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1 Bevezetés

A magyar nék kdrében magasan a leggyakoribb daganatos betegség az
emlérék. A betegség diagnosztikdja, terapidja bonyolult algoritmusok ltal
meghatarozott multidiszciplinaris folyamat, melyben a déntések jo része
valamilyen patolégiai leleten alapszik.

A daganat szOvettani vizsgdlattal meghatarozanddé legfontosabb
morfolégiai jellemzéi a méret, a tobbgoclsag megléte, a sebészeti szélek
épsége, a szoveti tipus, a differencialtsagi fok (gradus), a nyirokérben vagy
vérérben valo terjedés, a regionalis nyirokcsomok allapota. Ezen kivdil
specidlis vizsgalatokkal minden esetben meg kell hatarozni a daganat
proliferaciojanak intenzitasat, hormonreceptor és HER2 receptor statuszat,
és egyre gyakrabban felmerlld igényként a tumor prognosztikai
jelentéségl  genetikai tulajdonsagait. Ezekhez citolégiai, klasszikus
szovettani, immunhisztokémiai, és molekularis vizsgalatok hada Aall
rendelkezésre, melyek helyes megvalasztasan mulik végsé soron a beteg
sorsa.

Ertekezésemben két, a szakirodalomban intenziven targyalt témakorrel
fogok foglalkozni: az emlérdk HER2 statuszat meghatarozé FISH
vizsgélattal, és az Orszem nyirokcsomék intraoperativ vizsgalati
lehetéségeivel. Mindkét kérdés az emlérak diagnosztika, illetve kezelés
kulcsfontossdglT. momentuma, mely nagyban befolydsolja a beteg
kezelésének menetét.

A daganatban kimutathatdé HER-2 protein taltermelés fontos negativ
prognosztikai jel. Az ilyen daganatok gyorsan nének, gyakran recidivalnak,
gyorsan adnak attétet, és altaldban a hagyomanyos terapias modszerekkel

szemben kevéshé érzékenyek. A HER-2 proteint tiltermel® tumorok célzott
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trastuzumab (HERCEPTIN) terapidjanak 1998-as bevezetésével
szilkségessé valt a HER-2 status meghatarozasa. A jelenleg
nemzetkozileg elfogadott, és hazankban is érvényes protokoll szerint elsé
Iépésben immunhisztokémiai vizsgalatot kell végezni. Ennek pozitivitdsa
esetén a trastuzumab terapiara alkalmasnak tarthaté 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 génamplifikacié
jelen van-e. Erre napjainkban, a legszélesebb kdrben a fluoreszcencia in
situ hibridizaciét alkalmazzak. Az FDA Aaltal jovahagyott, meglehetdésen
draga molekularis tesztek mellett elérhetévé valt a piacon néhany olyan
olcs6bb proba is, mely nem rendelkezik ilyen magas akkreditaciéval, bar
bejegyzett in vitro diagnosztikum. llyen a Kreatech gyartmanyd Poseidon
fantazia nevi termékcsaladba tartoz6 Her2/Neu(17ql2)/SE17 (a
tovabbiakban: HER2/SE17) dual color FISH kit is. Alkalmazasaval a FISH
vizsgélat ara jelentésen csokkenhetne, kérdés azonban, hogy mennyire
megbizhaté eredményeket ad.

Az emlérakos betegek terapiajat nagymértékben befolyasol6 masik
tényez6 a daganathoz tartozé regionalis nyirokcsomék allapota,
pontosabban a nyirokcsomékban kimutathat6 attétek jelenléte. Ez részben
prognosztikai jelként értékelendd, masrészt a kozvetlen sebészi
beavatkozast is nagyban befolyasolja. Nyirokcsomé attétek jelenléte
esetén altalaban agresszivebb kemoterapias kezelés is mérlegelendé.

Az 6rszem (vagy sentinel) nyirokcsomé a tumor felél aramlé nyirokfolyadék
Utjaba esé elsé nyirokcsomd, melyben elméletileg a leghamarabb jelennek
meg a nyirokkeringésbe esetlegesen bekerild daganatsejtek. Az rszem

nyirokcsomo pozitivitdsa esetén 30-60%-ban mutathatd ki attét a mogottes
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nyirokcsomokban. Amennyiben a nyirokcsomdéban 1évé daganat mar a
mitét alatt, valamilyen gyorsdiagnosztikaval kimutathat6, akkor a mutét
kiterjesztése még azzal az egy altatassal elvégezheté. Szamos maébdszer,
illetve ezek kombinaciéja jon széba. Dolgozatomban a fagyasztasos
metszetkészités, az imprint citolégia és egy igéretesnek tiing, de ritkabban
alkalmazott technika, a gyors keratin immuncitokémiai vizsgalat

eredményeit vetem dssze a végleges diagnoézissal.

