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I. Bevezetés 

A daganatbiológiai kutatások fejlődésének hatására mára a rutin 

patológiai diagnosztika részévé váltak a prognosztikai és prediktív 

biomarkerek. A prognosztikai markerek az adott betegség kórjóslatára 

utalnak és ezért befolyásolják a betegség kezelésének aktivitását. 

Prediktív markerek egy adott terápiára való válaszkészséget jelzik. 

Gyakran egy biomarker egyszerre prediktív és prognosztikai 

információval is bír. 

Emlőrákoknál a rutin leletezés során négy immunhisztokémiai festést 

végzünk és a HER2, ösztrogén- és progeszteron receptorok, valamint a 

Ki-67 alapú proliferációs ráta meghatározása létfontosságú az emlőrákos 

beteg további terápiájának és sorsának meghatározásában. A HER2 egy 

olyan membránfehérje, mely a daganatsejteknek agresszívebb viselkedést 

ad, ugyanakkor ellene hatékony célzott terápia áll rendelkezésünkre, 

mellyel a gyors progressziót hatékonyan tudjuk gátolni. Az emlőrákok 

közel kétharmada hormonreceptor pozitív és ezért a hormonhatás 

gátlásával a daganat terjedése fékezhető. A magas proliferációs rátájú 

daganatok gyorsabban nőnek, ugyanakkor jobban is reagálnak a 

kemoterápiás kezelésre. Az alacsony proliferációjú daganatok ugyan 

lassabban nőnek, viszont kevésbé befolyásolhatóak kemoterápiával. 

Emlőrákoknál a fenti négy rutinból elvégzett reakció alapján döntünk 

onkológiai bizottsági ülésen az alkalmazandó terápiáról, vagyis a rutin 

leletben kiadott biomarker információk alapvető fontossággal bírnak a 

beteg sorsára nézve. A biomarkerek kiértékelésére irányelvek állnak 

rendelkezésünkre, de a kiértékelő patológusra hárul az adott esethez 
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meghatározott marker-pozitivitás felelőssége. Mivel a kiértékelés 

alapvetően szubjektív marad, nagyobb interobserver eltérések 

adódhatnak, melyek kedvezőtlenül befolyásolhatják a beteg sorsát. 

Mára számos digitális patológiai platform áll rendelkezésünkre, melyek 

rutin patológiai alkalmazását is validálták. A digitális technika 

fejlődésével több olyan digitális képanalízis módszer áll 

rendelkezésünkre, mellyel a fenti biomarker meghatározásból a 

szubjektum hatását kiküszöbölhetjük, a kiértékelés folyamatát 

standardizálhatjuk, archiválhatóvá és sokkal pontosabbá tehetjük, ami 

potenciálisan javíthatja a terápia személyre szabását. 

 

II. Célkitűzések 

Üveg és digitalizált lemezek kiértékelésének összehasonlítása 

A rutin immunhisztokémiai reakcióval festett ösztrogén, progeszteron 

receptor, valamit HER2 immunreakciók digitális metszeteken és 

hagyományos üvegmetszeteken történő kiértékelésének összehasonlítása.  

Immunhisztokémiai reakciók digitális kiértékelésének validálása 

HER2 membranózus immunreakciók vizsgálata 

Az immunreakció hagyományos és digitális képanalízissel történő 

kiértékelésének összehasonlítása. Kinyerhető-e további információ a 

rutin immunreakciók digitális analíziséből? 

Reprodukálható sejtmagfelismerő algoritmus  

A prediktív és prognosztikai biomarkerek általában immunohisztokémiai, 

vagy FISH-módszerrel készült metszeteken kerülnek meghatározásra. A 
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tumor heterogenitásának kezelését megkönnyítheti a teljes metszetek 

analízise, melyhez egy megbízható, jól reprodukálható, de reális számítási 

kapacitásokon alapuló és kellően gyors sejtmagfelismerő algoritmus 

kialakítása és validálása hatékony segítség lehet.  

Hormonreceptorok vizsgálata 

A sejtmagi ösztrogén, ill. progeszteron receptor immunreakciók digitális 

képanalízissel végzett kiértékelésének validálása a hagyományos 

metszeten történő kiértékeléshez képest.  

Ki-67 Proliferációs Index vizsgálata 

Ki-67 proliferációs marker digitális kiértékelésének és klinikai 

relevanciájának validálása a hagyományos metszeteken meghatározott 

értékekhez képest.  

