot 37 T fokon,
termosztatban, majd PBS pufferrel mostuk. Ezt kdvetéen polymer horseradish
peroxidase-zal (HRP) jeldlt szekunder antitesttel (EnVision Detection Kit, Dako)
inkubaltuk Ujabb 3 perc 10 mésodpercig, 37 T fokon, termosztatban. Mosas utan
diaminobenzidinnel hivtuk el a reakciét, majd hematoxylin magfestést
alkalmaztunk. Az immunreakcid ©6nmagaban 12 percet, a teljes procedura

megkozelitéleg 20 percet vett igénybe.

3.2.3.4 Fagyasztasos vizsgalat
Emellett az 5 mm-es, vagy annal nagyobb nyirokcsomo egyik szeletébél fagyasztott

metszetek is készlltek hematoxylin-eosin festéssel. A fagyasztasos vizsgalatra a
makroszkdposan gyanus teruletbél igyekeztiink kivagni. Amennyiben a nyirokcsomé
szabad szemmel épnek tlint, b6séges parenchymaju teriiletet valasztottunk.

A kivalasztott mintat el6szor szénsavhdéban lehltott petroléterben lefagyasztottuk,
majd Microm HM550 tipusa kryostatban -20C fokon, 1 0 um-es sorozatmeszeteket
készitettlink. A szdvettani és citologiai leleteket 0sszevetettik az immuncitokémiai
preparatummal. Az eredményt telefonon k6zoltik a mitében Iévé operatdrrel.

A megmaradt mintat 4% neutralis pufferelt formalinban fixaltuk, tdbb nyirokcsomo

esetén kulon jeléléssel.
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3.2.3.5 A sentinel nyirokcsomoé végleges szovettani vizsgalata
A Vvégleges szovettani értékelést a nyirokcsomoO szeletek formalinban fixalt,

paraffinba agyazott blokkjainak elsé szintjebdl készilt HE festett metszetek, és a
harmadik réteg metszetein elvégzett cytokeratin (AEL1/AE3; Dako, Glostrup,

Denmark) immunhisztokémiai reakciok alapjan vegeztik.

3.2.3.6 A kapott leletek értékelése
A tumor és nyirokcsomo stadiumot a TNM 6 alapjan allapitottuk meg. Az 6rszem

nyirokcsomoé micrometastasisanak véleményeztilk az olyan metastaticus gocokat,
melyek legnagyobb atmérdje nagyobb volt, mint 0,2 mm, de nem volt nagyobb, mint
2 mm. lzolalt tumorsejteknek tartottuk a maximum 0,2 mm-es, és kisebb
sejtcsoportokat. (92) Barmely méretli metastasist (macro-, micrometastasis, izolalt
tumorsejt) pozitiv eredménynek tekintettiink fliggetlentl attél, hogy a jelenleg
érvényes kezelési protokollok szerint az eredmény milyen tovabbi teendét indikalt.
(Tehat az NO-ITC nem tette szikségessé az axillaris blokk eltavolitasat.) Az
értékelés sordn a bizonytalan eredményt negativnak vettik. Szintén negativnak
vettiik a barmilyen okbdl sikertelenil végzett vizsgéalatot.

Ezen kivil meghatéroztuk a sentinel nyirokcsomoéhoz tartoz6 emlédaganatok széveti
tipusét, annak notthinghami hisztolégiai gradusat az Elston-Ellis altal moédositott

Scarff-Bloom-Richardson gradalas szerint.(93,94)

3.2.4 Statisztikai analizis
A végleges szovettani vizsgalat eredményeit 6sszegeztik: a tumor széveti tipusa,

mérete, gradusa, a sentinel nyirokcsomé végleges eredménye. 95%-0s konfidencia
intervallum mellett meghataroztuk az imprint citologia, a fagyasztasos vizsgalat, és a
rapid immuncitokémia szenzitivitasat, specificitasat, pozitiv és negativ prediktiv

értékét az 6rszem nyirokcsomoban |évé metastaticus daganatsejtek detektalasa
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szempontjabol. Ugyanezen értékeket adtuk meg az egyes vizsgalomodszerek
kovetkezd kombinacidira is: imprint citoloégia és fagyasztott metszet, fagyasztott
metszet és rapid immuncitokémia, imprint citolégia és rapid immuncitokémia valamint
a harom mobdszer egylttes alkalmazasa. Viszonyitasi alapnak a formalinfixalt,
paraffinba &gyazott sentinel nyirokcsomobdl készilt HE-festett metszetek és
pancytokeratin immunhisztokémiai vizsgalattal értékelt preparatumok eredményét

tekintettUk.
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4 Eredménynek

4.1 Eredmények a Poseidon HER2/SE17 dual color FISH kit
validacios vizsgalata soran

4.1.1 A nativ adatok
Az immunhisztokémiai, és a kétféle FISH reakciok eredményeit a 4.1. tablazat

tartalmazza.

4.1. Tablazat A HerCept Test (IHK), a PathVysion HER2/CEP17 FISH és a
Poseidon HER2/SE17 FISH vizsgélatok eredményei.

(IHK= immunhisztokémia, PV=PathVysion, P=Poseidon, H=a HER2 gén magonkénti atlagos
képiaszama, C= a 17. kromoszoma centromérjének atlagos magonkénti szama, R= H/C arany,
HG=high grade amplifikacio, LG=low grade amplifikaci6; vastagon szedett szam = polysomia)

Esetsz.  IHK PV-H PV-C  PVR dF:T\]’ény PH P-C PR __ dr';ény
1 0 2 2 1 neg 2 2 1 neg
2 0 2 2 1 neg 2 2 1 neg
3 0 2 2 1 neg 2 2 1 neg
4 0 2 2 1 neg 2 2 1 neg
5 0 2 2 1 neg 2 2 1 neg
6 0 2 2 1 neg 2 2 1 neg
7 0 2 2 1 neg 2 2 1 neg
8 1+ 8,5 2,2 3,86 LG 9,5 2,3 4,13 HG
9 0 2 2 1 neg 2 2 1 neg
10 0 4,6 2 2,3 LG 4,8 2,1 2,29 LG
11 2+ 6,8 2,2 3,09 LG 6,6 2,3 2,87 LG
12 0 2,2 2,1 1,05 neg 2,3 2,1 1,1 neg
13 1+ 4,3 2,1 2,05 LG 4,4 2,1 2,1 LG
14 0 18 19 0,95 neg 19 18 1,1 neg
15 1+ 31 21 15 neg 2,9 2 1,45 neg
16 2+ 2,5 2,4 1,04 neg 2,4 2,3 1,04 neg
17 1+ 2,1 2 1,05 neg 2 2 1 neg
18 3+ 5,8 2,1 2,76 LG 4,8 2,1 2,29 LG
19 1+ 17 1,6 1,06 neg 1.8 1,6 1,13 neg
20 3+ 14,7 2,3 6,4 HG 16,2 2,2 7,36 HG
21 2+ 2,1 2 1,05 neg 2 2 1 neg
22 3+ 24,3 2,4 10,125 HG 23,6 2,4 9,83 HG
23 2+ 2,3 2,2 1,05 neg 2,2 2 1,1 neg
24 3+ 25,3 2,3 11 HG 26,6 2 13,3 HG
25 0 2 2 1 neg 2 2 1 neg
26 0 2,6 3 0,86 neg 2 2 1 neg
27 1+ 2 2 1 neg 2 2 1 neg
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Eset sz.
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Eset sz. IHK PV-H PV-C PV-R ere dF;rYény P-H P-C P-R ere drl;ény
116 1+ 3.8 4,2 0,91 neg 3,8 3,6 1,06 neg
117 0 2,2 19 1,16 neg 2 2 1 neg
118 0 2 2 1 neg 2 2 1 neg
119 0 2 2 1 neg 2 2 1 neg
120 3+ 13,2 2,2 6 HG 14,5 2,3 6,3 HG
121 0 2 21 0,95 neg 2 2 1 neg
122 0 2 2 1 neg 2 2 1 neg

(IHK= immunhisztokémia, PV=PathVysion, P=Poseidon, H=a HER2 gén magonkénti atlagos
képiaszama, C= a 17. kromoszéma centromérjének atlagos magonkénti szama, R= H/C arany,
HG=high grade amplifikacio, LG=low grade amplifikacio; vastagon szedett szam = polysomia)

4.1.2 Immunhisztokémia

122 eset immunhisztokémiai vizsgalatanak eredményét dolgoztuk fel. Az esetenként
3 TMA henger eredménye kozil a legerésebb értéket vettik figyelembe. Végul is 62
esetben lett az immunhisztokémiai vizsgélat eredménye 0, 29 esetben 1+, 17

esetben 2+, és 14 esetben 3+.