2 Célkit Gizések

A) A Poseidon HER2/SE17 FISH kit validadlasa az emlérak HER2
amplifikaciojanak mérésében a PathVysion HER2/CEP17 FISH kithez
viszonyitva.
e A Poseidon HER2/SE17 FISH kit és a PathVysion HER2/CEP17
FISH kit eredményeinek 6sszevetése
« A HercepTest-tel végzett immunhisztokémiai vizsgalatok
eredményének Osszevetése a kétféle FISH probaval kimutatott
eredményekkel.
e A Poseidon HER2/SE17 FISH kit hasznalataval kapcsolatos
tapasztalatok 6sszefoglalasa
B) Az emlérakos betegek mitéte soran eltavolitott 6érszem (sentinel)
nyirokcsomok intraoperativ diagnosztikai lehetéségei.
* Az 6rszem nyirokcsomo vizsgalat technikéjaval kapcsolatos
irodalom attekintése.
e Az 6rszem nyirokcsomo intraoperativ diagnosztikajaban
hasznalt rapid immuncitokémiai vizsgalat technikjanak

ismertetése.
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e Azintraoperativ fagyasztasos szévettani vizsgalattal, a
lenyomati citoldgiaval, és a rapid immuncitokémiai
vizsgalattal nyert eredmények 6sszevetése.

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

e Atapasztalatok alapjan az intraoperativ 6rszem
nyirokcsomo diagnosztika optimalisnak tiné algoritmusanak

felallitasa

3 Anyag és moédszer

3.1 Anyag és modszer 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 fellilvizsgalta a korabban
készllt HE metszeteket és immunreakciokat és ellendrizte az eredeti
diagndzis helyességét. A bevdlaszthatésag feltétele volt, hogy a mitéti
preparatumbdl parafinos blokkok legyenek elérheték. A metszetek alapjan
valasztottuk ki a rendelkezésre all6 paraffinos blokkokbél a tovabb

vizsgalandoé, tumort tartalmazo részletet.

3.1.2 Szdveti microarray blokk

Szoveti microarray (TMA) blokkokat alkottunk a mintadkbél szarmazé 1 mm-
es szdvethengerekbdl microarray blokképité eszkédz segitségével. (TMA
Master, 3D Histech, Budapest, Magyarorszag). Paciensenként 3

szbvethengert épitettiink be, a core-okat az eredeti, HE metszetek alapjan
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a tumor centrumabdl és két atellenes szélébdl vettilk. A TMA blokkokbol 4
MM vastag metszetet haztunk le fellletkezelt targylemezekre. Minden
blokkbdl késziltek HE festett metszetek .

3.1.3 Immunhisztokémiai vizsgalat

A TMA metszetek immunhisztokémiai vizsgalatdt HercepTest Kkittel
végeztik (Dako, Glostrup, Denmark) a hasznalati eléiras szerint. Réviden:
az antigén feltaras pH 7,2 citratpufferben (0,1 mol/l,) 40 percig, 95 C-os
vizfirdében tortént. Az immunreakciokat 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 immunreaktivitas kétes eredményl volt
(2+), ha a daganatsejtek tobb, mint 10%-a mutatott enyhe, vagy kézepes
er6sségl komplett membranfestédést, vagy kevesebb, mint 30%-a
mutatott erés korkords komplett reakciét. Biztosan pozitiv (3+) volt a
reakcié, ha az invaziv daganatsejtek tébb, mint 30%-a mutatott intenziv
komplett membranfestédést. Ha a membranfestédés hianyzott, vagy az
invaziv sejtek kevesebb, mint 10%-aban jelentkezett, akkor a reakciét
negativnak mindsitettik (0, vagy 1+). A harom szdvethengerbdl mindig a

legmagasabb értéket vettik figyelembe.

3.1.4 Fluorescens in situ hibridizacié

A TMA metszeteket xilolban deparaffindltuk és etanolban rehidraltuk. A
targylemezeket a Vysis altal gyartott Paraffin Pretreatment Il kittel kezeltik
a haszndlati utasitas szerint. Fébb vonalakban: a lemezeket 37<C-os
vizfurdében 6 percig proteaz-K oldattal kezeltik. Oblités és levegén valo

szaritas utan 10 ul prébat tettink mindegyik TMA lemezre. Egymastol
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elkilénitve a Vysis PathVysion HER2/CEP17 probajat és a Kreatech
Poseidon HER2/SE17 prébajat alkalmaztuk. Fedés és gumi tdmitével vald
lezaras utan a metszeteket 73T-on 5 percig denaturaltuk, majd ezt
kévetbéen egy éjszakan at 37TC-on hibridizaltuk. A denatur dlast és
hibridizalast StatSpin® ThermoBrite hibridizacios készilékkel végeztik. A
hibridizacié utan a metszeteket mostuk, majd 20 pl DAPI-val (4,6-diamidin-
2-phenylindol) festettik. A FISH szignalokat Olympus BX51-es
fluoreszcens mikroszképpal azonositottuk. A filter part a PathVysion kithez
optimalizaltuk. A HER2 locus specificus azonositd jel és a centromér
azonosité szignal (CEP17 és SE17) aranyat tumoronként 60 tumor sejten,
100-szoros immerziés nagyitassal szamoltuk le. Pozitiv HER2
amplifikacionak tartottuk, ha a HER2 szignal és a 17. kromoszéma aranya
2, vagy annal tobb volt. Low-grade amplifikaciét allapitottunk meg, ha az
arany 4 alatt volt, és a 4, vagy e folotti aranyt high-grade amplifikacionak
mingésitettik. Ha a 17. kromoszdéma sejtenkénti szdmanak atlaga 2,5 folott

volt, polysomiat allapitottunk meg.