 

III. Módszerek 

Rutin diagnosztikából származó emlőrákos minták HER2, ősztrogén és 

progeszteron hormonreceptor, valamint Ki-67 immunreakcióit 

Pannoramic Scanner és Viewer (3DHistech, Budapest, Magyarország) 

platformmal digitalizáltuk és ezt követően különbözó alvizsgálatokat 

végeztünk. 

186 emlőrákos betegnél összehasonlítottuk a hagyományos 

mikroszkópos, illetve digitális tárgylemezeken történő kiértékelés 

eredményeit egyrészt a patológusok között (interobserver), másrészt 

ugyanazon patológus esetében a különböző módszerek között. 

HER2 esetében 107 emlőrákos esetből készült TMA-kon 2 patológus adta 

hagyományos kiértékelés eredményeit hasonlítottuk össze a 
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MembraneQuant (3DHistech, Budapest, Magyarország) alkalmazás által 

szolgáltatott félautomata képanalízis eredményével. A FISH-pozitív és 

negatív eseteket külön vizsgáltuk, hogy a rutin immunreakciók digitális, 

mélyreható és részletesebb analízisével lehet-e a FISH-reakció 

eredményét előrejelezni. 

A szakirodalomban leírt különböző képanalízis módszerek optimális 

kombinálásával 25 immunreakció és 5 FISH-lemez segítségével 

felépítettünk egy megbízható és teljes metszeteken reális idő alatt 

lefuttatható magdetektáló algoritmust (CellQuant). 

A hormonreceptorok magi immunreakcióit 16 invazív emlőrákos esetből 

készített digitális metszeten vizsgáltuk NuclearQuant (3DHistech, 

Budapest, Magyarország) programmal és hasonlítottuk össze a gépi és 

mikroszkópos kiértékelés eredményét.  

A proliferációs index gépi analízisénél 177 ösztrogén pozitív emlőrákos 

betegnél vizsgáltuk a félautomata analízis (előzetesen manuálisan bejelölt 

tumorrégiókon történő automata magi immunreakció), illetve a teljesen 

automata analízis (tumorfelismerő – PatternQuant (3DHistech, Budapest, 

Magyarország) – alkalmazással megtalált tumorsejtek Ki-67 magi 

immunreakcióinak automata magi kiértékelése) és a hagyományos, 

empírikus módon meghatározott proliferációs ráta összefüggéseit, 

valamint a kapott értékek klinikai relevanciáját. 

Az adatok statisztikai analízisét SPSS 17.0 for Windows (SPSS Inc., 

Chicago, USA) és MedCalc for Windows v. 11.2.1.0 (MedCalc Software, 

Mariakerke, Belgium), valamint Statistica 12 (StatSoft, Tulsa, OK) 

programokkal végeztük és ábrázoltuk.  
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A különböző változók korelációját Cohen-féle kappa (Cohen’s κ), az 

értékek klinikai relevanciáját jobban figyelembe vevő négyzetesen 

súlyozott kappa, illetve Spearman-féle rang-korreláció kiszámításával 

vizsgáltuk és a következő, nemzetközileg ajánlott egyezési csoportokat 

használtuk: 0-0,2: gyenge egyezés; 0,21-0,4: mérsékelt egyezés; 0,41-0,6: 

közepes egyezés, 0,61-0,8: megfelelő egyezés, 0.81-1,00: szinte tökéletes 

egyezés. A változók klinikai relevanciáját Kaplan-Meyer túlélési görbén 

teszteltük. 

 

IV. Eredmények 

Üveg és digitalizált lemezek kiértékelésének összehasonlítása 

A 186 esetet felölelő vizsgálatunkban rutin immunhisztokémiai 

reakcióval festett HER2 immunreakciók különbözö patológusok által 

végzett hagyományos, empírikus kiértékelésének összehasonltásakor κ-

érték 0,712-0,779 közötti volt, míg digitális lemezeken végzett 

kiértékelésnél ez 0,698-0,722 közti volt, vagyis alapvetően jó egyezést 

mutatott. A hagyományos és digitális kiértékelés összehasonlításainál 

szélesebb, de lényegében jó egyezést mutató κ-értékek jöttek ki (0,579-

0,820). Ha a klinikai relevanciát jobban figyelembe vevő, súlyozott κ-

értéket vagy a Spearman-féle rangkorrelációt vizsgáltuk, ezek értéke 

mindig 0,9 felettinek bizonyult, vagyis a szinte tökéletes egyezést mutató 

kategóriába esett. 