4.1.3 Fluorescens in situ hibridizacié
A 122 emlérakos eseten a HER-2 FISH analizist is sikerrel elvégeztiik. Altalaban

mondhatjuk, hogy a fest6dés és a szignal minésége az esetek tobbségében kivald
volt. Teljes szignal hiannyal nem talalkoztunk. A HER2/CEP17 aranyok alapjan az
eseteket harom csoportra osztottuk. PathVysion reagenssel 101 esetben nem volt
amplifikacio, 9 esetben volt LG amplifikacio és 12 esetet soroltunk a HG amplifikacio

kategodridba. A Poseidon FISH kittel ezek az értékek sorrendben 102, 7 és 13 voltak.

4.1.4 A két FISH proba 6sszehasonlitasa
A reakciok szubjektiv megitélés alapjan kozel hasonlé mértékben voltak

ertékelhetdk. A 4.1. abra a kilénb6zd probakkal elvégzett FISH vizsgalatokbol mutat

egy-egy nem amplifikalt, HG-, LG amplifikacidt, illetve polysomiat mutato esetet.
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4.1. 4bra Nem amplifikalt, low grade és high grade amplifikaciot, valamint polysomiat
mutatd esetek a PathVysion és Poseidon kitekkel vizsgalva.

16. eset
nem amplifikalt
PV

16. eset
nem amplifikalt
P

22. eset
HG amplifikacio
PV

22. eset
HG amplifikacio
P

13. eset
LG amplifikacio
PV

13. eset
LG amplifikacio
P

32. eset
polysomia
PV

32. eset
polysomia
P
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A statisztikai elemzések soran a Poseidon FISH Kkit-tel tortént méréshez a
PathVysion FISH eredményeket tekintettiik referencia alapnak. A két prébat a HER-2
gén lokusanak azonosithatosaga (az amplifikacio detektalas képessége), a 17.
kromoszOma centromérjének, vagyis a poliszomianak a detektalasi képessége, és az

amplifikacio gradalasanak kepessége szempontjabdl hasonlitottuk 6ssze.

4.1.41 Az amplifikacio és poliszomia detektalasanak képessége
A PathVysion FISH prébaval detektalt eredményekhez képest a Poseidon FISH kit

szenzitivitdsa 95,2%, specificitasa 100% volt, mig a pozitiv prediktiv érték (PPV)
100%, a negativ prediktiv érték (NPV) 99% volt. (4.2.A. tdblazat). 15 eset mutatott
polysomiat mindkét kittel, bar 2 eset nem ugyanazzal a reagenssel. A polysomia
diagnosztizalas képességét tekintve a Poseidon FISH kit szenzitivitasa 93,3%,
specificitasa 99,1%, a PPV 93,3% és az NPV 99,1%, a PathVysion FISH-kit
eredményeihez hasonlitva. (4.2B. tablazat)

4.2 tablazat A Poseidon reagenssel végzett amplifikacié vizsgalat (A) és a 17 —es
kromoszoma detektalasanak (B) szenzitivitasa, specificitasa, pozitiv €s negativ

prediktiv értéke a PathVysionnal 6sszevetve
Cl: 95% konfidencia intervallum, PPV: pozitiv prediktiv érték, NPV: negativ prediktiv érték

A. POSEIDON
Amplifikacid Nincs 0sszes
van amplifikacio
- Amplifikacié van 20 1 21
T O Nincs amplifik&cio 0 101 101
29 osszes 20 102 122
o>
% Cl (%)
szenzitivitas 95,2 76,2 99,9
specificitas 100 96,4 100
PPV 100 83,2 100
NPV 99 94,7 100

30. oldal, 6sszesen: 78



B. POSEIDON
polysomia disomia 0sszes
- polysomia 14 1 15
T % disomia 1 106 107
'a'z; bsszes 15 107 122
% Cl (%)
szenzitivitas 93,3 68,1 99,8
specificitas 99,1 94,9 100
PPV 93,3 68,1 99,8
NPV 99,1 94,9 100

A HER2 és centromér szignalok sejtenkénti atlagos szamét, valamint a HER2 /
centromér aranyt, mint folytonos valtozét statisztikailag elemezve a 4.2. 4braban
bemutatott grafikonokat kaptuk. A konkordancia korrelaciéos hanyados (RC) kozel
tokéletes egyezést mutatott a PathVysion és a Poseidon FISH teszt kdzo6tt a HER2
és centromer specifikus sejtenkénti szignal szamban (RC=0.993 és 0,929, ennek
megfeleléen p<0,0001), valamint a HER2/centromér ardnyban (RC=0,993,
p<0,0001). Mind a harom grafikonban a redukalt f6 tengelyek majdnem teljesen fedik

a tokéletes egyezés vonalat.

4.1.4.2 Az amplifikacié gradalasanak képessége
A PathVysion probaval negativ (amplifikaciot nem mutatd) 101 eset mindegyike

negativ volt a Poseidon kittel is. Ugyanigy valamennyi PathVysion-nel HG
amplifikacionak minésitett eset a Poseidon reagenssel is az er6sen amplifikalt
csoportba tartozott. Azonban a PathVysionnal low grade amplifikaciénak tartott 9
eset egyike (63.sz) nem mutatott amplifikaciét, egy masik pedig (8. sz.) high grade
amplifikaciot mutatott a Poseidon FISH kittel vizsgalva. Ha 6sszehasonlitjuk ezen
csoportokon alapulva a két reagenst, a Kappa-statisztika tokéletes egyezést mutat

kozottuk. (Kappa=0,9441, p<0,0001; lasd 4.3.tablazat)
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4.2.4bra

Az egyezés mertéke a PathVysion és a
Poseidon FISH kitek kozott a 17.
kromoszOma centromér szamat (A), a
HER2 génamplifikaciot (B), és a
HERZ2/17.kromoszoma  aranyat (C)

tekintve.
RC: konkordancia korrelaciés egyiitthato; Cl:
konfidencia intervallum
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4.3. tAblazat A PathVysion és a Poseidon FISH kitekkel mért amplifikacié gradalas
egyezési szintjének dsszehasonlitdsa (Kappa-statisztika)

Nincs
amplifikacio

NIES 101
= amplifikacio
o
o 1
> amplifikacio
>
I HG 0
= amplifikacio
o

dsszes 102

Egyezés: 98,36%
Kappa: 0.9441 (CI: 0,836; 1,000)

Cl= 95% konfidencia intervallum

POSEIDON
— = 0sszes
amplifikacio  amplifikacio
0 0 101
7 1 9
0 12 12
7 13 122
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4.1.5 A FISH kitek és a HercepTest dsszehasonlitasa
Az IHK eredményeket kétféleképpen osztottuk fel: elsé esetben a 2+ és 3+ egydtt

szamitott pozitivnak, a masodik esetben csak a 3+ értéket tekintettik pozitiv
értéknek. Az IHK vizsgalat a PathVysion-nel detektélt amplifikaciot az elsé esetben
85,2%-ban (CI: 77,7%; 91%), a masodik esetben 94,3%-ban (CI: 88,5%, 97,7%) volt
képes megjosolni. Az IHK-teszt alacsonyabb pontossaggal josolta meg a Poseidon
kittel végzett vizsgalatok eredményét az elsé esetben (84,4%; Cl: 76,8%; 90.4%).
Masrészt viszont, ha a pozitiv immuneredménynek csak a 3 + erésséglt vettik,
valamivel nagyobb szamban talaltunk amplifikaciét a Poseidon Kkittel, mint a
PathVysion reagenssel (95,1%; CI:89,6% 98,2%). Az els6 felosztas szerinti pozitiv
immunreakcié esetén a Kappa-statisztika mérsékelt egyezést mutatott a HercepTest
és PathVysion FISH (Kappa=0,5645 p<0,0001) valamint a HercepTest és a
Poseidon FISH vizsgéalat kozott (Kappa=0,5344 p<0,0001). Amennyiben csak 3+
er6ssegl immunreakciot tekintettik pozitivhak, az egyezés mértéke jelentdsen
emelkedett (Kappa=0.7681 a PathVysion és Kappa=0,7960 a Poseidon esetén;

p<0,0001). Az eredményeket a 4.4. tAblazatban foglaltuk 6ssze.
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4.4. tablazat A FISH és a HercepTest osztalyozas egybevetése. A.) PathVysion /
HercepTest (pozitiv a 2+ és 3+ egydtt); B.) PathVysion / HercepTest (pozitiv csak a
3+); C.) Poseidon / HercepTest (pozitiv a 2+ és 3+ egyutt); D.) Poseidon /
HercepTest (pozitiv csak a 3+); Cl= 95% konfidencia intervallum

A PathVysion

HercepTest, Van Nincs 0sszes

pozitiv: amplifikacio amplifikacio

2+ s 3+ Pozitiv 17 14 31

egyutt Negativ 4 87 91
0sszes 21 101 122

Egyezés: 85.2% (Cl: 77.7%, 91.0%)
Kappa: 0.5645 (CI: 0.389, 0.740; p<0.0001)