3.1.5 Statisztikai analizis

A folytonos valtozoként kifejezett FISH eredményekre vonatkozban az
eljarasok kozotti egyezést konkordancia korrelaciés egyitthatok (RC) és
Bland—Altman-féle 95%-0s egyezési hatarok kiszamitasaval értékeltik.

Az adathalmaz centrumanak vizualizalasara a redukalt fétengelyt, azaz az
atlagok  metszéspontian a  szérasok hanyadosanak  megfelel
meredekséggel athaladd egyenest alkalmaztuk. A kategorikus kimenetelek
kozotti egyezést a Kappa-statisztikaval értékeltiik, az osztalyok szamanak
megfeleléen analitikus vagy bootstrap-alapu eljardssal képezve annak

konfidencia-intervallumat (Cl)
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Specificitds, szenzitivitds, pozitiv és negativ prediktiv érték, helyes
osztalyozasi hanyad, valamint ezek binomialis egzakt konfidencia-
intervalluma leirdsaval jellemeztik az olyan binaris kimeneteld
tesztparokat, amelyek esetében az egyik teszt osztalyozasi

teljesitményének értékeléséhez a masik teszt referencianak volt tekintheté.

3.2  Anyag és mddszer az intraoperativ  6rszem nyirokcsomad

vizsgalatok soran

3.2.1 A péaciensek jellemz 6i

Munkank alapjat a nyiregyhazi Jésa Andras Oktatokorhaz Pathologiai
Osztdlyan a napi rutin diagnosztika soran 2009. februar és november
kozott végzett prospektiv adatgydjtés adja. Preoperative citoldgiaval (C3-
C5), vagy core-biopsiaval (B3-B5) diagnosztizalt, majd a végleges
szovettani feldolgozassal malignusnak bizonyult emléelvaltozassal operalt
olyan péaciensek esetei keriiltek bele a vizsgalatba, akiknél intraoperativ
sentinel vizsgalat tortént, flggetlendl attél, hogy megel6zéleg részesiltek-e
neoadjuvans kezelésben.

A sentinel nyirokcsomo eltavolitas indikacidja a C3-C5 és B3-B5
emléelvaltozas mellett a citoldgiailag negativ, vagy nem, illetve sikertelenul

vizsgalt nyirokcsomo statusz volt.

3.2.2 A sebészeti technika

Valamennyi paciens esetében a mditétet megel6z6 napon nyirokcsomé
scintigrafiat végeztek. Ennek soran a detektélas el6tt atlag 24 éraval 0,2 ml
Nanocoll-t fecskendeztek a tumorba. A Nanocoll kevesebb, mint 80 nm-es

részecskeméretl human albumin colloid, melyet 100 MBq erésségi
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99mTc-mal jeldltek (Nycomed Amersham Sorin  Zrt. Saluggia,
Olaszorszag).

Az operacié alatt kézi vezérlési gamma detektorral térképezték fel a
nyirokcsomékat. Orszem nyirokcsoménak mindsitették a legintenzivebben
jelzé nyirokcsomot, valamint az 6sszes olyan csomo6t a kornyezetében,
mely a legintenzivebb jel 25%-at meghalad6 erésséget mutatott. Els6
Iépésben a nyirokcsomot tavolitottdk el, majd ezutan tortént az emlében
Iévd elvéltozas operéacidja. Ez id6 alatt nyirokcsomot osztalyunkra kiildték
gyorsdiagnosztika céljabdl.

Amennyiben az intraoperativ patoldgiai 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 nyirokcsom6 diagnosztika negativ, vagy
bizonytalan véleménye esetén tovabbi nyirokcsomét az elsé mitétben nem
tavolitottak el. Szintén nem folytattak a mditétet akkor, ha a sentinel
nyirokcsomo intraoperativ  vizsgalata izolalt tumorsejtek jelenlétét
detektalta, vagy vetette fel. Amennyiben az intraoperativ patolégiai
diagndézis a késébbi részletes szdvettani feldolgozassal fals negativnak
bizonyult, masodik mitétként végezték el az I. és Il. axillaris

nyirokcsomaoszint eltavolitasat.
3.2.3 Patolégiai vizsgalat

3.2.3.1 Lenyomati kenetek készitése:

Az 6rszem nyirokcsomét 1,5-2 mm vastag szeletekre vagtuk a hosszanti
tengelyére merdleges sikban. Minden metszéslaprél egyszerre két

lenyomatot készitettiink két kilonb6zé feluletkezelt targylemezre ugy,
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hogy a frissen vagott metszéslapra finoman ranyomtuk az Uveget.
Ugyeltiink, hogy az azonos metszési sikokb6l szarmazé lenyomat azonos
helyre keriljpn mindkét lemezen. igy két egyforma mintazatd lenyomatot
nyertink.

Az egyik lenyomati kenetet Hemacolorral (Merck, Darmstadt, Germany)
festettilk, a masikon intraoperativ (rapid) immuncitokémiai vizsgalatot

végeztink.

3.2.3.2 Hemacolor festés:

A levegdn megszaritott kenetet Mercofix (Merck KGaA, Darmstadt,
Németorszag) fixalé sprayvel fljjuk le, 4 perc fixalas utan, oblités 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 tablettabdl készitett pH 7,2-es puffer oldatban 45 mp-ig tartjuk.