Ösztrogén hormonreceptor esetében a hagyományos mód interobserver 

κ-értékei 0,456-0,645 közöttiek, míg a digitális platform interobserver κ-
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értékei 0,532-0,633 közt adódtak, vagyis a közepes és jó egyezést mutató 

osztályba kerültek. A két módszer összehasonlításakor a κ-értékek 0,484-

0,767 tartományba estek, vagyis szintén a közepes és megfelelő egyezést 

mutatták. A négyzetesen súlyozott κ-érték és a Spearman-féle 

rangkorreláció itt is mindig 0,9 felettinek bizonyult, mutatván a 

kiértékelések klinikai relevanciájának erősségét. 

Progeszteron hormonreceptorok esetén az empírikus kiértékelés κ-értékei 

0,496-0,642 közé, digitális kiértékelésnél 0,618-0,640 közé, míg a 

metódusok közötti összehasonlításnál 0,545-0,781 közé estek, szintén  a 

közepes, illetve megfelelő egyezést mutató osztályba sorolandóan. A 

klinikai relevanciát jobban tükröző négyzetesen súlyozott κ-érték, illetve 

Spearman-féle rangkorreláció értékei itt is kivétel nélkül a szinte tökéletes 

egyezést mutató, 0,9 feletti kategóriába estek. 

A vizsgálatban részt vevő három patológus közül P1-nél a digitális és 

hagyományos módon történő kiértékelése mindhárom biomarker 

esetében jobb egyezést mutatott, mely tükrözheti P1 digitális 

patológiában való jártasságát és a tanulási görbe hatását. 

Immunhisztokémiai reakciók digitális kiértékelésének validálása 

HER2 membranózus immunreakciók vizsgálata 

A 107 eset anyagát feldolgozó TMA-kon alapuló vizsgálatunk során a két 

patológus által végzett hagyományos kiértékelés és gépi, félautomata 

kiértékelés összehasonlításakor alapvetően megfelelő egyezést találtunk 

(κ-érték:0,663-0,668), de a két patológus által kialakított konszenzus-

értékkel a gépi kiértékelés a szinte tökéletes egyezést (κ-érték: 0,872) 
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jelző kategóriájába esett. A négyzetesen súlyozott κ-érték, illetve a 

Speaman-féle rangkorreláció minden összehasonlítása szinte tökéletes 

egyezést mutatott (0,842-0,967).  

A rutin immunhisztokémiai reakciók tüzetes és az emberi szemnél 

mélyrehatóbb digitális vizsgálatával egy kis pilot-studyban a HER2 IHC 

2+ eseteken belül a FISH pozitív és negatív esetek között különbséget 

tudtunk tenni, vagyis a rendelkezésünkre álló képi információ alapján az 

esetek mélyebb vizsgálata járulékos klinikai információt szolgáltathat. 

Reprodukálható sejtmagfelismerő algoritmus  

A teljes metszetek analízisét lehetővé tévő magfelismerő algoritmust 25 

imunreakció és 5 FISH metszetén tesztelve, közel 45000 mag manuális és 

digitális detektálásának összehasonlítása alapján kaptunk 90% körüli 

szenzitivitási rátát és pozitív prediktív értéket. Az optimalizált 

magfelismerő algoritmus többféle minőségű és felbontással digitalizát 

metszeteken, közepes hardverigény mellett is a piacon hozzáférhető 

algoritmusoknál jobb és gyorsabb eredményt szolgáltatott.  

Hormonreceptorok vizsgálata 

A sejtmagi ösztrogén, ill. progeszteron receptor immunreakciók digitális 

képanalízissel végzett kiértékelésének összehasonlítása során a megfelelő 

kalibrációs fázis után a gépi analízis a humán szemhez igen hasonló 

eredményt szolgáltatott. A Cohen-féle κ:0,795, a négyzetesen súlyozott  

κ:0,981, míg a Spearman-féle rangkorreláció értéke 0,975-nek adódott, 

vagyis majdnem minden esetben a szinte tökéletes egyezést mutató 

kategóriába soroltatott. 
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Ki-67 Proliferációs Index vizsgálata 

A többféle módon (félautomata és teljesen automata) végzett digitális Ki-

67 proliferációs index értéke alapvetően megfelelő (r=0,622-0,726) 

egyezést mutatott a hagyományos, empírikus módon meghatározott ki-67 

indexszel a 177 ösztrogén pozitív emlőrákos beteg vizsgálata alapján. Ha 

a digitális képanalízis értékeit hasonlítottuk össze az emlőrákok gradálása 

során meghatározott mitotikis index-szel, akkor is közepes egyezést 

találtunk (r=0,508). 