B PathVysion

HercepTest, Van Nincs 0sszes

pozitiv: amplifikacio amplifikacio

csak 3+ Pozitiv 14 0 14
Negativ 7 101 108
0sszes 21 101 122

Egyezés: 94.3% (CI: 88.5, 97.7%)
Kappa: 0.7681 (CI: 0.606, 0.930; p<0.0001)

C Poseidon

HercepTest, Van Nincs 0sszes

pozitiv: amplifikacio amplifikacio

2+ €s 3+ Pozitiv 16 15 31

egyutt Negativ 4 87 91
0sszes 20 102 122

Egyezés: 84.4% (Cl. 76.8%, 90.4%)
Kappa: 0.5347 (Cl: 0.355, 0.714; p<0.0001)

D Poseidon

HercepTest, Van Nincs 0sszes

pozitiv: csak amplifikacio amplifikacio

3+ Pozitiv 14 0 14
Negativ 6 102 108
Osszes 20 102 122

Egyezés: 95.1% (Cl: 89.6%, 98.2%)
Kappa: 0.7960 (CI: 0.640, 0.952; p<0.0001)
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4.2 Eredmények az 6rszem nyirokcsomo intraoperativ vizsgalati
modszereinek dsszehasonlitdsaban

4.2.1 Altalanos eredmények
Munkankban a 2009. februar és november kdzo6tt, a rutin szévettani diagnosztikdban

végzett sentinel nyirokcsomo vizsgalatok eredményeit elemeztik. 98 invaziv
emlérakos beteg 100 emlétumor m(téte soran eltavolitott, 6sszesen 127 sentinel
nyirokcsomo leleteit 6sszegeztik. A nyirokcsomok mindegyikébdl fagyasztasos
vizsgalatot, lenyomati kenetet, valamint imprint citologiai preparatumon Kkivitelezett
rapid immuncitokémiai vizsgalatot végeztink. Két betegnek szimultan kétoldal
emlétumora volt, igy kétoldali 6rszem nyirokcsomé eltavolitas is tortént. Ezeket két
kilon esetnek vettik (41. sz., 42 sz. és az 56. sz., 57.sz. eset) 80 esetben 1 db, 13
esetben 2 db, 7 esetben 3 db nyirokcsomoét kildtek vizsgalatra.

A tumorok szoveti tipus szerinti megoszlasa a kovetkezé volt: 70 (70 %) invaziv
ductalis carcinoma, 15 (15%) invaziv lobularis carcinoma, és 15 (15%) egyéb tipusu
invaziv emlécarcinoma. Az egyéb daganatok kdzétt 7 db kilénb6zd altipusu invaziv
papillaris carcinomét, 2 db tubulolobularis carcinomét, 2 db mucinosus carcinomat, 2
db metaplasticus carcinomat, 1 db tubularis carcinomat, és 1 db solid neuroendocrin
carcinomat detektaltunk. 18 tumor G1l-es, 57 tumor G2-es és 25 daganat G3-as
differencialtsagu volt. A daganatok 48%-a T1, 44%-a T2, 7%-a T3 és 1%-a T4b
méretl volt a végleges szdvettani vizsgalat alapjan. A T1l-es tumorok kézul 2 db a
Tla, 12 db a T1b és 34 db a Tlc csoportba tartozott. A végleges vizsgélattal az
esetek 73%-a NO, 20%-a N1, 4%-a N2 és 3%-a N3 kategoridba esett. Az altalanos

adatokat a 4.5. tablazat foglalja 6ssze.
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4.5. tablazat

A vizsgélatban szerepld esetek altalanos adatai 6sszegezve

Esetszam

Sentinel nyirokcsomok
szama

Sentinel nyirokcsomok
végleges vizsgalatanak
eredmeényei

Tumorok szoveti tipusa

Tumorok gradusa

T-kategoriak

Végleges N-kategoridk
(esetenként)

100 db
127 db

pozitiv

negativ
ductalis
lobularis
egyéb

Gl
G2
G3
T1

T2
T3

T4
NO

N1

N2
N3

36
db

91 db
70 db
15db

15
db

18 db
57 db
25 db

48
db

44 db
7 db

1db
73 db

20
db

4 db
3db

ITC
micrometastasis
macrometastasis

Invaziv papillaris
(kulonféle)

mucinosus cc

tubulolobularis
metaplasticus

neuroendocrin
tubularis

Tla
T1lb
Tlc

T4a
NO (i-)
NO (i+)
N1mi
la
N2a
N3a

6 db
3db
27 db

7 db

2db
2db
2db
1ldb
1db

2db
12 db
34 db

1db
70 db
3db
4 db
16 db
4 db
3db

A sentinel nyirokcsomoék vizsgalatanak nativ adatai a 4.6. tablazatban lathatok.

A tablazat segitségével az egyes esetekhez tartozd nyirokcsomaok, azok intraoperativ

vizsgélati eredményei, majd a végleges vizsgalat eredményei kdvetheték nyomon.
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4.6. tablazat Az egyes esetekhez tartozd sentinel nyirokcsomok vizsgalatanak
részletes nativ adatai (ICK: immuncitokémia, IHK: immunhisztokémia)
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Valamennyi nyirokcsomobol elkésziult mindharom vizsgalat. A nyirokcsomokbol
készllt fagyasztasos metszetek é€s a hemacolorral festett lenyomati kenetek
minésége kielégit6 volt valamennyi esetben.

Egy esetben nem sikerult értékelheté mddon Kivitelezni a rapid immuncitokémiai
vizsgalatot (29. nyirokcsomd). A nyirokcsomoban macrometastasis volt, amit mind az
imprint citolégiaval, mind a fagyasztasos vizsgalattal tudtunk észlelni. A rapid
immuncitologiai vizsgalatra készitett kenet a feldolgozas soran, technikai hiba miatt,
ertékelhetetlenné valt. A statisztikai elemzésnél ezt az egy vizsgalatot negativnak
vettik, mint ahogyan a kétes eredmeényeket is negativként elemeztik.

A daganatsejtek tobbnyire morfologiailag is jol elkilonithetdk voltak a
preparatumokban. Az 4.3. abra a metastaticus daganatsejtek festédését mutatja
hemacolor festéssel, 6sszehasonlitva a megfelelé lenyomati kenet tertileten a rapid
citokeratin immuncitokémiai reakcioval detektalhatdo daganatsejtekkel (4.4.4abra). A

4.5. abra ugyanezen eset HE festett fagyasztott preparatumardél késziilt.

4.3. abra Metastaticus daganatsejtek 4.4. abra Metastaticus daganatsejtek
lenyomati  kenetben  Hemacolorral lenyomati kenetben citokeratin rapid
festve. (104.sz.nyirokcsomo, eredeti immuncitokémiai reakcioval (104. sz.
nagyitas 40x) nyirokcsomo, eredeti nagyitas 40x)
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4.5 abra Metastaticus géc a sentinel
nyirokcsomoban, fagyasztott metszetben,
HE festve (104.sz.nyirokcsomo, eredeti

nagyitas 40x)
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4.2.2 Az egyes mobdszerekkel, és azok kombinacidival  kapott
eredmények

A végleges szovettani vizsgalattal 36 nyirokcsomoban talaltunk daganatsejtet, ebbdl
27 nyirokcsoméban macrometastasist. Imprint citologiaval és rapid ICK-val 23-23
esetben, fagyasztasos vizsgalattal csupan 21 esetben mondtunk ezekre pozitivitast.
A micrometastasisok, izolalt tumorsejt-csoportok detektaldsa joval kisebb sikerrel jart.
A végleges vizsgalat 9 nyirokcsomoOban azonositott micrometastasist, vagy izolalt
tumorsejt csoportokat. Fagyasztasos vizsgalattal ezek kdzil egyiket sem sikerilt
észlelnink. Imprint citolégiaval 2, rapid ICK-val pedig csak 1 esetbhen
diagnosztizltuk a daganatsejtek jelenlétét.

Alpozitiv eredményiink is volt: imprint citologiaval 2, rapid immuncitokémiaval 1
esetben véltink izolalt tumorsejteket latni a késébbi feldolgozéssal negativnak
bizonyult nyirokcsomokban. Fagyasztassal alpozitiv eset nem volt.

Az egyes technikdkkal nyert, a végleges szovettani diagnézisokkal egybevetett
eredmeényeket a 4.7. tdbldzatban foglaltuk 6ssze.