Oblités desztillalt vizzel, szaritas szobahémérsékleten, majd fedés xylolbol.

3.2.3.3  Rapid immuncitokémiai reakcio:

Az elbkezelt lemezre Kkészitett a lenyomati kenetet 2 percig
szobahémérsékleten szaritottuk, majd 30 masodpercre fixaltuk hatétt
acetonban, ezutdn szobah&mérsékleten 1 percig szaritottuk, lemostuk
fiziolégias soOoldatban, majd o6blitettik foszfat pufferben (PBS). A rapid
immuncitokémiat 1:100 higitasa anti-cytokeratin (AE1/AE3; Dako,
Glostrup, Denmark) primer immunsavoval végeztiik. A primer antitesttel 3
perc 10 masodpercig inkubdltuk a preparatumot 37C fokon,
termosztatban, majd PBS pufferrel mostuk. Ezt kovetéen polymer
horseradish peroxidase-zal (HRP) jeldlt szekunder antitesttel (EnVision

Detection Kit, Dako) inkubaltuk Gjabb 3 perc 10 masodpercig, 37<C fokon,
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termosztatban. Mosas utan diaminobenzidinnel hivtuk elé a reakciét, majd
hematoxylin magfestést alkalmaztunk. Az immunreakcié énmagaban 12

percet, a teljes proceddra megkozelitéleg 20 percet vett igénybe.

3.2.3.4  Fagyasztasos vizsgalat

Az 5 mm-es, vagy annal nagyobb nyirokcsomé egyik szeletébdl 10 um-es
fagyasztott metszetek is késziiltek hematoxylin-eosin festéssel.
A megmaradt mintat 4% neutralis pufferelt formalinban fixaltuk, tdbb

nyirokcsomo esetén kilon jeléléssel.

3.2.3.5 A sentinel nyirokcsomé végleges szévettani vizsgalata

A végleges szdévettani értékelést a nyirokcsomo szeletek formalinban fixalt,
paraffinba &agyazott blokkjainak elsé szintjébdl készult HE festett
metszetek, és a harmadik réteg metszetein elvégzett cytokeratin (AE1/AE3;

Dako, Glostrup, Denmark) immunhisztokémiai reakciok alapjan végeztiik.

3.2.3.6  Akapott leletek értékelése

A tumor és nyirokcsomé stadiumot a TNM 6 alapjan allapitottuk meg.
Barmely méreti metastasist (macro-, micrometastasis, izolalt tumorsejt)
pozitiv eredménynek tekintettlink fliggetlendl attél, hogy a jelenleg
érvényes kezelési protokollok szerint az eredmény milyen tovabbi teend6t
indikalt. Az értékelés soran a bizonytalan eredményt negativnak vettik.
Szintén negativnak vettik a barmilyen okbdl sikertelenil végzett
vizsgalatot.

Ezen kivil meghataroztuk a sentinel nyirokcsoméhoz tartozé
emlédaganatok szoveti tipusat, annak notthinghami histolégiai gradusat az

Elston-Ellis altal modositott Scarff-Bloom—Richardson gradalas szerint
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3.2.4 Statisztikai analizis

A végleges szdvettani vizsgalat eredményeit 0sszegeztiik: a tumor szoveti
tipusa, mérete, gradusa, a sentinel nyirokcsomo végleges eredménye.
95%-0s konfidencia intervallum mellett meghataroztuk az imprint citologia,
a fagyasztasos vizsgdlat, és a rapid immuncitokémia szenzitivitasat,
specificitasat, pozitiv és negativ prediktiv értékét az 6rszem
nyirokcsomoban lévé metastaticus daganatsejtek detektalasa
szempontjabél. Ugyanezen  értékeket adtuk meg az egyes
vizsgalémodszerek kovetkezd kombinacidira is: imprint citologia és
fagyasztott metszet, fagyasztott metszet és rapid immuncitokémia, imprint
citolégia és rapid immuncitokémia valamint a harom maddszer egyiittes
alkalmazasa. Viszonyitasi alapnak a formalinfixalt, paraffinba agyazott
sentinel nyirokcsomobdél késziilt HE-festett metszetek és pancytokeratin
immunhisztokémiai  vizsgélattal értékelt preparatumok eredményét
tekintettik
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4 Eredménynek, tapasztalatok

4.1 Eredmények a Poseidon HER2/SE17 FISH kit valida cios

vizsgalata soran

4.1.1 Immunhisztokémia

122 eset immunhisztokémiai vizsgalatanak eredményét dolgoztuk fel. Az
esetenként 3 TMA henger eredménye kozill a legerésebb értéket vettik
figyelembe. Végul is 62 esetben lett az immunhisztokémiai vizsgalat

eredménye 0, 29 esetben 1+, 17 esetben 2+, és 14 esetben 3+.