A digitális proliferációs index klinikai relevanciáját a St.Gallen-ben 

meghatározott régebbi (14%) és új (20%) konszenzus proliferációs index 

alapján Kaplan-Meyer görbéken teszteltük. Mindkét érték mentén történő 

dichotomizációval a magas és alacsony proliferációs rátájú betegek 

túlélési görbéje szignifikánsan elvált egymástól (p=0,016, illetve 

p=0,001). 

 

V. Megbeszélés 

Markerek hagyományos üveg és digitalizált metszeteken történő 

kiértékelésének összehasonlítása 

Saját és nemzetközi vizsgálatok eredményei alapján a mikroszkópos és 

digitális tárgylemezen való kiértékelés ekvivalensnek bizonyult HER2, 

ER és PR immunhisztokémiai metszeteken. 

Immunhisztokémiai reakciók digitális kiértékelésének validálása 

HER2 Immunreakciók vizsgálata 

Saját eseteinkkel egybevéve közel 11000 beteg HER2 Immunreakcióinak 

vizsgálata igazolja a HER2 immunreakciók digitális kiértékelésének 
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alternatíváját. A digitális HER2 kiértékelés nemcsak jól egyezik a 

hagyományos kiértékelés eredményével, hanem potenciálisan előre 

jelezheti a génamplifikációt és így a szükséges HER2 FISH reakciók 

számát is esetlegesen csökkentheti. 

Reprodukálható sejtmagfelismerő algoritmus fejlesztése és 

validálása  

Az irodalomban hozzáférhető különböző DIA-algoritmusok körültekintő 

kombinálásával optimalizáltunk egy közepes hardverigényű platformot, 

mely FISH és IHC teljes metszeteken reális idejű magdetektálást tesz 

lehetővé. Algoritmusunk két konkurens DIA-módszerrel összehasonlítva, 

azoknál pontosabbnak, gyorsabbnak és hatékonyabbnak is bizonyult. 

Hormonreceptorok vizsgálata 

Saját és más vizsgálatok alapján közel 26000-es esetszámon alapuló DIA-

vizsgálatok igazolják, hogy a hormonreceptor pozitivitás kiértékelésére a 

digitális patológia jól használható. A teljesen automata tumorfelismeréses 

módszerek, illetve finomabb pozitivitási osztályok klinikai relevanciája 

további vizsgálatok tárgyát képezi.  

Ki-67 Proliferációs Index vizsgálata 

Szakirodalmi és saját vizsgálatunk közel 3000 esetet átfogva igazolta a 

DIA alkalmasságát az emlőrákok magas és alacsony proliferációjú 

prognosztikai csoportokba történő dichotomizálására. A Ki-67 eddig 

kissé bizonytalan és vitatott szerepű diagnosztikai értékét pontosan a 

jobban reprodukálható, standardizált, megfelelően kvantifikálható DIA 

módszerek emelhetik be sikeresen a megbízható klinikai relevanciával 

bíró prediktív és prognosztikai markerek közé.  
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VI. Következtetések 

A doktori értekezés fő eredményei és új megfigyelései a következőek: 

Jelentős beteganyag ER, PgR, HER2 és Ki67 immunreakcióinak 

elemzésével nemzetközileg is elsők között: 

 

1. Igazoltuk, hogy az emlőrákok prognosztikus és prediktív reakciónak 

értékelése, hagyományos mikroszkópos, ill. megfelelő minőségű digitális 

metszeteken ekvivalens eredményt ad. 

 

2. Sikeresen validáltuk a HER2 sejtmembrán immunreakciók 

automatizált kiértékelését  a hagyományos módszerhez, ahol a reakciók 

félautomatizált kiértékelésének eredményei a kritikus 2+ pozitív 

csoportban támogatták a FISH pozitív és negatív esetek előzetes 

elkülönítését. 

 

3. Fejlesztettünk és validáltunk egy jól reprodukálható automatizált 

magfelismerő képanalízis algoritmust, mely alkalmas a marker pozitív és 

negatív sejtmagok standardizált kiértékelésére teljes digitális metszeten. 

 

4. Validáltunk magi ER, PgR, illetve Ki-67 immunreakciók gépi 

félatomatizált analízisét a hagyományos módszerhez és igazoltuk a 

képanalízis módszerek klinikai relevanciáját. 
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