A 4.8. tabldzat az egyes vizsgdlomédszerek kombinalasaval elért eredményeket

mutatja.
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4.7 tablazat A metastasis detektaldsa az 6rszem nyirokcsomokban az egyes technikakkal a végleges eredményhez viszonyitva

Macro- Micrometastais vagy 5 Osszes Osszes
0sszes _ Negativ » ’
metastasis ITC pozitiv negativ
Vv 127 27 9 91 36 91
+ - + - + - ; 5
Poz. Neg. Poz. Neg. Poz. Neg. VP AN VN AP
ITC +/- ITC +/- ITC +/-
22 3 0 7 0 85
IC 127 23 4 2 7 2 89 25 11 89 2
1 1 2 0 2 4
22 4 0 6 0 87
RICK* 127 23 4 1 8 1 90 24 12 90 1
1 0 1 2 1 3
F 127 21 6 0 9 0 91 21 15 91 0

V: végleges szovettani vizsgalat; IC: imprint citolégia, F: fagyasztasos vizsgalat, RICK: rapid immuncitokémia; ITC: izolalt
tumorsejt, VP: valodi pozitiv, VN: valodi negativ, AP: alpozitiv, AN: alnegativ
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4.8. tablazat A metastasis detektaldsa az 6rszem nyirokcsomékban az egyes mddszerek kombinélasaval

Macro- Micrometastais vagy ; Osszes Osszes

0sszes _ Negativ . :

metastasis ITC pozitiv negativ

Vv 127 27 9 91 36 91

+ - + - + - 5 5

Poz. Neg. Poz. Neg. Poz. Neg. VP AN VN AP
ITC +/- ITC +/- ITC +/-
23 1 0 7 0 85

IC+F 127 24 3 2 7 2 89 26 10 89 2
1 2 2 0 2 4
23 1 0 6 0 83

IC+RICK 127 24 3 2 7 2 89 26 10 89 2
1 2 2 1 2 6
23 3 0 6 0 87

F+RICK 127 24 3 1 8 1 90 25 11 90 1
1 0 1 2 1 3
23 1 0 6 0 84

F+RICK+IC 127 24 3 2 7 2 89 26 10 89 2
1 2 2 1 2 5

V: végleges szovettani vizsgalat; IC: imprint citolégia, F: fagyasztasos vizsgalat, RICK: rapid immuncitokémia; ITC: izolalt
tumorsejt, VP: valodi pozitiv, VN: valédi negativ, AP: alpozitiv, AN: alnegativ
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Amennyiben a vizsgalatok eredményét kiulonb6zé kombinaciékban elemezzik, akkor
jobb eredményre jutunk, bar az imprint citolégiaval véleményezett 2 alpozitiv
eredmény minden olyan kombinacioban jelen van, melyben az IC szerepel.
Kombinaciéban a fagyasztas €s a gyors immuncitokémia egyuttesen alkalmazva
hozta a leggyengéebb eredményt, mig az 6sszes tobbi kombinacio teljesen egyforma

eredmeényre vezetett.

4.2.3 Statisztikai elemzések
A végleges szOvettani diagndzissal dsszevetve az imprint citolégia szenzitivitasa

69,44% (Cl: 51.73%-83,08%) volt. A fagyasztasos vizsgalat szenzitivitasa 58.33%
(Cl: 40.89%—-74.04%) volt, a rapid immuncitokémiaé pedig 66.67% (CIl: 48,95-
80,90%). Ha a lenyomati citolégiat és akar a fagyasztasos vizsgalatot, akar a rapid
immuncitokémiai vizsgalatot egyittesen elemezzik, a tumor detektalas szenzitivitasa
72.22%-ra novekedett (Cl: 54.57%-85.21%), ami megegyezik a harom vizsgalat
egyluttesen mért szenzitivitasaval. A fagyasztdsos vizsgalat és a rapid
immuncitokémiai vizsgalat egyuttes szenzitivitasa 69,44% (Cl: 51.73%-83,08%) volt.

A végleges szovettani diagndzishoz viszonyitott specificitds az imprint citolégia
esetén 97.80% (Cl: 91.53%-99.62%) volt, a fagyasztasos vizsgalaté 100% (CI:
94.95%-100%), mig a rapid immuncitokémiai vizsgalaté 98.90% (Cl: 93.17%—
99.94%). Ha a vizsgalobmodszereket kombinaljuk, akkor azt talaltuk, hogy a
legmagasabb, 98,90%-0s (Cl: 93.17%-99.94%) specificitas a fagyasztas és a rapid
immuncitokémiai vizsgélat egyittes alkalmazaséaval érhet6 el, mig az 6sszes toébbi
kombinacio valamivel kisebb, 97.80% (Cl: 91.53%-99.62%) értéket mutat. A pozitiv
prediktiv érték hasonlé tendenciat mutat, mig a negativ prediktiv érték ebben a
variacioban a legkisebb. Ez utébbi alapjan tehat ebben a kombinaciéban varhaté a

legtobb alnegativ eredmény. Az eredményeket a 4.9. tablazat szemlélteti.
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4.9. tAblazat A kulonféle érszem nyirokcsomo vizsgalati metdédusok és azok kombinacidinak szenzitivitasa, specificitasa, pozitiv €s
negativ prediktiv értéke a végleges szdvettani vizsgalathoz viszonyitva, 95%-0s konfidencia intervallum mellett.

mobdszer szenzitivitas Specificitas PPV NPV
% 95%ClI % 95%CI % 95%Cl % 95%ClI
IC 69.44 51.73, 97.80 91.53, 92.59 74.25, 89.00 80.78,
83.08 99.62 98.71 94.11
F 58.33 40.89 100.00 94.95 100.00 80.76 85.84 77.42
74.04 100,00 100.00 91.60
RICK* 66,67 48,95 98.90 93.17 96.00 77.68 88.24 79,98
80,90 99.94 99.79 93,51
IC+F 72,22 54.57 97.80 91.53 92.86 75.04, 89.90 81.79,
85.21 99.62 98.75 94.78
IC + RICK* 72,22 54.57 97.80 91.53 92.86 75.04, 89.90 81.79,
85.21 99.62 98.75 94.78
F + RICK* 69,44 51,73 98.90 93.17 96.15 78.42, 89.11 80.96,
83,08 99.94 99.80 94.17
IC + F + RICK* 72,22 54.57 97.80 91.53 92.86 75.04, 89.90 81.79,
85.21 99.62 98.75 94.78

Cl: konfidencia intervallum, PPV: pozitiv prediktiv érték; NPV: negativ prediktiv érték; IC: imprint citologia, F: fagyasztasos
vizsgélat, RICK: rapid immuncitokémia;
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5 Megbeszélés

5.1 A Poseidon HER2/SE17 dual color FISH kit valida ci6s
vizsgalata
A HER-2/neu fehérje tulprodukcioja és / vagy a gén amplifikaciéja az invaziv

emlérakok rosszabb kimenetelét jelzi. Ezen tulmenéen ez a célmolekulaja a daganat
trastuzumabbal torténd kezelésének. Mivel tehat fontos szerepe van a terapias
dontésben, ezért kiemelt jelentéségld, hogy a HER-2/neu statuszt megbizhato,
reprodukalhatd, technikailag jol kivitelezheté moédszerrel allapitsuk meg. Bar sokféle
technoldgia létezik, a legszélesebb kdrben az immunhisztokémia (IHK), és a FISH
technika kerul alkalmazasra ezen a téren. Ennek valészin(i oka, hogy mindkét eljaras
paraffinos széveti blokkokon alkalmazhato, igy jol beleillesztheté a rutin patologiai
diagnosztikaba. A ma érvényes ajanlasok a leginkabb célravezet6 technologianak az
immunhisztokémiai vizsgalat és valamilyen in situ hibridizacion alapulé molekularis
metodus kombinaciojat tartjak.(33-36)

A gén amplifikacid értekelésére a FISH-t hasznaljak kiterjedten. A HER2 és a 17.
kromoszoma centromérjét egyszerre jelzé dual color FISH proba arra is valaszt tud
adni, hogy a  megnovekedett HER-2  génkopiaszam  valodi  gén
megsokszorozodasbol, vagy a 17. kromoszoma szamanak szaporodasabdl adddik-
e.(21-23) Az invaziv emlérakok 56-92%-aban aneuploidiat jeleztek, ezért a dual color
modszerek jelentés elénnyel rendelkeznek a csupan a gén kopiaszamot detektalo
metodusokkal szemben. Dolgozatunkban 6sszehasonlitasra kertlt mindkét reagens
fluoreszkald festékkel direkt jel6lt DNS probakat alkalmaz, melyek segitségével a