4.1.2 Fluorescens in situ hibridizacié

A 122 emlérédkos eseten a HER-2 FISH analizist is sikerrel elvégeztik.
PathVysion reagenssel 101 esetben nem volt amplifikacio, 9 esetben volt
LG amplifikacio és 12 esetet soroltunk a HG amplifikacio kategoériaba. A

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

4.1.3 AKkét FISH préba 6sszehasonlitasa

A reakciok szubjektiv megitélés alapjan kdzel hasonlé mértékben voltak
értékelheték. A statisztikai elemzések soran a Poseidon FISH Kkit-tel tortént
méréshez a PathVysion FISH eredményeket tekintettiik referencia alapnak.
A PathVysion FISH prébaval detektalt eredményekhez képest a Poseidon
FISH kit szenzitivitasa 95,2%, specificitasa 100% volt, mig a pozitiv
prediktiv érték (PPV) 100%, a negativ prediktiv érték (NPV) 99% volt. 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. A HER2 és
centromér szignalok sejtenkénti atlagos szamat, valamint a
HER2/centromér aranyt, mint folytonos valtoz6t statisztikailag elemeztik. A
konkordancia korrelacios hanyados (RC) kozel tokéletes egyezést mutatott
a PathVysion és a Poseidon FISH teszt kozott a HER2 és centromer
specifikus sejtenkénti szignal szamban (RC=0.993 és 0,929, ennek
megfeleléen p<0,0001), valamint a HER2/centromér aranyban (RC=0,993,
p<0,0001). A PathVysion prébaval negativ (amplifikaciét nem mutat6) 101
eset mindegyike negativ volt a Poseidon kittel is. Ugyanigy valamennyi
PathVysion-nel HG amplifikacibnak mindsitett eset a Poseidon reagenssel
is az er6sen amplifikalt csoportba tartozott. Azonban a PathVysionnal low
grade amplifikacionak tartott 9 eset egyike nem mutatott amplifikaciét, egy
masik pedig high grade amplifikaciét mutatott a Poseidon FISH kittel
vizsgalva. Ha 6sszehasonlitjuk ezen csoportokon alapulva a két reagenst,
a Kappa-statisztika tokéletes egyezést mutat kozottik. (Kappa=0,9441,
p<0,0001)

4.1.4 A FISH kitek és a HercepTest dsszehasonlitasa

Az IHK eredményeket kétféleképpen osztottuk fel: elsé esetben a 2+ és 3+
egyltt szamitott pozitivnak, a masodik esetben csak a 3+ értéket
tekintettilk pozitiv értéknek. Az IHK vizsgalat a PathVysion-nel detektalt
amplifikaciot az elsé esetben 85,2%-ban (Cl: 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
vizsgélatok eredményét az elsé esetben (84,4%; Cl: 76,8%; 90.4%).
Masrészt viszont, ha a pozitiv immuneredménynek csak a 3 + erdsségiit

vettiik, valamivel nagyobb szamban taldltunk amplifikaciot a Poseidon
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kittel, 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
vizsgalat kdzoétt (Kappa=0,5344 p<0,0001). Amennyiben csak 3+ erésségl
immunreakciot tekintettik pozitivnak, az egyezés mértéke jelentésen
emelkedett (Kappa=0.7681 a PathVysion és Kappa=0,7960 a Poseidon
esetén; p<0,0001).

4.2  Eredmények az 6rszem nyirokcsomé intraoperativ vizsgalati

modszereinek 6sszehasonlitasaban

A végleges szovettani vizsgalattal 36 nyirokcsoméban talaltunk
daganatsejtet, ebbdl 27 nyirokcsomoban macrometastasist. Imprint
citolégiaval és rapid ICK-val 23-23 esetben, fagyasztasos vizsgalattal
csupan 21 esetben mondtunk ezekre pozitivitdst. A végleges vizsgalat 9
nyirokcsomoban azonositott micrometastasist, vagy izolalt tumorsejt
csoportokat. Fagyasztasos vizsgalattal ezek kozil egyiket sem sikeriilt
észlelniink. Imprint citolégiaval 2, rapid ICK-val pedig csak 1 esetben
diagnosztizaltuk a daganatsejtek jelenlétét.

Imprint citolégiaval 2, rapid immuncitokémiaval 1 esetben adtunk alpozitiv
eredményt. Fagyasztassal alpozitiv eset nem volt.

A végleges szovettani diagndzissal oOsszevetve 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% (Cl: 48,95-80,90%). Ha a lenyomati citolégiat és akar a
fagyasztasos vizsgalatot, akar a rapid immuncitokémiai vizsgalatot

egyittesen elemezzik, a tumor detektalas szenzitivitdsa 72.22%-ra
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ndvekedett (Cl: 54.57%-85.21%), ami megegyezik a harom vizsgalat
egylttesen mért szenzitivitAsaval. A fagyasztdsos vizsgalat és a rapid
immuncitokémiai vizsgalat egyittes szenzitivitasa 69,44% (CIl: 51.73%-
83,08%) volt.

A végleges szOvettani diagnozishoz viszonyitott specificitas az
imprint citolégia esetén 97.80% (Cl: 91.53%-99.62%) volt, a fagyasztasos
vizsgalaté 100% (Cl: 94.95%-100%), mig a rapid immuncitokémiai
vizsgalaté 98.90% (Cl: 93.17%-99.94%). Ha a vizsgalémodszereket
kombinaljuk, akkor azt taldltuk, hogy a legmagasabb, 98,90%-0s (ClI:
93.17%-99.94%) specificitas a fagyasztas és a rapid immuncitokémiai
vizsgélat egyuttes alkalmazasaval érheté el, mig az 0&sszes tobbi
kombinacié valamivel kisebb, 97.80% (CI: 91.53%-99.62%) értéket mutat.
A pozitiv prediktiv érték hasonl6 tendenciat mutat, mig a negativ prediktiv
érték ebben a variaciéban a legkisebb. Ez utébbi alapjan tehat ebben a

kombinéacioban varhat6 a legtobb alnegativ eredmény.

5 Megbeszélés

5.1 A Poseidon HER2/SE17 dual color FISH kit valida cids vizsgalata

A HER-2/neu fehérje tulprodukcidja és/vagy a gén amplifikacidja az invaziv
emlérakok rosszabb kimenetelét jelzi. Ezen tilmenden ez a célmolekulgja
a daganat Trastuzumabbal torténé kezelésének. Mivel tehat fontos szerepe
van a terapias dontésben, ezért kiemelt jelentéségli, hogy a HER-2/neu
statuszt megbizhatd, reprodukalhatd, technikailag jol kivitelezhetd
modszerrel allapitsuk meg. Bar sokféle technoldgia létezik, a legszélesebb
kérben az immunhisztokémia (IHK), és a FISH technika keriil alkalmazasra

ezen a téren. A gén amplifikaci6 értékelésére a FISH-t hasznaljak
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kiterjedten. A HER2 és a 17. kromoszéma centromérjét egyszerre jelzé
dual color FISH préba arra is valaszt tud adni, hogy a megndvekedett HER-
2 génkopiaszadm valédi gén megsokszorozédasbdl, vagy a 17.
kromoszéma szamanak szaporodasabdl adodik-e. Az invaziv emlérakok
56-92%-4aban aneuploidiat jeleztek, ezért a dual color modszerek jelentds
elénnyel rendelkeznek a csupan a gén kopiaszdmot detektald
metddusokkal szemben. Dolgozatunkban 6sszehasonlitasra kertlt mindkét
reagens fluoreszkalo festékkel direkt jelolt DNS probakat alkalmaz, melyek
segitségével a HER-2/neu génkodpia szam és a 17. kromoszéma
Az FDA altal jovahagyott PathVysion HER2/CEP17 kit gold standardnak
tekinthet6 az elérheté HER2 FISH assay-k kdzott.

Masrészt viszont a PathVysion FISH kittel végzett HER2 kimutatas
koltsége meglehetésen magas. A Poseidon ERBB2, HER2/Neu
(17912)/SE17 kitet a 17q12 locuson 1év6 HER2 gén koépiaszamanak
meghatarozasara optimalizaltak, emellett a 17 kromoszéma centromérjére
specifikus préba (SE17) segitségével az adatok a 17. kromoszéma szama
alapjan korrigalhaték. Megjegyzendd, hogy a PathVysion HER2 tesztje
ennél szélesebb savot jelél a kromoszoman (17g11.2-q12). A Poseidon
kitben HER2 préba PlatinumBright 550 fluoreszkalé festékkel jelélt, mig az
SE17 probat PlatinumBright 495 fluorochrommal jelolték, A festékek
excitacios és emissziés hullamhosszaik alapjan detektalhatok ugyanazzal a
sz(r6 pérral, melyet a PathVysion assay-ben hasznalt Spectrum Orange és
Spectrum Green fluorochromokhoz fejlesztettek ki. Mindezek mellett
altaldban azt tapasztaltuk, hogy a Poseidon HER-2 kittel valéban szép,

egyértelmi jeleket kaptunk, melyeket kdnnyi volt elemezni.
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A HER2 és CEP17 képia szamok és a HER2/CEP17 arany — mint folytonos
valtozék — alapjan kalkulalt konkordancia korrelaciés koefficiens tokéletes
egyezést mutatott a két FISH reagens kozott. Ezen tllmenéen a
kategorizalt valtozékkal elvégzett Kappa-statisztika is tokéletes egyezést
igazolt a PathVysion és a Poseidon FISH kitek kozott.

A 122 vizsgalt eset kozill csak egy olyan tumor volt, melynek amplifikacié
statusza jelentésen eltért a két assay-vel. Itt a PathVysion préobéaval
sejtmagonként 6,2 HER-2 képiaszamot, 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 mértéki
polysomiat allapitottunk meg, ezért a HER-2/CEP17 arany PathVysionnal
2,38 volt, a Poseidon kittel viszont csak 1,35. Tehat ebben az esetben a két
reagens kozott a HER-2 gén azonositasaban volt jelentds kilonbség.
Egyéb ilyen mértéki eltérést nem tapasztaltunk. 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 mértik. Ha a FISH adatokat az IHK
eredményekkel vetjuk egybe, uagy 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+ er6sségl reakcidk esetén tekintettik pozitivnak, ami nem
meglepd, tekintve a 2+ er6sségi IHK reakciot ad6 esetek kdrében mindkét
FISH assay-vel alacsony gyakorisaggal (17,7% és 13,3%) detektaltunk gén
amplifikaciot.

Ezekbél az eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a két FISH
reagens csaknem egyenrangl. R&adasul nincs szikség metodikai

modositasra ahhoz, hogy a Poseidon kit szamara is hasonl6 optimalis
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hibridizacids koértlményeket biztositsunk. Viszont a koltségek terén jelentés

kulénbség van a két assay kozétt. A PathVysion HER2 DNA Probe Kit

majdnem kétszer olyan draga, mint a Poseidon megfeleléje. Eppen ezért

az utébbi hasznalataval jelentdés koltségmegtakaritast lehet elérni a HER2

vizsgalat terén.