“ sz

is megadhatjuk.
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Az FDA altal jovahagyott PathVysion HER2/CEP17 kit — utalva a szakirodalomban
megjelent tanulmanyokra - gold standardnak tekintheté az elérhet6 HER2 FISH
assay-k kozott.(43-45) Masrészt viszont a PathVysion FISH kittel végzett HER2
kimutatas koltsége meglehetésen magas. Kérdés, hogy a kevésbé ismert,
kereskedelmi forgalomban 1évé FISH reagensek, melyek kdzil az egyik a Kreatech
altal gyartott dual color kit, képesek lehetnek-e ugyanolyan j6 minéségl
eredményekre? A Poseidon ERBB2, HER2/Neu(17912)/SE17 kitet a 17q12 locuson
levé HER2 gén kodpiaszamanak meghatarozasara optimalizaltak, emellett a 17
kromoszoma centromérjére specifikus préba (SE17) segitségével az adatok a 17.
kromoszoma szama alapjan korrigalhatok. A 2008-ban piacra kertlt proba egyik 6
jellemzéje, hogy ugynevezett ,repeat-free” technologiat alkalmaz. Ennek Iényege,
hogy a reagens Cotl DNS-t is tartalmaz, melynek feladata, hogy a zavaro elemkeént
jelenlévd ismétlédd szekvencidkat (SINE= short interspersed element, LINE= long
interspersed element), vagy az azonos géncsalad homolog szekvencigju tagjait
blokkolja. Ezaltal igen intenzivve, és egyértelmiivé valnak a jelek, a hattérreakcio
lehetésége lecsokken. A Poseidon HER2 préba a kit ismertetdje szerint csak a
17912 locuson léevé geént jeldli szemben a PathVysion HER2 tesztjével, mely ennél
szélesebb savot jelél a kromoszoman (17q11.2-q12). A HER2 préba PlatinumBright
550 fluoreszkald festékkel jelolt, amelynek excitacidja 546+/-12 nm-es, emisszidja
580+/-30 nm-es hulldmhossz tartomanyban torténik. Az SE17 prébat PlatinumBright
495 fluorochrommal jelolték, melynek excitacidja 495+/-20nm, emisszidja pedig
525+/-30 nm hulldamhossznél mérheté.

Ezek az excitaciés és emisszids hullamhosszak detektalhatok ugyanazzal a sz(rd

parral, melyet a PathVysion assay-ben hasznalt Spectrum Orange és Spectrum
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Green fluorochromokhoz fejlesztettek ki (MF101, MF102; Chroma Technology Corp,
Rockingham, VT, USA).

Mindezek mellett altalaban azt tapasztaltuk, hogy a Poseidon HER-2 kittel valéban
szeép, egyeértelmi jeleket kaptunk, melyeket kénnyd volt elemezni.

A HER2 és CEP17 kopia szamok és a HER2/CEP17 arany — mint folytonos valtozok
— alapjan kalkulalt konkordancia korrelaciés koefficiens tokéletes egyezéest mutatott a
két FISH reagens kozott. Ezen tulmenden a kategorizalt valtozékkal elvégzett Kappa-
statisztika is tokéletes egyezést igazolt a PathVysion és a Poseidon FISH kitek
kozott.

A 122 vizsgalt eset kdzll csak egy olyan tumor volt, melynek amplifikacio statusza
jelentésen eltért a két assay-vel. A 63. szamu esetnél PathVysion probaval
sejtmagonkeént 6,2 HER-2 kdpiaszamot, mig a Poseidon kittel csak 3,5 atlagos HER-
2 génszamot azonositottunk. Mivel mindkét kittel azonos aranyu, sejtenkénti atlagos
2,6 CEP17 szamot, vagyis egyforma mértékl polysomiat allapitottunk meg, ezért a
HER-2/CEP17 arany PathVysionnal 2,38 volt, a Poseidon kittel viszont csak 1,35.
Tehat a PathVysion kit low grade amplifikaciot jelzett, mig a Poseidon kittel nem
tudtunk amplifikaciét kimutatni. Tehat ebben az esetben a két reagens kozétt a HER-
2 gén azonositasaban volt jelentés kiulonbség. Sajnos nem all rendelkezésre
megfelel6 Klinikai informacio a betegrél, mellyel hatékonyan tudnank kontrollalni az
eredményeket. Ennek ellenére a Poseidon kit repeat free technologiajanak
ismeretében esetleg magyarazhaté a mérési kilénbség a HER-2 gén kopiaszamat
illetéen.

Egyéb ilyen mértéki eltérést nem tapasztaltunk. Az a két eset, melyekben a 17.

kromoszOma statusz diagnosztizdlasaban eltéré6 eredményre jutottunk (26. sz., 106.
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sz.) csak elhanyagolhaté variaciokat jelentettek a sejtenkénti 2,5 CEP17 szignal
hatarérték koral.
A ,gold standardnak” tartott PathVysiont véve viszonyitasi alapnak, a Poseidon
assay magas szenzitivitast, specificitast, pozitiv és negativ prediktiv értéket
produkalt, még akkor is, ha a tumor ploiditasat mértiik. Ha a FISH adatokat az IHK
eredményekkel vetjik egybe, Ugy tlnik, a HercepTest hasonlé pontossaggal képes a
két FISH vizsgalattal megallapitott amplifikacio statuszt megjésolni. Nagyobb a
pontossag akkor, ha az IHK eredményeket csupan a 3+ erésségi reakciok esetén
tekintettiik pozitivnak, ami nem meglepé, tekintve a 2+ erdsségl IHK reakciot add
esetek korében mindkét FISH assay-vel alacsony gyakorisaggal (17,7% és 13,3%)
detektaltunk gén amplifikaciot. A megfelelés az IHK és a FISH eredmények kdzatt,
ahogyan a Kappa-statisztika is mutatja, a mérsékeltr6l az erbs egyezésig nétt,
amikor az IHK eredményeket a 3+-nél osztottuk fel, nem pedig 2+nél. A két FISH
reagens eredményekbdl derivalt Kappa-statisztika értékei hasonléak voltak mindkét
tesztben. Ezen tulmenéen a 3+IHK — FISH egyezés egy kissé magasabb volt a
Poseidon kittel, mint a PathVysion reagenssel.
5.1.1 Uj megallapitasok a validacios vizsgalat sora n
Ezekbdl az eredmeényekbdl a kbvetkez6 megallapitdsokra jutottunk:
* A Poseidon HER2/SE17 dual color FISH kit megbizhatéan alkalmazhaté a
klinikai gyakorlatban, mert
o gyakorlatilag egyenértékli a PathVysion HER2/CEP17 kittel mind az
amplifikacio azonositasaban, mind az amplifikaci6 meértékének
meghatarozasaban, mind pedig a 17 kromoszoma centromerikus régio

szamanak meghatarozasaban.
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o a standard prébahoz hasonlé aranyban mutat amplifikaciét az
immunhisztokémiailag HERZ2 pozitiv illetve negativ daganatokban.

* A Poseidon HER2/SE17 dual color FISH-kit alkalmazasa a PathVysion kittel
azonos eszkozoket igényel.

e A Poseidon HER2/SE17 dual color FISH-kit hasznélataval jelentés
koltségmegtakaritast lehet elérni a HER2 vizsgélat terén, mert a PathVysion
HER2 DNA Probe Kit majdnem kétszer olyan draga, mint a Poseidon
megfeleldje.

« Mivel a Kreatech gyartmanyu kit ara ©0sszemérheté a HercepTest
immunhisztokémiai reagens araval, kilondsen a tovabbi megtakaritasokat
eredményezé6 TMA modszerrel egyittesen alkalmazva a realis lehetéség
nyilik arra, hogy minden emlérakos esetben el lehessen végezni a sokkal
megbizhatdbb in situ hibridizaciét, kilénésen a nagyszamu HER-2 vizsgalatot

végz6 laborokban.

5.2 Az intraoperativ 6érszem nyirokcsomo vizsgalatok
eredményeinek megbeszélése
Prospektiv tanulmanyunkban egyméas mellett alkalmaztunk harom kilénb6z6

intraoperativ sentinel nyirokcsomé feldolgozasi technikat - a fagyasztott metszet
vizsgélatot, az imprint citologiat, és a rapid immuncitokémiéat -, hogy meghatarozzuk,
melyik vizsgalat, vagy vizsgalatkombinacié a legszenzitivebb és legspecifikusabb az
6rszemnyirokcsomaoban lévé daganatsejtek detektaladsa szempontjabadl.