5.1.1 Uj megallapitasok a validacios vizsgalat sorda  n

e A Poseidon HER2/SE17 dual color FISH kit megbizhatéan

alkalmazhato a klinikai gyakorlatban, mert

(0]

gyakorlatilag egyenértékii a PathVysion HER2/CEP17
kittel mind az amplifikaci6 azonositasaban, mind az
amplifikacio mértékének meghatarozasaban, mind pedig a
17 kromoszéma centromerikus régi6 szamanak
meghatarozasaban.

a standard prébahoz hasonlé ardnyban mutat amplifikaciot
az immunhisztokémiailag HER2 pozitiv illetve negativ

daganatokban.

e A Poseidon HER2/SE17 dual color FISH-kit alkalmazasa a

PathVysion kittel azonos eszkézoket igényel.

e A Poseidon HER2/SE17 dual color FISH-kit hasznalataval jelent6s

koltségmegtakaritast lehet elérni a HER2 vizsgalat terén, mert a

PathVysion HER2 DNA Probe Kit majdnem kétszer olyan draga,

mint a Poseidon megfeleldje.

* Mivel a Kreatech gyartméanyua kit ara 6sszemérheté a HercepTest

immunhisztokémiai reagens araval, redlis lehetéség nyilik arra,

hogy minden emlérakos esetben el lehessen végezni a FISH

vizsgalatot.
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5.2 Az érszem nyirokcsomo vizsgalatok eredményeinek

megbeszélése

Adataink azt mutattak, hogy a hagyomanyos fagyasztasos vizsgalat
rendelkezett a legalacsonyabb szenzitivitassal, tehat a legkisebb
valésziniséggel ezzel ismertik fel a pozitiv eseteket. Az 0©nalléan
alkalmazott médszerek kézil az imprint citolégiaval adtunk legtébb valodi
pozitiv véleményt. Ez a mddszer bizonyult a valamivel eredményesebbnek
a néhany sejtes daganatmennyiség detektalasaban. A macrometastasisok
észlelése béarmelyik kettds, vagy a harmas metddus kombinéacio
alkalmazasaval teljesen egyforma pontossaggal tortént. A fagyasztasos
vizsgalat nem produkalt fals pozitiv eredményt, azaz a specificitasa 100%-
os volt. Ezt az eredményt barmelyik kombinacié minimalisan rontotta.
Osszességében azonban megallapithatjuk, hogy akarmelyik modszert
onalléan, vagy kombindltan alkalmazva a fajlagossag legalacsonyabb
értéke 97,8 % volt.

5.2.1 Részletes tapasztalataink az egyes vizsgalatt ipusokkal

kapcsolathban

A fagyasztott mintdb6l a macrometastasis meglehetés biztonsaggal
azonosithat6. Kisméretl nyirokcsomébdl nem célszerli megcsinalni, mert
fennall a veszélye, hogy relevans teriiletek mennek ténkre és maradnak igy
korrekt vélemény nélkil. Felmeril a veszélye annak, hogy a véletlenil a
fagyaszott preparatumba kerllt kisméretl metastasis a végleges
preparatum elkészitésénél elfaragddik. Elénye, hogy a szdvetkdérnyezetben
latott daganatnak a szdveti tipusa, a tumor géc metszetben latott mérete,

neostroma képzédés valamint a tokinvazié is észlelheté.
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Az imprint citolégia 6nalld6 metddusként a legmagasabb szenzitivitasu
modszernek bizonyult. Oriasi elénye, hogy a nagyobb nyirokcsomordl is
atfogd képet ad. Azonban ezzel a médszerrel két alpozitiv esetiink is volt,
és viszonylag sok a bizonytalan eredmény.

A rapid immuncitokémia szenzitivitdsat és specificitasat tekintve is az
onalléan értékelt harom teszt kozil a kozépsé volt. JOI begyakorlott
technikai kivitelezés mellett megbizhatd, és elfogadhatéan gyors
vizsgalomaodszer. A technikai hibdk mellett a nyirokcsomé dendriticus
sejtjeinek citokeratin pozitivitdsa jelentkezhet hibaforrasként. Ez utobbi
kulénésen lobularis carcinomabdl szarmazé viszonylag kicsi, és
disszocialédott daganatsejtektél kilonitheté el nehezen. Dolgozatomban
Osszefoglaltam azokat a jellemzéket, melyek segithetnek a citokeratin
pozitiv sejtek differencialasaban.

Mint ahogy szamos irodalom is foglalkozik vele, az invaziv lobularis
carcinomabdl szarmaz6 sejtek detektalasa nagyon nehéz a sejtek
jellemzéen kicsi mérete, és a szintén jellemzd egysejtes diffuz infiltracios
minta miatt. A daganatos sejtek intraoperativ és a végleges preparatumbdl

torténd detektalasahoz egyarant hasznos a cytokeratin immunhisztokémia.

5.2.2  Egyéb gyakorlati tapasztalataink a sentinel n  yirokcsomo
intraoperativ gyorsdiagnosztikajaval kapcsolatban.
A vizsgéalatok minél pontosabb kivitelezése és az 6sszehasonlithatdsag
biztositasa érdekében preciz kenetkészitési technikat dolgoztam ki, mely a
kévetkezd elébnyokkel jar:
« Alehet6 legkisebb feluletre, kevesebb targylemezre koncentralodik

a preparatum, igy gyorsabban lehet megfesteni, attekinteni.
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« Kisebb a veszélye annak, hogy a gyors screenelésnél kimaradnak
latoterek.
« AKkisebb fellletre kevesebb reagens mennyiséget kell felhasznalni.
« A két azonos lenyomat egymassal 6sszevethetd, igy az egymassal
parhuzamosan alkalmazott festésekkel (akar tobb targylemezen
alkalmazott azonos festéssel is) jol lokalizalhaté az elvaltozas.
e Az ismert szeletvastagsagok alapjan pontosabban becsiilhetd meg
az elvaltozas kiterjedése.
Osszegeztem tapasztalatainkat a lenyomati kenetekben detektalt
daganatos metastasis varhato méretével kapcsolathan.
Macrometastasisra utal, ha tobb szeletbél készilt lenyomatban latjuk a
daganat sejteket, és kozottik csak kevés nyiroksejt lathaté. Ha a
daganatsejt csoportok koézétt nagytomeg nyiroksejt lathatd, akkor elszért
ITC a valészinibb. A kérdésnek mindenesetre komoly jelentésége van,
mert a jelenleg alkalmazott protokoll szerint ITC-re nem kell hoénalji
nyirokcsomo ablatiot végezni.
Az altalam javasolt algoritmussal a technika koéltséghatékonyan illesztheté

be a napi rutin diagnosztikaba.

5.2.3 Ujmegallapitasok az intraoperativ  érszem nyirokcsomé

diagnosztikaval kapcsolatban

e« Az Aaltalunk kidolgozott standardizalt kenetkészitési technika
kifejezetten elényds, mert
0 tobbféle technika egyittes alkalmazdsa esetén a kenetek

egymassal 6sszevethetdk.
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0 ez vizsgalé mbdszerenként 1-max 2 kenet készitésével jar,
igy leroviditi a preparatumok elkészitésének, atnézésének
idejét, csokkenti a kdltségeket.

0 ugyanakkor az egész nyirokcsomoérdl ad felvilagositast.

0 segitséget ad a metastasis méretének megallapitasaban.

«  Kimutattuk, hogy a technikdk kombinacioja sokkal eredményesebb,
mint 6nall6 alkalmazasuk. Legmegbizhatébb eredmény elérése
érdekében javasoljuk az imprint citolégia kombinalasat akar a
fagyasztasos vizsgalattal, akar a rapid immuncitokémiaval.

« Az A&ltalunk javasolt metodikai algoritmus figyelembe veszi a
daganat el6zetesen megallapitott szdveti tipusat.

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

« Osszegeztik a keratin pozitiv sejtek, kozottilk a dendritikus sejtek

differencialdiagnosztikai jellemzéit.

6 Osszefoglalas

Az emlérak kezelése a szdvettani vizsgélatok soran feltart prognosztikai és
prediktiv faktorokon mulik, igy alapveté fontossagu az ezeket vizsgald
megfeleld6 metodika kivalasztadsa. Dolgozatomban a sebészi, és az
onkoldgiai terapiat jelentésen befolyasolé két kulcsfontossagu tényezd, a
nyirokcsomaostatusz és a daganat HER2 expresszidjanak
meghatarozasaval foglalkoztam.

Az elsé részben a piacon Ujonnan megjelent, regisztralt IVD statusszal

rendelkez6, de FDA é&ltal nem jovahagyott, és valdszinileg ezért joval
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olcs6bb Poseidon HER2/SE17 dual color FISH kit validacids vizsgalatat
végeztik el a gold standardnak tarthat6 PathVysion HER2/CEP17 FISH
kithez viszonyitva. A statisztikai analizis bebizonyitotta, hogy a két FISH
préba hasonlé értékii a HER2 gén amplifikacié detektalasa terén, igy a
Poseidon kittel nyert leletek ugyanolyan értéklnek tarthatok, mint az FDA
altal akkreditalt PathVysion préba eredményei.

A masodik részben a sentinel nyirokcsomok intraoperativ vizsgalo
modszereit hasonlitottuk 6ssze, kilonds figyelmet szentelve a lenyomati
keneteken alkalmazhaté rapid immuncitokémiai vizsgalat elemzésére. Az
6rszemnyirokcsom6 daganatanak intraoperativ vizsgalata szempontjabdl
leghatékonyabbnak a lenyomati kenet és akar a fagyasztasos vizsgalat,
akar a rapid immuncitokémia kombinacidja, vagy mindharom maébdszer
egyuttes alkalmazasa tlnik. A lenyomati kenetek elkészitésének
standardizalt technikaja jelentdsen cstkkentette azt az id6t, mely a kenetek
attekintésével telik, csokkentette a vizsgalat koltségeit, hasznosnak
bizonyult az attét méretének megbecsiilésében.

Munkdmmal az emlérék rutin szdvettani diagnosztikdjaban kozvetlenil

hasznosithat6 tapasztalatokat foglaltam dssze.

Kulcsszavak: emlérék, HER2, 8rszem nyirokcsomo
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