Adataink azt mutattdk, hogy a hagyomanyos fagyasztasos vizsgalat rendelkezett a
legalacsonyabb szenzitivitassal, tehat a legkisebb valdszinliséggel, ezzel ismertik fel
a pozitiv eseteket (27 macrometastasisbol csupdn 21-et észleltink, mig a 3
micrometastasisbol és a 6 ITC-bél egyiket sem). Az 6nélléan alkalmazott médszerek

kozul az imprint citoldégidval adtunk legtobb valédi pozitiv véleményt (a 36 esetbdl 25-
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ben) Ez a mddszer bizonyult a valamivel eredményesebbnek a néhany sejtes
daganatmennyiség detektalasaban. A macrometastasisok detektalasa barmelyik
kettés, vagy a harmas metdédus kombinaciéo alkalmazasaval teljesen egyforma
pontossaggal tortént: a 27 macrometastasisbol 23-at a vizsgalobmodszerek
tetsz6leges kombinacigjaval is macrometastasisnak véleményeztiink, egyben pedig
izolalt tumorsejt-csoportokat talaltunk. A fagyasztasos vizsgalat nem produkalt fals
pozitiv eredményt, azaz a specificitasa 100%-o0s volt, Ezt az eredményt barmelyik
kombinacié minimalisan rontotta. Osszességében azonban megallapithatjuk, hogy
akarmelyik moédszert o©nalléan, vagy kombinaltan alkalmazva a fajlagossag
legalacsonyabb értéke 97,8 % volt.
Ha vegig tekintjuk a statisztikai elemzés adatait, lathatjuk, hogy igen hasonlo
megfelel6 metddus, vagy kombinacio kivalasztasahoz szamos egyéb, a gyakorlatban
szem elé kerul6 tényezét is mérlegelni kell.
5.2.1 Részletes tapasztalataink az egyes vizsgalatt ipusokkal

kapcsolatban

5.2.1.1 Fagyasztasos vizsgalat:
A fagyasztott mintabol készilt preparatum tobbnyire joval szerényebb mindéségi a

beagyazott preparatumhoz képest. Feltehetbleg éppen ezért nem varhaté téle a
micrometastasisok és az izolalt tumor sejtek észlelése. Viszont a macrometastasis
meglehetés biztonsaggal azonosithaté. Kisméretli nyirokcsomébol (a  mi
gyakorlatunkban a 6 mm-esnél kisebbek) nem célszerli megcsinalni, mert fennall a
veszeélye, hogy relevans terlletek mennek tonkre és maradnak igy korrekt vélemény
nélkil. Mi csak a nyirokcsomé 1 részletébdl végeztink fagyasztast, de ha az
esetleges metastasis 2-3 mm-es, kbnnyen észrevétlen maradhat a makroszkdpos

vizsgalat soran. Szintén felmerll a veszélye annak, hogy a véletlenlll a fagyaszott
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preparatumba kerllt kisméretl metastasis a végleges preparatum elkészitésénél
elfaragodik. El6énye, hogy a szbvetkdrnyezetben latott daganatnak a széveti tipusa, a
tumor goc metszetben latott mérete, neostroma képzédés valamint a tokinvazio is
észlelhet6. A metszet attekintése egyszeriibb, gyorsabb, mint a lenyomati kenetek
Szoros vegigpasztazasa és ez ellensulyozza a kissé hosszabb technikai idét, melyet

a metszet elkészitése emészt fel.

5.2.1.2 Imprint citolégia:
Jelen vizsgdlatsorozatban 0©nalld6 metédusként a legmagasabb szenzitivitasu

modszernek bizonyult. Oriasi elénye, hogy a nagyobb nyirokcsomérdl is atfogo képet
ad. 2 esetben izolalt tumorsejt csoportokat is sikeriilt vele detektalni, és ezeket
imprint citolégidval is annak gondoltuk. Azonban ezzel a moédszerrel két alpozitiv
esetlnk is volt.

A 32. nyirokcsomO6 a 27. szamu, ductalis invaziv carcinomas eset masodik
sentinelként eltavolitott nyirokcsomoja volt. Az eset elsé nyirokcsomoja egyértelm
macrometastasist tartalmazott, igy a honalji nyirokcsomé blokk eltavolitasat a
macrometastasis jelenlétére alapozva végezték el. Az eltavolitott tovabbi
nyirokcsomok kozil még egyben volt metastasis. Az 5.1 és 5.2. abra a 32.
nyirokcsomo altalunk ITC-nek nyilvanitott tertletét mutatja az imprint citologiai
preparatumon Hemacolor festéssel, illetve immuncitokémiai vizsgalattal. Fliggetlendl
attdl, hogy a vegleges feldolgozasban nem sikerllt megtalalni az izolalt
tumorsejteket, tovabbra is az a veleménylnk, hogy ezek valéban daganatsejtek

voltak. Tehat valojaban nem is tekinthet6 alpozitivnak az eset.
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5.1 abra A 32.sz. nyirokcsomé 5.2. 4bra A 32. sz. nyirokcsomo
pozitivnak itélt tertlete a lenyomati pozitivnak itélt teriilete citokeratin
preparatumban Hemacolor festéssel immuncitokémiai vizsgalattal.

A mésodik alpozitiv eset a 62. nyirokcsomé volt, ami a 48. szamu lobularis invaziv
daganathoz eltavolitott harom sentinel nyirokcsomé kozil volt az egyik. A beteg elsé
nyirokcsomoja macrometastasist tartalmazott, és erre alapozva végezték el a hénalji
nyirokcsomoblokk kiirtasat. A végleges vizsgalattal sem a 2. sentinelben egyébként
rapid immuncitokémiaval is észlelt izolalt tumorsejteket, sem az egyértelmlen
tumoros sentinel nyirokcsomon kivil tovabbi metastaticus nyirokcsomoékat nem
sikeriilt azonositani. Utélag atnézve a preparatumot, a gyanus sejtek valdszinileg
nem daganatsejtek voltak, tehat ez tényleg alpozitiv eredmény volt.

Az imprint citolégiaval 5 esetben nem tudtuk elddnteni, hogy a szokatlan
megjelenési sejt daganatos eredetii-e. Ezek kozil 1 nyirokcsoméban a végleges
vizsgalattal egy 3 mm-es macrometastasist talaltunk. Ez a 83. szamu invaziv ductalis
carcinomas eset 3, sentinelként eltavolitott esete kozil volt a masodik (105.sz.
nyirokcsomo). Az esethez tartozd 1. nyirokcsoméban egyértelm(i macrometastatist
talaltunk mindharom vizsgalattal, majd a véglegessel is. Az 5.3. 4bra a 105.szamu

nyirokcsomaoban latott bizonytalanul értékelhetd sejtcsoportot mutatja.

53. oldal, 6sszesen: 78



5.3 abra A 105.szamua nyirokcsomobol készilt lenyomati
kenetben bizonytalanul megitélheté sejtcsoport Hemacolor
festéssel

A tobbi esetben a bizonytalan intraoperativ imprint citol6giai vélemény utan a
végleges vizsgalatokkal nem sikeriilt daganatsejteket talalni a nyirokcsoméban.
Meggy6zbdésiink szerint a lenyomati kenetekben intraoperativ vizsgalattal biztosan
azonositott szoliter daganatsejtek akkor is minimum ITC-nek tarthaték, ha a végleges
beagyazott preparatumokban ezeket nem sikerilt immunhisztokémiai moddszerrel
sem kimutatni. Bar az ITC-k jelenléte nem indikalja a hénalji nyirokcsomaéblokk
kiirtasat, mindenképpen figyelemfelkeltd eredménynek tartandd, és az axilla tovabbi

szoros kontrolljat kell, hogy eredményezze.

5.2.1.3 Rapid immuncitokémia:
Szenzitivitasat és specificitasat tekintve is az 6nalléan értékelt harom teszt kdzil a

kozépsd volt. Féleg a technikai hibakbol eredéen a morfolgiailag gyanus sejtek
halvany, nehezen értékelheté reakcioja mellett a nem gyanus megjelenési sejtek, és

akar az 0Osszes lymphoid sejt alpozitivitAsa egyarant jelentkezhet. llyenkor a
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hagyomanyosan festett lenyomati kenetben latottak esetleg segithetik az értékelést.

Jol begyakorlott technikai kivitelezés mellett azonban megbizhato, és elfogadhatdan

gyors vizsgaldbmodszer. Emellett a nyirokcsomoé dendritikus sejtjeinek citokeratin

pozitivitasa jelentkezhet hibaforrasként. Ez utdbbi kilénésen lobularis carcinomabdl

szarmaz0 viszonylag kicsi, és disszocialodott daganatsejtektél kulonithetd el

nehezen.

5.2.1.3.1 A reakcio sikerességét befolyasolo tényez6k

Fixalas, beleértve a kenet tulzott beszaradastol valo dvasat, és a megfeleléen
leh(t6tt acetont. Ezt elkeriilendd a kenetkészités helyén ott kell lennie a h{it6tt
acetont tartalmazo kivettanak, és a keneteket elére el kell latni azonositokkal.
Emellett Ggyelni kell a gyors, preciz lenyomatkészitésre.

A nem friss vagasi felszin: A sejtek szaradasa a nyirokcsomo metszési
felszinén is elindulhat, ha nem elég friss a vagasi felllet a lenyomat készités
pillanataban. Ez elsésorban sejtszegény preparatumokat eredmeényez, melyek
nem feltétlenll reprezentativak az adott vagasi felszint illetéen.

A tdl zsiros nyirokcsomo, vagy a zsirszovet nem elégséges lefejtése a
nyirokcsomo felszinérél a felvagas elétt. A zsirnem( anyag jelenléte mellett
tapasztalatunk szerint a sejtek gyakorlatilag levaltak a felszinrél.

Nem megfelelé erével nyomjak a felszinre a targylemezt. Ekkor valészinileg
nem fog a teljes felszin reprezentalodni. (féleg nagy atmérdjd, elzsirosodott
centrumu nyirokcsomoknal probléma)

Tal vastag a preparatum, esetleg nagyobb kiszakadt szdvet fragmentumot
tartalmaz. llyenkor vaskos alpozitivitds jelentkezhet a reagens csapdaként

viselkedd viszonylag nagyobb lymphoid sejtcsoportban.
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5.2.1.3.2 A dendritikus sejtek citokeratin pozitivitasa:
A nyirokcsomoOk szabdlyos szoveti szerkezetében jelen 1évd dendritikus sejtek

szovettani metszetekben joI megitélhetd finom rajzolatl pozitivitast adnak keratin
immunsavoéval. A reakcid jellegzetesen a nyirokcsomét atszévé halvany, kis magva,
nyulvdnyos korvonalli sejteket rajzol ki. A sejtek elkilonitése a jelenlévd
daganatsejtektél metszetben tobbnyire konnyl. Problémat akkor jelenthet az
azonositasuk, ha ismert lobularis invaziv emlécarcinoma attétét keressuk lenyomati

keneteken végzett immunreakcidval. A legfontosabb morfoldgiai jelek a kovetkezdk:

A dendritikus sejtek lenyomati kenetekben mindig elszértan egyesével vannak
jelen,
* viszonylag kicsik,
e a magjuk alig azonosithato,
e a citokeratin reakcid bizonytalan, elmosott hataru, altalaban szemcsés,
szemben a markans pozitivitast adé daganatsejtekkel.
« A sejteket jellemzé6 mobédon — az immunitasban betoltdtt szerepiknek
megfeleléen - lymphocytak veszik szorosan korul, mintegy egységet képezve.
* A lymphocytak kozé a sejt finom nyulvanyokat ereszt, de legalabb is elmosott
hataranak tlinik szemben a szoliter daganatsejtek kerekded megjelenésével.
A 5.4. abran szoveti kdrnyezetben lathaté a dendritikus sejtek pozitivitdsa, mig a 5.5
abra a lenyomati kenetekben citokeratin reakcioval mutatkozé dendritikus sejtet

mutatja.
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5.4 abra Dendritikus sejtek citokeratin 5.5 abra Dendritikus sejt citokeratin
pozitivitdasa parafinos blokkbdl készult pozitivitdsa lenyomati kenetben

metszetben  (citokeratin  AE1/AES,
hematoxylin magfestés,

5.2.1.3.3 Lobularis carcinomabdl szarmazé metastasisok detektalasa
Mint ahogy szamos irodalom is foglalkozik vele, az invaziv lobularis carcinomabdl

szarmaz0 sejtek detektalasa nagyon nehéz a sejtek jellemzéen kicsi mérete, €s a
szintén jellemz6 egysejtes diffuz infiltracios minta miatt. A daganatos sejtek
intraoperativ €s a végleges preparatumbdl torténé detektalasahoz egyarant hasznos
a cytokeratin immunhisztokémia. (95,96)

A jelen munkankban 3 esetben adott lobularis carcinoma macrometastasist a
sentinel nyirokcsoméba (48., 52., 82. szamu eset). Ebb8l mindharom esetet tudtuk
diagnosztizalni a rapid immuncitokémiai médszerrel, illetve a fagyasztott metszetben,
mig a 82. sz. eset lenyomati kenetében hemacolor festéssel nem sikerilt felleiniink a
3,5 mm-es metastasis nyomat. Utdlag elemezve sem sikerllt teljes biztonsaggal
daganatsejteket azonositani pusztan morfolégiailag. Az 5.6. abra a fagyasztasos

preparatumrol készult, az 5.7. abra az immuncitokémiai reakciot, mig az 5.8. abra az

“ sz
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5.6. abra A 103.sz nyirokcsomoban
(82. eset) lobularis carcinomabol
szarmazd kisméretli daganatsejtek
arasztjak el a nyirokcsomo allomanyéat.
(40x, HE, fagyasztott preparatum)

5.7. abra A 103.sz nyirokcsomorol
készilt lenyomati kenetben keratin
immuncitokémiai vizsgalattal
kimutathat6 daganatsejt-csoport.
(40x cytokeratin

5.8. adbra A 103.sz nyirokcsomo
lenyomati preparatumaban a fentivel
azonos régiéban talalt sejtcsoport,
melyek nem kilénulnek el biztonsaggal
a kornyez6 nyiroksejtektol.

(40x, Hemacolor festés, lenyomati
kenet)

Egy esetbdl szdrmazd 2 nyirokcsomoban (98. eset, 124.,125. sz. nyirokcsomo) a
végleges szoOvettani vizsgalattal izolalt tumorsejteket sikerllt kimutatnunk. A
fagyasztott prepardtumokban ezeket nem lattuk, mig a lenyomati kenetben
hemacolor festéssel észleltilk 6ket. A rapid immuncitokémiai reakcioval csak 1-2

gyanus sejtcsoportot lattunk, de nem tudtuk a reakciot biztosan pozitivként értékelni.
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Osszességében a lobularis rakok metastaticus sejtjeinek azonositasara mi is
hasznosnak itéltik a cytokeratin vizsgalatot, de a relative kevés eset alapjan
szignifikans elényt nem tapasztaltunk.

Az 5.1. tablazat az egyes citokeratin pozitiv elemek elkilonitési lehetéségét foglalja

0ssze a fenti tapasztalataink alapjan.

5.1. tablazat . Az egyes citokeratin pozitiv sejtes elemek jellemzdi

Dendritikus sejt

Lobularis
carcinomabdl
szarmazo sejt

Tobbnyire szoliter,

Ductalis
carcinomabdl
szarmazo sejt

Kisebb-nagyobb

Megjelenés Szoliter vagy laza koheziv csoportok
csoportok
Vlszonya a lymphoid sejtek altal A"nynphqld sejtek A"nynphqld sejtek
lymphoid .. . kozé lazan kozé lazan
szorosan kozrevéve
elemekhez keveredve keveredve
A seit Lekerekedett, éles
kontf’J fa Elmosott, vagy révid Kerek, éles hataru, hatara, tobbnyire
niuna, nyulvanyos, kdozép nagy* kozép nagy* egyértelmien

mérete :

nagy* sejt

. Tobbnyire nagy
. . .« Relative nagy, . ’
Sejtmag Kicsi, halvan,yan festodik, excentrikus, Iehe? blza,rr 5
kerek, centralis h megjelenésu,
yperchrom h
yperchrom
CK Kbzepes / erds, Erés, élesen
e Halvany, néha szemcsés élesen kirajzoljaa  kirajzolja a sejt

pozitivitas

sejt citoplazmajat citoplazmajat

*a jelenlévé lymphoid sejtekhez viszonyitva
5.2.2 Egyéb gyakorlati tapasztalataink a sentineln  yirokcsomé
intraoperativ gyorsdiagnosztikajaval kapcsolatban.

5.2.2.1 Tapasztalataink a lenyomatok készitésével kapcsolatban:
A nyirokcsomét a hossztengelyére meréleges parhuzamos szeletekben vagtuk fel.

Minden szelet levagasa utdn azonnal a vagasi fellileteirél 1-1 lenyomatot nyomunk
két targylemez hasonld teriletére. Ugyelink arra, hogy a lenyomatok minél
szorosabban legyenek egymas mellett, igy a legoptimalisabb a helykihasznélas. Az

atlagos méreti nyirokcsomé minden metszési fellletérél készilt egy-egy lenyomat
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tébbnyire elfér egy targylemezen. A nagyobb, zsiros centrumu nyirokcsomokrol
nehezebb a megfelelé preparatum készitése. Itt kilondsen arra kell tigyelni, hogy a
targylemez felllete érintkezzen a nyirokcsomé széli részeivel is, mert itt hizodik a
néha alig észlelheté vékonysagu parenchyma. A leletben rogziteni kell a
nyirokcsomo meéretét, azt, hogy hogyan tortént a felvagasa, hany szelet készult, ezek
milyen vastagok, a teljes nyirokcsomot reprezentald preparatum hany kenetet tolt be,
és hogy melyik szelet kertlt fagyasztasra. A teljes precizitas érdekében célszeri a
szeleteket kilén szamozva rakni a fixalo folyadékba a végleges feldolgozashoz.
Ennek a feldolgozasnak a kovetkezé elényeit tapasztaltuk:

« A lehet6 legkisebb feliiletre, kevesebb targylemezre koncentralédik a
preparatum, igy gyorsabban lehet megfesteni, attekinteni.

» Kisebb a veszélye annak, hogy a gyors screenelésnél kimaradnak latoterek.

» A kisebb fellletre kevesebb reagens mennyiséget kell felhasznalni.

e A két azonos lenyomat egymassal Osszevethetd, igy az egymassal
parhuzamosan alkalmazott festésekkel (akar tobb targylemezen alkalmazott
azonos festéssel is) j0l lokalizalhato az elvaltozas.

« Az ismert szeletvastagsagok alapjan pontosabban becsilheté meg az

elvaltozas kiterjedése.

5.2.2.2 Az attét méretének meghatarozasa:
A jol elkészitett lenyomaton belll behatarolhaté annak a tertiletnek a kdrvonala,

melyen bellil a sejtek eléfordulnak. Ha ezen belll elszértan csak daganatsejtek
lathatok, minimalis nyiroksejttel keveredve, akkor valoszinlsithetd, hogy azon a
tertleten egybefiiggd tumor szdvet van a nyirokcsomoban. Tovabb emeli ennek
valészinliségét, ha tobb egymas utani szeletet reprezentalé lenyomatban azonositjuk

a daganatsejteket. A terllet lemérésével 3 iranyu atméréje is megjésolhaté. Ha a
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daganatsejt csoportok kozott nagytomegl nyiroksejt lathatd, akkor elszért ITC a
valészinlibb. Ezek természetesen csupan tapasztalati megfigyelések, de kétséges
helyzetben, vagy ha a fagyasztasra kerilt preparatumban nem lathaté daganatseit,
esetleg nem keészilt fagyasztott metszet, tampontot adhatnak. A kérdésnek
mindenesetre komoly jelentésége van, mert jelen protokoll szerint ITC-re nem kell
honalji nyirokcsomé ablatiot végezni.

5.2.2.3 Javasolt algoritmus:

A fenti adataink, és tapasztalataink alapjan egyértelm(, hogy a nem molekularis
modszerek kozill a dolgozatban leirt vizsgalattipusok egyitittes alkalmazasa adja a
legnagyobb biztonsagot.

Amennyiben azonban valamilyen oknal fogva mérlegelni kell, hogy melyik vizsgalatot
végezzilk, az alabbi folyamatabran (5.9. abra) szemléltetett algoritmust javasoljuk
kovetésre. A dontés alapja az, hogy ismerjik-e annak a tumornak a szoveti tipusat,
melynek sentinel nyirokcsomojat vizsgalnunk kell. Amennyiben gyanitjuk, vagy
biztosan tudjuk, hogy lobularis carcinomarél van sz, vagy nem tudunk semmit a
primer tumorrdl, mindenképpen javasoliuk a harmas vizsgalatkombinacio

alkalmazasat.
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5.9. abra Javasolt algoritmus a vizsgalati metodus kivalasztasara

A sentinel
nyirokcsomo
beérkezése

El6zményi
adatok (citologia,
core-biopszia)

A tumor
tipusa

ismert?

Lobularis cc.

Nem
lobularis

A 4

Kérdéses esethben

Imprint citolégia
és

Imprint citolégia
és

_____________________ >
fagyasztas fagyasztas
és
rapid

immuncitokémia

5.2.3 Uj megallapitasok az introperativ
diagnosztikaval kapcsolatban

Abbdl a célbdl, hogy noveljik az 6rszem nyirokcsomé metastasis detektaladsanak

6rszem nyirokcsomo

megbizhatdésagat, egyszerre haromféle metddussal végeztik az 6rszemnyirokcsomé
intraoperativ vizsgélatat: a hagyomanyos fagyasztasos, és imprint citologia mellett
alkalmaztuk a lenyomati keneteken kivitelezheté cytokeratin rapid immuncitokémiai

modszert. A talélt leleteket Osszevetettik a nyirokcsomo6 végleges szovettani
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eredményeivel. A vizsgalatsorozat kivitelezése és értékelés kdzben az alabbi (;
megallapitasokat tetttik:

» Az Altalunk kidolgozott standardizalt kenetkészitési technika kifejezetten
elényos, mert

o tobbféle technika egyittes alkalmazasa esetén a kenetek egymassal
dsszevethetdk.

0 ez vizsgaldo mbédszerenként 1-max 2 kenet készitésével jar, igy leroviditi
a preparatumok elkészitésének, atnézesének idejét, csokkenti a
koltségeket.

o ugyanakkor az egész nyirokcsomordl ad felvilagositast.

0 segitséget ad a metastasis méretének megallapitasaban.

« Kimutattuk, hogy a technikak kombinaciéja sokkal eredményesebb, mint
onall6 alkalmazasuk. Legmegbizhatébb eredmény elérése érdekében
javasoljuk az imprint citolégia kombinalasat akar a fagyasztasos vizsgalattal,
akar a rapid immuncitokémiaval.

« Az altalunk javasolt metodikai algoritmus figyelembe veszi a daganat
elézetesen megallapitott szoveti tipusat.

» Felhivtuk a figyelmet az intraoperativ diagnosztikaval fellelt, de a végleges
preparatumokban ki nem mutathaté daganatsejtek jelentéségére.

+ Osszegeztik a keratin pozitiv sejtek, kozottuk a dendritikus sejtek

differencialdiagnosztikai jellemzéit.
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6 Osszefoglalas
Az emlérak kezelése a szovettani vizsgalatok soran feltart prognosztikai és prediktiv

faktorokon mulik, igy alapvetd fontossagu az ezeket vizsgalo megfelel6 metodika
kivalasztasa. Dolgozatomban a sebészi, és az onkologiai terapiat jelentésen
befolyasolo két kulcsfontossagu tényezé, a nyirokcsomostatusz és a dagnat HER2
expressziojanak meghatarozasaval foglalkoztam.

Az els6 részben a piacon Gjonnan megjelent, regisztralt IVD statusszal rendelkezé,
de FDA altal nem jovahagyott, é€s valoszinlileg ezért joval olcsobb Poseidon
HERZ2/SE17 dual color FISH kit validacios vizsgalatat végeztik el a gold standardnak
tarthaté PathVysion HER2/CEP17 FISH kithez viszonyitva. A statisztikai analizis
bebizonyitotta, hogy a két FISH proba hasonlé értéki a HER2 gén amplifikacio
detektalasa teren, igy a Poseidon kittel nyert leletek ugyanolyan értekinek tarthatok,
mint az FDA altal akkreditalt PathVysion préba eredményei.

A masodik részben a sentinel nyirokcsomoék intraoperativ vizsgald moddszereit
hasonlitottuk 6ssze, kulénds figyelmet szentelve a lenyomati keneteken
alkalmazhat6 rapid immuncitokémiai vizsgalat elemzésére. Az 6rszemnyirokcsomo
daganatanak intraoperativ vizsgalata szempontjabdl leghatékonyabbnak a lenyomati
kenet és akéar a fagyasztasos vizsgalat, akar a rapid immuncitokémia kombinacidja,
vagy mindharom modszer egyittes alkalmazasa tinik. A lenyomati kenetek
elkészitésének standardizalt technikaja jelentésen csokkentette azt az id6ét, mely a
kenetek attekintésével telik, csbkkentette a vizsgalat koltségeit, hasznosnak bizonyult
az attét meéretének megbecsulésében.

Munkammal az emlérak rutin szovettani diagnosztikajaban kdzvetlenil hasznosithato

tapasztalatokat foglaltam 6ssze.
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Summary

Breast cancer therapy is determined by prognostic and predictive factors revealed by
various histological examinations. Therefore, the most appropriate diagnostic method
has a great importance of choosing the optimal treatment. The objectives of this work
are HER2 amplification and sentinel lymph node status assessment in breast cancer
cases.

Comparison of two commercially available FISH assays (PathVysion assay and
newly introduced Poseidon HER2 dual color FISH kit) demonstrated nearly identical
results. Considering costs, the PathVysion assay is almost twice as expensive as the
Poseidon kit. Therefore, using the new HER2 kit in routine pathological testing of
HER2 gene status provides reliable results with a remarkable reduction of costs.

We have also described our experiences in combination of intraoperative
immunocytochemistry technique with frozen sections and touch imprint cytology in
breast cancer sentinel node assessment. The combined accuracy of three methods
was the same as combining touch imprint plus frozen section or touch imprint plus
rapid immunocytochemistry. In conclusion, touch imprint cytology in combination with
either frozen section analysis or rapid immunocytochemistry are recommended for
routine practice. The novel standard imprint technique has showed time and cost

saving, and it can also be well utilized in appreciating the size of metastasis
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